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บทสรุปผู้บริหาร 
Executive Summary 

 
รายงานฉบบัสมบูรณ์น้ีประกอบดว้ยเน้ือหาทั้งหมด 9 บท   บทท่ี 1 เป็นบทนาํท่ีกล่าวถึงท่ีมา

ของโครงการฯ การทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวขอ้ง กรอบแนวคิด วตัถุประสงค์และขอบเขตของ
โครงการวิจยั   สาํหรับบทท่ี 2-9 เป็นส่วนของผลงานวิจยั ท่ีหวัหนา้คณะวิจยัไดป้ระมวลผลการวิจยัจาก
ผูร่้วมวิจยัแต่ละท่าน ทั้งน้ี เพื่อใหส้ะดวกและเขา้ใจง่ายต่อพ้ืนฐานขององคค์วามรู้ในแต่ละส่วน จึงไดจ้ดั
ใหแ้ต่ละบทเป็นส่วนของการวิจยัในแต่ละเร่ืองซ่ึงครอบคลุมตั้งแต่บทนาํ วิธีการทดลอง ผลการทดลอง
และอภิปรายผลการทดลอง สรุปผลการทดลอง และเอกสารอา้งอิง 

ทั้งน้ี บทท่ี 2 กล่าวถึงการเตรียมอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในรูปแบบต่างๆในการเป็นสารเติม
แต่งอาหาร พร้อมทั้งการพิสูจน์ทราบโครงสร้างทางเคมี กายภาพ และสมบติัจาํเพาะต่างๆ   บทท่ี 3 
กล่าวถึงการทดสอบความปลอดภยัของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีเตรียมไดใ้นสัตวท์ดลอง เพื่อจะเป็น
ขอ้มูลวา่อนุพนัธ์ท่ีเตรียมไดมี้ความปลอดภยัต่อการบริโภค   บทท่ี 4 กล่าวถึงความปลอดภยัของอนุพนัธ์
ไคติน-ไคโตซานในเซลลท์ดลอง เพื่อเป็นขอ้มูลในระดบัเซลลข์องมนุษยว์่ามีความปลอดภยัระดบัใด   
บทท่ี 5 กล่าวถึงคุณสมบติัดา้นการตา้นจุลชีพของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน ท่ีจะนาํไปสู่การศึกษาอยา่ง
เป็นรูปธรรมในการยบัย ั้งจุลชีพในอาหาร   บทท่ี 6-9  เป็นตวัอยา่งการใชป้ระโยชน์ของอนุพนัธ์ไคติน-
ไคโตซานท่ีเตรียมไดจ้ากโครงการวิจยัฯ ในรูปของสารเติมแต่งในอาหาร ซ่ึงเป็นรูปธรรมของการสร้าง
คุณค่าและมูลค่าเพิ่มของไคติน-ไคโตซานในอุตสาหกรรมอาหารซ่ึงเป็นเป้าหมายสูงสุดของโครงการฯ 
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คาํนํา 
Preface 

 
รายงานฉบบัน้ีเป็นรายงานฉบบัสมบูรณ์ของโครงการวิจยัเร่ือง การพฒันาวสัดุกากอาหารแช่

แข็งจาํพวกเปลือกกุ้ง เปลือกปู สําหรับเป็นวสัดุธรรมชาติท่ีปลอดพิษเพื่อเติมแต่งคุณค่าและรักษา
คุณภาพอาหาร (Development of solid waste materials from shrimp shells and crab shells for using as 
non-toxic natural materials for food: Nutrient additive and preservation) ซ่ึงไดรั้บการสนบัสนุน
ทุนอุดหนุนวิจยังบประมาณแผน่ดิน ประจาํปีงบประมาณ 2551 โครงการวิจยัเสนอสถาบนัวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี (วว)  โดยเน้ือหางานวิจยัประกอบดว้ยเน้ือหาทั้งหมด 9 บท   บทท่ี 1 เป็นบทนาํท่ี
กล่าวถึงท่ีมาของโครงการฯ การทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวขอ้ง กรอบแนวคิด วตัถุประสงค์และ
ขอบเขตของโครงการวิจยั   สาํหรับบทท่ี 2-9 เป็นส่วนของผลงานวิจยั ท่ีหัวหนา้คณะวิจยัไดป้ระมวล
ผลการวิจยัจากผูร่้วมวิจยัแต่ละท่าน ทั้งน้ี เพ่ือให้สะดวกและเขา้ใจง่ายต่อพื้นฐานขององคค์วามรู้ในแต่
ละส่วน จึงได้จดัให้แต่ละบทเป็นส่วนของการวิจัยในแต่ละเร่ืองซ่ึงครอบคลุมตั้งแต่บทนํา วิธีการ
ทดลอง ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง สรุปผลการทดลอง และเอกสารอา้งอิง 

 
ทั้งน้ี บทท่ี 2 กล่าวถึงการเตรียมอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในรูปแบบต่างๆในการเป็นสารเติม

แต่งอาหาร พร้อมทั้งการพิสูจน์ทราบโครงสร้างทางเคมี กายภาพ และสมบติัจาํเพาะต่างๆ   บทท่ี 3 
กล่าวถึงการทดสอบความปลอดภยัของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีเตรียมไดใ้นสัตวท์ดลอง เพื่อจะเป็น
ขอ้มูลวา่อนุพนัธ์ท่ีเตรียมไดมี้ความปลอดภยัต่อการบริโภค   บทท่ี 4 กล่าวถึงความปลอดภยัของอนุพนัธ์
ไคติน-ไคโตซานในเซลลท์ดลอง เพื่อเป็นขอ้มูลในระดบัเซลลข์องมนุษยว์่ามีความปลอดภยัระดบัใด   
บทท่ี 5 กล่าวถึงคุณสมบติัดา้นการตา้นจุลชีพของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน ท่ีจะนาํไปสู่การศึกษาอยา่ง
เป็นรูปธรรมในการยบัย ั้งจุลชีพในอาหาร   บทท่ี 6-9  เป็นตวัอยา่งการใชป้ระโยชน์ของอนุพนัธ์ไคติน-
ไคโตซานท่ีเตรียมไดจ้ากโครงการวิจยัฯ ในรูปของสารเติมแต่งในอาหาร ซ่ึงเป็นรูปธรรมของการสร้าง
คุณค่าและมูลค่าเพิ่มของไคติน-ไคโตซานในอุตสาหกรรมอาหารซ่ึงเป็นเป้าหมายสูงสุดของโครงการฯ 

 
คณะผูว้จิยัหวงัเป็นอยา่งยิง่วา่รายงานฉบบัน้ีจะเป็นประโยชน์ต่อผูอ่้านและผูส้นใจวสัดุไคติน-

ไคโตซาน และหากรายงานมีขอ้ผดิพลาดประการใด ตอ้งขออภยัมา ณ ท่ีน้ีดว้ย 
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บทที ่1 บทนํา  

1.1 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเก่ียวขอ้ง 1 
1.1.1 ไคติน-ไคโตซาน   
1.1.2 การใชไ้คติน-ไคโตซานเพ่ือการถนอมอาหาร  
1.1.3 การใชไ้คติน-ไคซานเพ่ือผลิตอาหารควบคุมนํ้าหนกั และลดปริมาณ
คอเลสเตอรอลในเลือด 

 

1.1.4 การใชไ้คโตซานเป็นสารเติมแต่ง  
1.2 ทฤษฎี สมมุติฐาน หรือกรอบแนวความคิดของโครงการวิจยั   
1.3 วตัถุประสงคข์องโครงการวิจยั  
1.4 ขอบเขตของโครงการวิจยั  
1.5 เอกสารอา้งอิง  

บทที ่2 การตรียมและการวเิคราะห์ตรวจสอบอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 9 
2.1 บทนาํ  
2.2 วิธีการทดลอง  

2.2.1 การเตรียมอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน  
2.2.1.1 ไคโตซานนาโนสเฟียร์ (chitosan nanospheres)  
2.2.1.2 ไคตินวิสเกอร์ (chitin whisker)  
2.2.1.3 ไคโตซานวิสเกอร์ (chitosan whisker)  
2.2.1.4 ออลิโกไคโตซาน (oligochitosan)  

2.2.2 การวิเคราะห์และศึกษาสมบติัทางเคมีและกายภาพของอนุพนัธ์ไคติน-ไค
โตซาน 

 

2.2.3 การตรวจสอบองคป์ระกอบของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน  
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2.2.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืน  
2.2.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณเถา้  
2.2.3.3 การวิเคราะห์ปริมาณไขมนั  
2.2.3.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน  
2.2.3.5 การวิเคราะห์ปริมาณเสน้ใย  

2.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง  
2.3.1 การเตรียม การวิเคราะห์ และการศึกษาสมบติัทางเคมีและกายภาพของวสัดุ
นาโนไคติน-ไคโตซาน 

 

2.3.1.1 ไคโตซานนาโนสเฟียร์ (chitosan nanospheres)  
2.3.1.2 ไคตินวิสเกอร์  
2.3.1.3 ไคโตซานวิสเกอร์  
2.3.1.4 ออลิโกไคโตซาน  

2.3.2 การตรวจสอบองคป์ระกอบของวสัดุนาโนไคติน-ไคโตซาน  
2.3.3 การกาํหนดคุณลกัษณะเฉพาะ (specification) ของสารตวัอยา่งไคโตซาน  

2.3.3.1 ไคโตซานนาโนสเฟียร์ (chitosan nanospheres)  
2.3.3.2 ไคตินวิสเกอร์ (chitin whisker)  
2.3.3.3 ไคโตซานวิสเกอร์ (chitosan whisker)  
2.3.3.4 ออลิโกไคโตซาน (oligochitosan)  

2.4 บทสรุป  
2.5 เอกสารอา้งอิง  

บทที ่3 การทดสอบความเป็นพษิเฉียบพลนัผ่านทางปากในสัตว์ทดลอง ของอนุพนัธ์ไคติน-
ไคโตซาน  

39 

3.1 บทนาํ  
3.2 วิธีการทดลอง  

3.2.1 การเตรียมสตัวท์ดลอง  
3.2.2 การเตรียมสารตวัอยา่งและการป้อนสารตวัอยา่งแก่หนูทดลองผา่นทางปาก 
(administration)  

 

3.2.3 การสงัเกต  
3.2.3.1 นํ้าหนกัตวัหนูทดลอง  
3.2.3.2  การตรวจสอบช้ินเน้ือ  

3.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง  
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3.4 สรุปผลการทดลอง  
3.5 เอกสารอา้งอิง  

บทที ่4 การทดสอบความเป็นพษิของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในเซลล์ทดลองจากเนือ้เยือ่
ประสาน 
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4.1 บทนาํ  
4.2 วิธีการทดลอง  

4.2.1 การเพาะเล้ียงเซลล ์  
4.2.2 การวิเคราะห์ระดบัความเป็นพิษของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ 
ต่อเซลล ์Chorionic derived Stem Cells (CSCs cell cytotoxicity) 

 

4.2.3 การวิเคราะห์ระดบัความเป็นพิษของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ 
ต่อเซลล ์Periosteal derived Stem Cells (POCs cell cytotoxicity) 

 

4.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง  
4.3.1 ระดับความเป็นพิษของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ ต่อเซลล ์
Chorionic derived Stem Cells (CSCs cell cytotoxicity) 

 

4.3.2 ระดบัความเป็นพิษของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ ต่อเซลล ์
Periosteal derived Stem Cells (POCs cell cytotoxicity) 
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5.1 บทนาํ  
5.2 วิธีการทดลอง  

5.2.1 การทดสอบกิจกรรมการตา้นแบคทีเรียและยสีต ์  
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5.5 เอกสารอา้งอิง  
  
บทที ่6 การศึกษาเบือ้งต้นของการประบุกต์ใช้ไคโตซานวสิเกอร์ในขนมสาลี ่ 72 
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6.2.1 การเตรียมขนมสาล่ี  
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6.2.4 การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด และปริมาณยสีตแ์ละรา 

6.2.4.1 การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด 
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6.3.4. คุณลกัษณะเน้ือสมัผสั 

 

6.3.5 ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด และปริมาณยสีตแ์ละรา 
6.4 สรุปผลการทดลอง   
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บทที ่8 การประยุกต์ใช้นาโนไคโตซานวสิเกอร์ระบบนํา้ในอาหาร: กรณศึีกษาเพือ่                    
เพิม่คุณภาพของกุ้งทะเล 

8.1 บทนาํ 
8.2 วิธีการทดลอง 

8.2.1 การทรีทตวัอยา่งกุง้ขาวดว้ยสารไคติน-ไคโตซานในรูปแบบสารแขวน 
ลอยในนํ้า 
8.2.2  การตรวจสอบสมบติัทางกายภาพของกุง้ท่ีผา่นการทรีทดว้ยสารไคติน 
-ไคโตซาน 
8.2.3  การติดตามการแพร่ผา่นของไคโตซานวิสเกอร์ภายในโครงสร้างกลา้ม 
เน้ือโปรตีนของกุง้ 
8.2.4  การตรวจสอบคุณลกัษณะเน้ือสมัผสัของกุง้ท่ีผา่นการทรีทดว้ยสารไคติน 
-ไคโตซาน 
8.2.5  การตรวจสอบเสถียรภาพทางความร้อนของกลา้มเน้ือโปรตีนของกุง้ท่ี
ผา่น 
การทรีทดว้ยสารไคติน-ไคโตซาน 
8.2.6  การตรวจสอบสีของกุง้ท่ีผา่นการทรีทดว้ยสารไคติน-ไคโตซานและผา่น
ความร้อน 
8.2.7  การวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีน 
8.2.8  การวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาค (microstructure) ของตวัอยา่งกุง้ 

8.3  ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
8.3.1 ผลของชนิดสารตวัอยา่งไคติน-ไคโตซานในรูปแบบสารแขวนลอยในนํ้า
ต่อคุณภาพของกุง้ 
8.3.2  ผลของความเขม้ขน้ของไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอ
ไรดเ์ขม้ขน้ 2.5% (w/v) ต่อคุณภาพของกุง้ 
8.3.3  อิทธิพลของความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมไบคาร์บอเนตและค่าพีเอชของ
ระบบสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ ต่อคุณภาพของกุง้ 
8.3.4 ผลของศึกษาเชิงเปรียบเทียบระหว่างโซเดียมไบคาร์บอเนตและค่าพีเอช
ท่ีมีต่อคุณภาพต่อคุณภาพของกุง้ 

8.4 สรุปผลการทดลอง 
8.5 เอกสารอา้งอิง 
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บทที ่9 การประยุกต์ใช้อนุภาคนาโนไคโตซานในระบบนํา้เพือ่ยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์และ          
ยดือายุ การเกบ็รักษา : กรณต้ีนแบบศึกษาของหมูบด  

9.1 บทนาํ 
9.2 วิธีการทดลอง 

9.2.1 การเตรียมตวัอยา่ง 
9.2.2 การตรวจสอบศกัยซี์ตา้ (Zeta-potential) 
9.2.3 การตรวจสอบพื้นท่ีผิวของสารไคติน-ไคโตซานโดยใชเ้ทคนิคบลูเนอร์-
เอลเมท็-เทลเลอร์ (Brunauer-Emmett-Teller, BET) 
9.2.4 การวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย ์

9.2.5 การวิเคราะห์ไบโอเจนิกเอมีน (Biogenic Amine) 
9.2 .6 การวิ เคราะห์ฤทธ์ิการต้านออกซิเดชันของไขมันโดยใช้เทคนิค 
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 
9.2.7 การวิเคราะห์ออกซิเดชนัของโปรตีนโดยใชเ้ทคนิค SDS–PAGE of 
myofibrillar proteins 
9.2.8 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

9.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
9.3.1 การตา้นเช้ือจุลินทรียใ์นเน้ือหมูบด ของสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ 
9.3.2 ค่าศกัยซี์ตา้ของสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ  
9.3.3 ลกัษณะทางกายภาพและพ้ืนท่ีผวิของสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ 
9.3.4 ปริมาณไบโอเจนิคเอมีนในเน้ือหมูบดท่ีผา่นการทรีทดว้ยสารไคโตซาน
รูปแบบต่างๆ 

9.3.5 ฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนัของไขมนัในเน้ือหมูบดท่ีผา่นการทรีทดว้ยสาร
ไคโตซานรูปแบบต่างๆ 
9.3.6 การวิเคราะห์ออกซิเดชนัของโปรตีนในเน้ือหมูบด โดยใชเ้ทคนิค SDS–
PAGE of myofibrillar proteins 

9.4 สรุปผลการทดลอง 
9.5 เอกสารอา้งอิง 
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สารบัญแผนภาพ 
 หนา้ท่ี 
  
แผนภาพที ่1.1  แผนผงัแสดงความสาํคญั และปัญหาท่ีนาํไปสู่การวิจยั 
แผนภาพที ่2.1  การเตรียม Phcts, mPEG-COOH และ Phcts-g-mPEG 
แผนภาพที ่2.2  การเตรียมไคตินวิสเกอร์ 

3 
10 
12 

แผนภาพที ่2.3  การเตรียมไคโตซานวิสเกอร์ 13 
แผนภาพที ่2.4  การก่อตวัของอนุภาคกลมนาโนไคโตซาน (Phcts-g-mPEG) 20 
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สารบัญรูปภาพ 
 หนา้ท่ี 
รูปที ่2.1  สเปกตรา FTIR ของ (a) mPEG (b) mPEG-COOH (c) chitosan (d) Phcts และ(e) 
Phcts-g-mPEG 

17 

รูปที ่2.2  สเปกตรา 1H NMR ของ (a) mPEG (b) mPEG-COOH (c) chitosan (d) Phcts และ 
(e) Phcts-g-mPEG 

18 

รูปที ่2.3  ลกัษณะทางกายภาพของ (a) ไคโตซานในนํ้า (b) Phcts-g-mPEG ในนํ้า และ (c) 
Phcts-g-mPEG ในสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 1% 

19 

รูปที ่2.4  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดท่ี 25 กิโลโวลทข์อง (a) ไค
โตซาน (15,000) (b) Phcts-g-mPEG (50,000) และ (c) Phcts-g-mPEG (20,000) 

20 

รูปที ่2.5  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของ Phcts-g-mPEG 20 
รูปที ่2.6  ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของ Phcts-g-mPEG 21 
รูปที ่2.7  เทอร์โมแกรม TGA ของ (a) ไคโตซาน (b) Phcts และ (c) Phcts-g-mPEG 22 
รูปที ่2.8  เทอร์โมแกรม DSC ของ Phcts-g-mPEG เม่ือสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองเป็นดงัน้ี 
การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 150 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 2 
ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 200 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 3 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 400 
C  และอตัราการใหค้วามร้อนเท่ากบั 20 C/min  

22 

รูปที ่2.9  ลกัษณะทางกายภาพของ (a) ไคติน และ (b) ไคตินวิสเกอร์ในนํ้า 23 
รูปที ่2.10  สเปกตรา FTIR ของ (a) ไคติน และ (b) ไคตินวิสเกอร์ 23 
รูปที ่2.11  ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของ (a) ไคติน และ (b) ไคตินวิสเกอร์ 24 
รูปที ่2.12  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของ (a) ไคติน และ (b) ไค
ตินวิสเกอร์ 

24 

รูปที ่2.13  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของไคตินวิสเกอร์ 24 
รูปที ่2.14 เทอร์โมแกรม DSC ของไคตินวสิเกอร์ เม่ือสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองเป็นดงัน้ี การ
สแกนความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 150 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 2 
ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 200 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 3 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 400 
C  และอตัราการใหค้วามร้อนเท่ากบั 20 C/min  

25 

รูปที ่2.15  สเปกตรา FTIR ของ (a) ไคติน (b) ไคตินวิสเกอร์ (c) ไคโตซานวิสเกอร์ และ (d) 
ไคโตซาน (95%DD) 

26 

รูปที ่2.16  สเปกตรัม 1H NMR ของไคโตซานวิสเกอร์ 26 
รูปที ่2.17  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของไคโตซานวิสเกอร์ 27 
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รูปที ่2.18  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของไคโตซานวิสเกอร์ 27 
รูปที ่2.19 ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของไคโตซานวิสเกอร์ 28 
รูปที ่2.20  เทอร์โมแกรม DSC ของไคโตซานวิสเกอร์ เม่ือสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองเป็นดงัน้ี 
การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 200 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 2 
ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 400 C  และอตัราการใหค้วามร้อนเท่ากบั 20 C/min  

28 

รูปที ่2.21  ลกัษณะทางกายภาพของออลิโกไคโตซาน 29 
รูปที ่2.22  สเปกตรัม FTIR ของออลิโกไคโตซาน 29 
รูปที ่2.23  สเปกตรัม 1H NMR ของออลิโกไคโตซาน 30 
รูปที ่2.24  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของออลิโกไคโตซาน 30 
รูปที ่2.25  ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของออลิโกไคโตซาน 
รูปที ่2.26  เทอร์โมแกรม TGA ของออลิโกไคโตซาน 
รูปที ่ 2.27 การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 200 C  การสแกนความ
ร้อนคร้ังท่ี 2 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 400 C  และอตัราการใหค้วามร้อนเท่ากบั 20 C/min  

31 
31 
32 

รูปที่ 4.1    ผลของออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์CSCs ท่ีมีชีวิตรอดหลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 เซลล/์หลุม 

51 

รูปที ่4.2  ผลของไคตินวิสเกอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์CSCs ท่ีมีชีวิตรอด
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ชีวิตรอดหลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้
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รูปที ่6.1  จุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญในตวัอยา่ง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ของขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติม
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รูปที ่6.2  ยสีตแ์ละราท่ีเจริญในตวัอยา่ง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 5 วนั ของขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณต่างๆ (0.3, 0.6 และ 1.5 %w/w) เม่ือมีการผนัแปรเวลาใน
การเกบ็รักษาในกล่องพลาสติกใสพอลิสไตรีน ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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รูปที่ 6.3  ลกัษณะทางกายภาพของของขนมสาล่ีภายหลงัการเก็บรักษาในกล่องพลาสติกใส
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รูปที ่7.1  Total Viable Bacterial counts (log CFU/g) ของตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมสารไคติน-         91 
ไคโตซานชนิดต่างๆท่ีความเขม้ขน้ 0.5% (w/w) ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะ 
เวลาต่างๆ: :2 วนั และ :3 วนั  
รูปที ่7.2  จุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญในตวัอยา่ง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ          92 
37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ของตวัอยา่งถัว่กวนชุดควบคุมและชุดท่ีมีการเติมสารไคติน- 
ไคโตซานชนิดต่างๆ (0.5% (w/w)) ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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รูปที ่7.3  ยสีตแ์ละราท่ีเจริญในตวัอยา่ง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 93 
เซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ของตวัอยา่งถัว่กวนชุดควบคุมและชุดท่ีมีการเติมสารไคติน- 
ไคโตซานชนิดต่างๆ (0.5% (w/w)) ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะเวลาต่างๆ  
รูปที ่7.4  ลกัษณะทางกายภาพของตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมสารไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ             93 
(0.5% (w/w)) ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะเวลาต่างๆ 
รูปที ่8.1 ลกัษณะทางกายภาพของสารแขวนลอย (a) ไคโตซานเกร็ด, (b) ไคตินวิสเกอร์,         97 
(c) ไคโตซานวิสเกอร์, และ (d) ออลิโกไคโตซาน  
รูปที ่8.2  (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน   101 
 (cooking loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ 
ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไคโตซาน  
ความเขม้ขน้ 0.05% (w/v) ในระบบท่ีไม่มี ( ) และมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5%   
(  )  ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็ 
และตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่งสารระบบ 
เดียวกนัและระหวา่งสารชนิดเดียวกนัตามลาํดบั  
รูปที ่8.3 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีแช่สารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์, ไคโตซานวิสเกอร์,  103 
 และออลิโกไคโตซาน ความเขม้ขน้ 0.05 % (w/v) ในระบบท่ีมี (    ) และไม่มีเกลือโซเดียม 
คลอไรด ์2.5% NaCl (   ) หลงัการเกบ็รักษา 24 ชัว่โมง ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็และตวัพิมพใ์หญ่ 
ระบุถึงความแตกต่าง (P < 0.05)   ระหวา่งสารระบบเดียวกนัและระหวา่งสารชนิดเดียวกนัตาม 
ลาํดบั อยา่งมีนยัสาํคญั ค่าของการเบ่ียงเบน (n=5)      
รูปที ่8.4 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซาน  104 
วิสเกอร์ และออลิโกไคโตซาน ความเขม้ขน้ 0.05% (w/v) ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์
เขม้ขน้ 2.5% หลงัการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ. 4.องศาเซลเซียส นาน 0-48 ชัว่โมง :0 ชัว่โมง 
  :24 ชัว่โมง และ :48 ชัว่โมง ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
 (n=5) ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็และตวัอกัษรพมิพใ์หญ่ระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั  
(P < 0.05) ระหวา่งสารระบบเดียวกนัและระหวา่งสารชนิดเดียวกนัตามลาํดบั    
รูปที ่8.5 เทอร์โมแกรม TGA ของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคติน-ไคโตซาน      106 
ในระบบท่ีมีและไม่มีเกลือโซเดียมคลอไรด:์  ชุดควบคุม    : CTWK เขม้ขน้ 0.05%  
  : CSWK เขม้ขน้ 0.05%   : OligoCS เขม้ขน้ 0.05%   : CTWK เขม้ขน้ 0.05%  
ท่ีมีการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5%   : CSWK เขม้ขน้ 0.05% ท่ีมีการเติมเกลือ 
โซเดียม 
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รูปที ่8.6 ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM-EDX) แสดงการกระจายตวั  107 
ของคอปเปอร์ในตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารละลายคอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) ของ 
 (a) ชุดควบคุม (b) CSWK-CuSO4 และ (c) CSWK-CuSO4 ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์ 
รูปที ่8.7   (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน 109 
 (cooking loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ชุดควบ 
คุม  ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารละลายผสมของสารละลายฟอสเฟต (3.5% w/v) และเกลือ 
 (2.5% w/v)  และตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคโตซานวสิเกอร์ท่ีความเขม้ขน้ 
ต่างๆในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v)   ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  
 ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3)  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยั 
สาํคญั (P < 0.05)  
รูปที ่8.8 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ชุดควบคุม ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารละลายผสม  111 
ของสารละลายฟอสเฟต (3.5% w/v) และเกลือ (2.5% w/v) และตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ 
ในสารแขวนลอยไคโตซานวสิเกอร์ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์
 (2.5% w/v)   ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5) ตวัอกัษรท่ี 
แตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
รูปที ่8.9  (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน 112 
(cooking loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ 
ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคโตซานวสิเกอร์ (0.25% w/v) ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียม 
คลอไรด ์(2.5% w/v) และเกลือโซเดียมไบคาร์บอเนตท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และมีการผนั 
แปรพีเอชของระบบ: :pH 6   :pH 7 และ :pH 8   ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย 
  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3)  ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็และตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนั 
ระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่งสารระบบเดียวกนัและระหวา่งสาร 
ชนิดเดียวกนัตามลาํดบั  
รูปที ่8.10  ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์  114 
(0.25% w/v) ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และเกลือโซเดียมไบคาร์บอเนต 
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และมีการผนัแปรพีเอชของระบบ: :pH 6   :pH 7 และ  :pH 8   
 ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5)  ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็และ 
ตวัอกัษรพมิพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่ง 
สารระบบเดียวกนัและระหวา่งสารชนิดเดียวกนัตามลาํดบั 

รูปที ่8.11 (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน  115 
(cooking loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ท่ี 
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ผา่นการแช่สารชนิดต่างๆ   ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3)   
ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
รูปที ่8.12 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารชนิดต่างๆ   ผลการทดลองรายงาน 117 
เป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5) ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่ง 
มีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
รูปที ่8.13 เจลอิเลก็โตรโฟรีซิสของโปรตีนในสารแช่ตวัอยา่งกุง้ชนิดต่างๆ: M: Standard  118 
marker  แถบท่ี1:โซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1%  แถบท่ี2:โซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1% 
 ท่ีมีการปรับพีเอช = 8  แถบท่ี3:เกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และสารละลายฟอสเฟตผสม 
 (3.5% w/v) และแถบท่ี4:สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25 % w/v) ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์
(2.5% w/v) โซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1% และมีการปรับพีเอช = 8 
รูปที ่8.14 ภาพถ่ายกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของตวัอยา่งกลา้มเน้ือกุง้ใน 120 
ทิศทางตามยาวของกุง้ท่ีผา่นการใหค้วามร้อน  โดยตวัอยา่งท่ีนาํมาส่องกลอ้งไดผ้า่นการ 
แช่สารชนิดต่างๆ: (a) ตวัอยา่งท่ีไม่ผา่นการแช่สาร (b) ตวัอยา่งท่ีผา่นการแช่เกลือโซเดียม 
คลอไรด ์(2.5% w/v) และสารละลายฟอสเฟตผสม (3.5% w/v) และ (c) ตวัอยา่งท่ีผา่นการ 
แช่สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% w/v) และโซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1%  
ท่ีมีการปรับพีเอช = 8 (S = Sarcomere, Z = Z line) 
รูปที ่9.1  Total Viable Bacteria counts (log CFU/g) ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมสารตวัอยา่ง  128 
ไคโตซานชนิดต่างๆท่ีมีความเขม้ขน้ 0.25% (w/w) เม่ือเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 °C: :ตวัอยา่งควบคุม 
  :ไคโตซานนํ้าหนกัโมเลกลุสูง  :ไคโตซานวิสเกอร์ และ :ออลิโกไคโตซาน 

รูปที ่9.2 จุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญในเน้ือหมูบด ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ  129 
37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดชุดควบคุมและชุดท่ีมีการเติมสาร 
ตวัอยา่งไคโตซานชนิดต่างๆ ท่ีความเขม้ขน้ 0.25% (w/w) ภายใตส้ภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจน 
 และเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 °C : (a) ตวัอยา่งควบคุม (b) ไคโตซานนํ้าหนกัโมเลกลุสูง (c) ออลิโก 
ไคโตซาน และ (d) ไคโตซานวิสเกอร์ 

รูปที ่9.3  Total Viable Bacteria Counts (log CFU/g) ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมสาร  130 
ตวัอยา่งไคโตซานท่ีมีการผนัแปรชนิดและความเขม้ขน้ และเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C:  
:ตวัอยา่งควบคุม  ●:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.1%  ▲:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2%  
▼:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.4%  ○: ไคโตซานวิสเกอร์เขม้ขน้ 0.1%  :ไคโตซานวิสเกอร์ 
เขม้ขน้ 0.2% และ :ไคโตซานวิสเกอร์เขม้ขน้ 0.4%  
รูปที ่9.4  Microbial counts (log CFU/g) ชนิดต่างๆ: (a) Lactic acid bacteria (b) total  132 
Staphylococcus counts (c) total Enterobacteriaceae counts และ (d) total XLD counts 
 ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ เม่ือเกบ็รักษาท่ี 
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อุณหภูมิ 4 °C : :ตวัอยา่งควบคุม  ▲:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% และ  

▼:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.4%  
รูปที ่9.5  Microbial counts (log CFU/g) ชนิดต่างๆ: (a) Lactic acid bacteria (b) 134 
 total Staphylococcus counts (c) total Enterobacteriaceae counts และ (d) total XLD 
 counts ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% และ 0.4% (w/w)  
เม่ือเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C : (1) ตวัอยา่งควบคุม  (2):ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2%  
และ (3):ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.4%  
รูปที ่9.6  ศกัยซี์ตา้ของสารตวัอยา่งไคโตซานชนิดต่างๆ: ○:ไคโตซานวสิเกอร์ และ  137 

■:ออลิโกไคโตซาน ในสารตวักลางท่ีมีการผนัแปรค่าพีเอช 
รูปที ่9.7 ลกัษณะทางกายภาพของสารตวัอยา่งไคโตซานชนิดต่างๆ: (a) ไคโตซานนํ้าหนกั              138 
โมเลกลุสูง (b) ไคโตซานวิสเกอร์ และ (c) ออลิโกไคโตซาน 
รูปที ่9.8  พื้นท่ีผวิของสารตวัอยา่งไคโตซานชนิดต่างๆ: (a) ไคโตซานนํ้าหนกัโมเลกลุสูง  138 
(b) ไคโตซานวิสเกอร์ และ (c) ออลิโกไคโตซาน 
รูปที ่9.9  BAI ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมสารตวัอยา่งไคโตซานท่ีมีการผนัแปรชนิด 138 
และความเขม้ขน้ และผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลาต่างๆ: ■:0 วนั  
 □:1 วนั  :2 วนั  : 3 วนั และ :7 วนั 
รูปที ่9.10  TBARS ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานความเขม้ขน้ต่างๆ         141 
และผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C ■: control  ▲: ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% และ 
 ▼: ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.4%  
รูปที ่9.11  SDS-PAGE patterns ของโปรตีนท่ีสกดัจากตวัอยา่งเน้ือหมูบดในระหวา่ง 143 
การเกบ็รักษา (a) ภายใตส้ภาวะท่ีไม่มี β-mercaptoethanol (b) ภายใตส้ภาวะท่ีมี β- 
mercaptoethanol: แถบท่ี 0: protein marker; แถบท่ี 1-3: ตวัอยา่งควบคุม; แถบท่ี 4-6:  
ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% ท่ีผา่นการเกบ็รักษาเป็นเวลา 0  3 และ 7 วนั; แถบ 7-9:  
ออลิโกไคโตซา เขม้ขน้ 0.4 % ท่ีผา่นการเกบ็รักษาเป็นเวลา 0  3 และ 7 วนั; MHC:  
myosin heavy chain 
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สารบัญตาราง 
 หนา้ท่ี 
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และกลุ่มทดลอง เม่ือสารตวัอยา่งท่ีใชท้ดสอบเป็นไคโตซานวิสเกอร์ 

44 

ตารางที ่3.3  นํ้าหนกัตวัในระหวา่งการทดลอง การเพิ่มข้ึนของนํ้าหนกัตวัเฉล่ีย การ
ตรวจสอบช้ินเน้ือเม่ือส้ินสุดการทดลอง และอตัราการตายของหนูทดลองในกลุ่มควบคุม 
และกลุ่มทดลอง เม่ือสารตวัอยา่งท่ีใชท้ดสอบเป็นไคโตซานนาโนสเฟียร์ 
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ตารางที ่3.4  นํ้าหนกัตวัในระหวา่งการทดลอง การเพิ่มข้ึนของนํ้าหนกัตวัเฉล่ีย การ
ตรวจสอบช้ินเน้ือเม่ือส้ินสุดการทดลอง และอตัราการตายของหนูทดลองในกลุ่มควบคุม 
และกลุ่มทดลอง เม่ือสารตวัอยา่งท่ีใชท้ดสอบเป็นออลิโกไคโตซาน 
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ตารางที ่6.2  ค่า L*  a* และ b* ของขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเก
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บทท่ี 1  1 

 
 

 

บทที ่1 
บทนํา 

 
ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมท่ีมีความหลากหลาย และอุดมสมบูรณ์ไปดว้ยทรัพยากร

ทางธรรมชาติ ท่ีเอ้ือต่อการนาํมาแปรรูปเป็นอาหาร  ในบางฤดูกาลทรัพยากรดงักล่าวมีมากเกินความ
ตอ้งการ  จึงจาํเป็นอยา่งยิง่ท่ีตอ้งมีการแปรรูปเพื่อยดือายกุารเก็บรักษา  นอกจากน้ีการปรับปรุงคุณภาพ
อาหารเพ่ือประโยชน์และความปลอดภยัต่อสุขภาพเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีควรคาํนึงถึง  ดงันั้นการใชว้สัดุ
ธรรมชาติท่ีปลอดพิษ อาทิเช่น วสัดุไคติน-ไคโตซาน  เพื่อเป็นสารเติมแต่งคุณค่า และรักษาคุณภาพ
อาหารแทนสารเติมแต่งสงัเคราะห์จึงเป็นแนวทางหน่ึงท่ีควรใหค้วามสาํคญั  ทั้งน้ีวสัดุไคติน-ไคโตซาน  
เป็นสารท่ีมีคุณค่าท่ีไดม้าจากการสกดัเปลือกกุง้ เปลือกปู อนัเป็นวสัดุเหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมอาหาร
ทะเลแช่แขง็และอาหารทะเลแปรรูป ซ่ึงประเทศไทยมีอุตสาหกรรมดงักล่าวมาก เม่ือคาํนึงถึงวตัถุดิบจาก
เปลือกกุง้ ปู หรือแกนปลาหมึกท่ีประเทศไทยมีขอ้ไดเ้ปรียบแลว้ การนาํสารไคติน-ไคโตซาน มาใช้
ประโยชน์ หรือสร้างมูลค่าเพิ่มต่อประเทศ ทั้งระดบัชาติและนานาชาติ จึงเป็นโจทยว์ิจยัท่ีมีความสาํคญั
อยา่งยิง่ในการบูรณาการองคค์วามรู้น้ีใหเ้ป็นประโยชน์ต่อสงัคมอยา่งมากท่ีสุด 
 ในอดีตท่ีผ่านมา ได้มีรายงานการวิจัยเก่ียวกับการนําไคโตซานในรูปของสารละลายมา
ประยกุตใ์ชเ้ป็นสารเติมแต่งและรักษาคุณภาพอาหารในดา้นต่างๆ อาทิเช่น ใชย้บัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นเตา้หู ้
ใชเ้ป็นสารเพิ่มความใสในนํ้ าผลไม้1 เน่ืองจากไคโตซานชาติเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีมากท่ีสุดในโลก 
รองจากเซลลูโลส (Cellulose) ซ่ึงมีสมบติัพื้นฐานท่ีเก่ียวกับการเขา้กนัไดก้ับเซลล์ของส่ิงมีชีวิต 
(Biocompatibility)2 ไม่เป็นพิษหรืออนัตราย (Non toxicity)3 เป็นสารท่ีมีส่วนร่วมในกิจกรรมทางชีวภาพ 
(Bioactivity)4 สามารถย่อยสลายหรือถูกขบัออกจากระบบไดเ้องตามธรรมชาติโดยไม่ก่อให้เกิด
ผลขา้งเคียง (Biodegradability)5  อยา่งไรก็ตามขอ้จาํกดัเก่ียวกบัการละลาย และปัญหาดา้นความหนืดท่ี
สูงของไคโตซานมวลโมเลกุลสูงไดส่้งผลกระทบต่อกระบวนการผลิต นอกจากน้ีในร่างกายมนุษยไ์ม่มี
เอนไซมท่ี์ใชย้อ่ยสลายสายโซ่ไคติน-ไคโตซานโดยตรง จึงทาํใหร่้างกายไม่สามารถยอ่ยสลายไคโตซาน
มวลโมเลกลุสูงและดูดซึมต่อไปได ้
 งานวิจยัน้ีจึงเลง็เห็นความสาํคญัของการปรับปรุงวสัดุไคติน-ไคโตซานใหมี้มวลโมเลกุลลดลง
หรือให้เป็นอนุพนัธ์ในรูปแบบต่างๆ ท่ีสามารถละลายนํ้ าได ้(ออลิโกไคติน/ไคโตซาน) หรือสามารถ
แขวนลอยและกระจายตวัในนํ้ าได ้(นาโนไคติน/ไคโตซานในรูปแบบผงละเอียด และเส้นใยวิสเกอร์) 
ทั้งน้ี เพื่อเป็นการแกปั้ญหาของไคโตซานท่ีกล่าวไวข้า้งตน้  และไดค้าํนึงถึงแนวทางการนาํไคโตซานมา
ใชป้ระโยชน์ในการบริโภคดว้ยวิธีการใชเ้ป็นสารเติมแต่งเพื่อเพิ่มคุณค่า และรักษาคุณภาพอาหาร หรือ
สารถนอมอาหาร เน่ืองจากไคโตซานจดัเป็นพอลิแซคคาไรดจ์าํพวกมีหมู่อะมิโน ซ่ึงมีสมบติัพื้นฐานใน
เชิงการแพทยด์า้นการยอ่ยสลายในร่างกายให้เป็นนํ้ าตาลโมเลกุลตํ่าจาํพวกอะมิโนแซคคาไรดท่ี์จาํเป็น
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บทที ่2 
การตรียมและการวเิคราะห์ตรวจสอบอนุพนัธ์ไคตนิ-ไคโตซาน 

Preparation and characterization of chitin-chitosan derivatives 
 

2.1 บทนํา 
ไคติน-ไคโตซานเป็นพอลิซคัคาไรดส์ายโซ่ตรงท่ีประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของกลูโคซามีน (D-

glucosamine) และเอน็-อะเซทิลกลูโคซามีน (N-acetyl-D-glucosamine) ซ่ึงเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ 1,4-
กลูโคสิดิก (1,4-glucosidic bond)   โดยทัว่ไปไคตินและไคโตซานอยูใ่นรูปโคพอลิเมอร์ของหน่วยยอ่ย
สองชนิดดงักล่าว   โคพอลิเมอร์จะถูกเรียกว่าไคติน เม่ือจาํนวนหน่วยยอ่ยเอ็น-อะเซทิลกลูโคซามีนใน
โครงสร้างมากกว่าหรือเท่ากบั 70 เปอร์เซ็นต ์และเรียกว่าไคโตซาน เม่ือจาํนวนหน่วยยอ่ยกลูโคซามีน
มากกว่าหรือเท่ากบั 70 เปอร์เซ็นต ์หรืออาจกล่าวอีกนัยหน่ึงระดบัการกาํจดัหมู่อะเซทิล (degree of 
deacetylation, DD) ของโมเลกลุไคโตซานมากกวา่หรือเท่ากบั 70 เปอร์เซ็นต์1 

ไคตินเป็นพอลิเมอร์ท่ีไม่สามารถละลายในตวัทาํละลายทัว่ไปได ้ในขณะท่ีไคโตซานสามารถ
ละลายไดใ้นตวัทาํละลายกรดอินทรียเ์จือจาง เช่น กรดฟอร์มิก และกรดอะซิติก เป็นตน้ ซ่ึงเป็นผลมา
จากการรับโปรตอนหรือการถูกโปรโตเนทของหมู่อะมิโน (-NH2) เกิดเป็นเกลือแอมโมเนียม (-NH3

+) 
ซ่ึงไปขดัขวางการเกิดพนัธะไฮโดรเจนท่ีแข็งแรงระหว่างสายโซ่พอลิเมอร์ เม่ือความแรงของพนัธะ
ดงักล่าวลดลง การละลายของไคโตซานจึงดีข้ึน   ถึงแมว้่าไคโตซานสามารถละลายไดใ้นกรดอินทรีย ์
แต่การประยุกต์หรือการใชป้ระโยชน์ของสารละลายไคโตซานในกรดอินทรียส์ําหรับอุตสาหกรรม
อาหาร ยา และคอสเมติกส์นั้ นยงัมีข้อจํากัด ทั้ งในเร่ืองของกล่ิน รสชาติ และอาการแพ  ้เป็นต้น 
นอกจากน้ีสารละลายไคโตซานในตวัทาํละลายกรดอินทรียเ์จือจางยงัมีความหนืดสูงอีกดว้ย จึงส่งผลต่อ
การใช้งาน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีท่ีต้องการใช้สารละลายไคโตซานท่ีมีความเข้มข้นสูงใน
กระบวนการผลิต   ไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกุลสูง ซ่ึงไม่สามารถยอ่ยสลายได้
ภายในร่างกาย เน่ืองจากในร่างกายมนุษยไ์ม่มีเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยสายโซ่ไคติน-ไคโตซานไดโ้ดยตรง 
จึงทาํใหร่้างกายไม่สามารถดูดซึมสารดงักล่าวได ้   
 งานวิจยัน้ีจึงเล็งเห็นความสําคญัของการลดมวลโมเลกุลของไคติน-ไคโตซานหรือการเตรียม
อนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในรูปแบบต่างๆ ใหเ้ป็นสารท่ีสามารถละลายนํ้ าได ้หรือแขวนลอยกระจายตวั
อยู่ในนํ้ าได ้ทั้งน้ีเพื่อแกปั้ญหาของไคติน-ไคโตซานท่ีไดก้ล่าวไวข้า้งตน้  โดยเน้ืองานในบทน้ีจะ
กล่าวถึงการเตรียมอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน และการพิสูจน์เอกลกัษณ์ ตลอดจนการตรวจสอบสมบติั
ทางเคมีและทางกายภาพของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีเตรียมได ้  อนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีเตรียมได้
จากโครงการวิจยัน้ีมีจาํนวน 4 ชนิด คือ ออลิโกไคโตซาน ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และไคโต
ซานนาโนสเฟียร์ ซ่ึงมีลกัษณะและสมบติัแตกต่างกนั 
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2.2 วธีิการทดลอง 
2.2.1 การเตรียมอนุพนัธ์ไคตนิ-ไคโตซาน 
2.2.1.1 ไคโตซานนาโนสเฟียร์ (chitosan nanospheres)2 
 การเตรียมไคโตซานนาโนสเฟียร์ ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน (แผนภาพท่ี 2.1) ดงัต่อไปน้ี (i) การ
เตรียมพทาโลอิลไคโตซาน (Phcts) (ii) การเตรียมพอลิเอทิลีนไกลคอลเมทิลอีเทอร์ท่ีมีหมู่คาร์บอกซิล
ตรงปลายสายโซ่ (mPEG-COOH) และ (iii) การกราฟท ์(grafting) mPEG-COOH บนโมเลกุล Phcts-g-
mPEG  
 

 
 

แผนภาพที ่2.1  การเตรียม Phcts, mPEG-COOH และ Phcts-g-mPEG 
 
พทาโลอิลไคโตซาน (Phcts) เตรียมโดยการกวนไคโตซาน (1 กรัม) ในตวัทาํละลายไดเมทิล

ฟอร์มาไมด ์(20 มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะสุญญากาศ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนั้นเติมพทาลิกแอนไฮไดรด์ (4.48 กรัม หรือ 5 โมลสมมูลยข์องวงไพราโนส) ลงไป แลว้กวนต่อ 
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ลดอุณหภูมิเป็น 60 องศาเซลเซียส และกวนสารผสมภายใตส้ภาวะไนโตรเจน เป็น
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เวลา 18 ชั่วโมง ตกตะกอนสารผสมด้วยนํ้ า จากนั้ นล้างตะกอนด้วยนํ้ า เมทานอล และทาํแห้งท่ี
อุณหภูมิหอ้ง ภายใตส้ภาวะสุญญากาศ ผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ลกัษณะเป็นผงสีเหลืองอ่อน  

Phcts: EA (C14H13O6N)0.8 (C6H11O4N)0.1 (C8H13O5N)0.1, Anal. Calcd. (%) C, 56.17; H, 4.75; 
and N, 5.20, Found (%) C, 56.18; H, 4.45; and N, 4.35: FT IR (KBr, cm-1) 3472 (OH), 1776 and 1714 
(C=O anhydride), and 721 (aromatic ring): 13C CP/MAS NMR (, ppm) 23.3 (CH3), 57.0 (C-2), 64.7 
(C-6), 73.2 (C-3, C-5), 80.5 (C-4), 100.4 (C-1), 131.1 (C6H5), and 169.1 (C=O in acetamide and 
anhydride): 1H NMR (DMSO-d6, 25C) (, ppm) 1.7 (CH3 in acetamide), 3.4-5.0 (pyranose ring), 
and 7.6-7.7 (C6H5) 

พอลิเอทิลีนไกลคอลเมทิลอีเทอร์ท่ีมีหมู่คาร์บอกซิลตรงปลายสายโซ่ (mPEG-COOH) เตรียม
โดยการละลายพอลิเอทิลีนไกลคอลเมทิลอีเทอร์ (3 กรัม หรือ 610-4 โมล) ในตวัทาํละลายไดเมทิล
ฟอร์มาไมด ์(2 มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมซคัซินิคแอนไฮไดรด ์(0.06 กรัม หรือ 
1 โมลสมมูลยข์องพอลิเอทิลีนไกลคอลเมทิลอีเทอร์) และไพริดีน (2-3 หยด) แลว้กวนสารผสมท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ตกตะกอนสารผสมดว้ยไดเอทิลอีเทอร์ แลว้นาํไปทาํ
แหง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ภายใตส้ภาวะสุญญากาศ ผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ลกัษณะเป็นผงสีขาว 

mPEG-COOH: FT IR (KBr, cm-1) 3472 (OH), 2875 (C-H stretching), 1736 (C=O), and 1105 
(C-O-C): 1H NMR (D2O, 25C) (, ppm) 2.4 (CH2 in succinic anhydride), 3.2 (O-CH3), and 3.5 (CH2 
in PEG) 

การเตรียม Phcts ท่ีถูกกราฟดว้ย mPEG-COOH (Phcts-g-mPEG) ทาํไดโ้ดยการละลาย Phcts (1 
กรัม หรือ 3.7110-3 โมล) ในตวัทาํละลายไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (20 มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้น
เติม mPEG-COOH (7.58 กรัม หรือ 0.40 โมลสมมูลยข์อง Phcts) HOBt (0.68 กรัม หรือ 3 โมลสมมูลย์
ของ mPEG-COOH) และ WSCI (0.85 กรัม หรือ 3 โมลสมมูลยข์อง mPEG-COOH) ลงไปตามลาํดบั 
กวนสารผสมท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปไดอะไลส์ในนํ้ าเพื่อกาํจดัสารท่ีไม่ทาํ
ปฏิกิริยา และเพ่ือให้อนุภาคนาโนไคโตซานก่อตวั เก็บอนุภาคท่ีได้ และลา้งด้วยนํ้ าและเมทานอล 
จากนั้นนาํไปทาํแหง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ภายใตส้ภาวะสุญญากาศ ผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ลกัษณะเป็นผงสีขาว 

Phcts-g-mPEG: A (C14H13O6N)0.509(C245H471O122N)0.291(C6H11O4N)0.027(C468H927O236N)0.073 
(C8H13O5N)0.064(C239H471O12N)0.036, Anal. Calcd. (%) C, 55.47; H, 6.51; and N, 3.05, Found (%) C, 
56.22; H, 4.82; and N, 6.82: FT IR (KBr, cm-1) 3464 (OH), 2882 (C-H stretching), 1776 and 1714 
(C=O anhydride), 1714 (C=O ester), and 721 (aromatic ring): 13C CP/MAS NMR (, ppm) 23.5 (CH3 
in acetamide and mPEG), 57.2 (C-2), 64.8 (C-6), 72.7 (C-3, C-5), 80.3 (C-4), 100.0 (C-1), 132.2 
(C6H5), and 171.5 (C=O in acetamide, anhydride, and ester): 1H NMR (DMSO-d6, 25C) (, ppm) 
2.4 (CH2 in succinic anhydride), 3.2 (O-CH3), 3.5 (CH2 in PEG), 2.8-4.7 (pyranose ring), and 7.6-7.8 
(C6H5) 
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2.2.1.2 ไคตินวสิเกอร์ (chitin whisker) 3 
การเตรียมไคตินวิสเกอร์ทาํไดโ้ดยการกวนไคติน (3 กรัม) ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก

เขม้ขน้ 3 N (300 มิลลิลิตร) (แผนภาพท่ี 2.2) ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้น
แยกส่วนท่ีเป็นของแขง็ออกจากสารละลายโดยการป่ันเหวี่ยง นาํของแขง็ท่ีไดไ้ปกวนในสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 3 N (300 มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง และท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 ชัว่โมง ตามลาํดบั จนกระทัง่ไดส้ารแขวนลอยท่ีมีลกัษณะคลุง้ขาว จากนั้นแยก
ส่วนท่ีเป็นของแข็งออก  และล้างด้วยนํ้ ากลั่นบริสุทธ์ิ  นําผลิตภัณฑ์ท่ีได้ไปทําให้บริสุทธ์ิโดย
กระบวนการไดอะไลซิส 

FT IR (KBr, cm-1) 3200-3500 (OH), 1658 และ 1624 (amide I), 1559 (amide II) 
 

 
 

แผนภาพที ่2.2 การเตรียมไคตินวิสเกอร์ 
 
2.2.1.3 ไคโตซานวสิเกอร์ (chitosan whisker)4 
 ไคโตซานวิสเกอร์เตรียมได้จากการนําไคตินวิสเกอร์มาผ่านกระบวนการดีอะเซทิเลชั่น 
(deacetylation) (แผนภาพท่ี 2.3) โดยการแช่ไคตินวิสเกอร์ในสารละลายเบสเขม้ขน้ (สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 50%) โดยมีการกวนตลอดเวลาท่ีอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 
ชัง่โมง และท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นแยกส่วนท่ีเป็นของแขง็ออกจากสารละลายเบส
โดยการเซ็นตริฟิวส์ ทาํซํ้าโดยวิธีการเดียวกนักบัขา้งตน้อีก 2 คร้ัง แลว้นาํของแขง็ท่ีไดไ้ปทาํบริสุทธ์ิโดย
กระบวนการไดอะไลซิส 

FT IR (KBr, cm-1) 3200-3500 (OH), 1660 (amide I), 1590 (amide II). 1H NMR (2% 
CD3COOD/D2O, 25C) (, ppm) 2.3 (-CH3), 3.4 (H2 ของ pyranose ring), 4.0-4.4 (H3-H6 ของ 
pyranose ring), 5.1 ppm (H1ของ pyranose ring) 

ไคตนิ  
(มอร์ฟอร์ลอจีแบบวสิเกอร์) 

ไคตนิ
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แผนภาพที ่2.3 การเตรียมไคโตซานวิสเกอร์ 
 
2.2.1.4 ออลโิกไคโตซาน (oligochitosan) 

ออลิโกไคโตซานเตรียมโดยการยอ่ยไคโตซานดว้ยเอนไซม ์ (enzymatic hydrolysis) ไคโตซาเน
สซ่ึงไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ Bacillus. sp.PP8   เตรียมสารละลายไคโตซานเขม้ขน้ 1% ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในตวัทาํละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 0.15 โมลาร์ กวนท้ิงไวข้า้มคืนเพื่อใหไ้ดส้ารละลายใสเน้ือ
เดียวกนั จากนั้นเติมโซเดียมอะซิเตทลงไปใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.15 โมลาร์ เขยา่ท้ิงไวข้า้มคืน 
จะไดส้ารละลายไคโตซานในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.15 โมลาร์  แลว้ใส่เอนไซมไ์คโต
ซาเนส 1.625 unit และเขยา่ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3  6 และ 
15 ชัว่โมง เม่ือครบกาํหนดเวลาทาํการตกตะกอนไคโตซานโดยนาํมาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดเ์ขม้ขน้ 10 โมลาร์ (โดยปริมาตรท่ีเติมตอ้งใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดมี์ค่า 1 โมลาร์   ทั้งน้ีเพื่อเป็นการตกตะกอนโปรตีนอ่ืนๆท่ียงัเจือปนอยูใ่นสารละลาย)   จากนั้นป่ัน
เกบ็ตะกอนและลา้งสลบักนัจนกวา่จะหมดฤทธ์ิด่าง นาํตะกอนท่ีไดบ้รรจุลงหลอดพลาสติกท่ีปิดดว้ย
พาราฟิลม์ซ่ึงมีการเจาะรูดา้นบน แลว้นาํไปแช่ท่ีอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส  จนตะกอนแขง็ จากนั้น
นาํไปทาํแหง้โดยวิธีการไลโอฟิไลซ์   
 
2.2.2 การวเิคราะห์และศึกษาสมบัติทางเคมีและกายภาพของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 
2.2.2.1 โครงสร้างและองคป์ระกอบทางเคมีของสารไคติน-ไคโตซานท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 2.2.1 ตรวจสอบ
โดยเทคนิค FTIR (VECTOR 3.0 BRUKER spectrometer) 13C NMR (BRUKER DPX-300) 1H NMR 
(JEOL GSX 400) และ EA (YANAKO CHN CORDER MT-3, MT-5 Analyzer)    
2.2.2.2 โครงสร้างทางกายภาพ เช่น รูปร่าง ขนาด และ ลกัษณะพ้ืนผิว ตรวจสอบโดยเทคนิค SEM 
(JEOL JSM-5200) และ TEM (Hitachi H700)    
2.2.2.3 ความเสถียรทางความร้อน เช่น อุณหภูมิสลายตวั (decomposition temperature, Td) ตรวจสอบ
โดยเทคนิค TGA (Dupont thermogravimetric analyzer) และอุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature, 
Tm) ตรวจสอบโดยเทคนิค DSC 
2.2.2.4 โครงสร้างผลึกและลกัษณะการจดัเรียงตวัของโมเลกุล ตรวจสอบโดยเทคนิค XRD (Rigaku, 
Japan) 

ไคตนิ  
(มอร์ฟอร์ลอจีแบบวสิเกอร์) 

ไคโตซาน  
(มอร์ฟอร์ลอจีแบบร่างแห) 
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2.2.2.5 นํ้าหนกัโมเลกลุตรวจสอบโดยเทคนิค GPC 
 
2.2.3 การตรวจสอบองค์ประกอบของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 
2.2.3.1 การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน 

ชัง่ตวัอยา่งปริมาณ 2 กรัม (ทศนิยม 4 ตาํแหน่ง) ในถว้ยอะลูมิเนียมท่ีมีฝาปิดซ่ึงผา่นการอบท่ี
อุณหภูมิ 102 ± 3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และทาํใหเ้ยน็ในเดซิกเคเตอร์ ก่อนนาํไปชัง่เพื่อให้
ทราบนํ้ าหนกัถว้ยท่ีแน่นอน   จากนั้นอบตวัอยา่งในถว้ยอะลูมิเนียมใหแ้หง้ในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ102 
± 3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ปิดฝาแลว้นาํภาชนะออกจากตูอ้บไฟฟ้า ท้ิงใหเ้ยน็ในเดซิกเคเตอร์
จนถึงอุณหภูมิห้อง ชัง่นํ้ าหนกั นาํไปอบซํ้ าอีก คร้ังละ 30 นาที จนไดน้ํ้ าหนกัคงท่ี กล่าวคือผลต่างของ
นํ้าหนกัท่ีชัง่ได ้2 คร้ังติดต่อกนั ควรต่างกนันอ้ยกวา่ 1 มิลลิกรัม  
การคาํนวนปริมาณความชืน้ในตัวอย่าง 

 ปริมาณความช้ืนร้อยละของตวัอยา่ง = 100w/W 
 เม่ือ w  คือ นํ้าหนกัของตวัอยา่งท่ีหายไป (กรัม) 
  W  คือ นํ้าหนกัของตวัอยา่งท่ีใช ้(กรัม) 

 
2.2.3.2 การวเิคราะห์ปริมาณเถ้า 

 เผาครูซิเบิล (crucible) ในเตาเผา (Carbolite ELF/11/14/201, England) ท้ิงใหเ้ยน็ในเดซิกเค
เตอร์ และชัง่นํ้ าหนกัครูซิเบิลท่ีแน่นอนไว ้หลงัจากนั้นชัง่นํ้ าหนกัตวัอยา่งประมาณ 4 - 5 กรัม ใส่ลงใน
ครูซิเบิล แลว้นาํไปเผาในเตา ท่ีอุณหภูมิ 550 - 600 องศาเซลเซียส จนกว่าจะไดเ้ถา้เป็นสีขาวหรือสีเทา 
นาํครูซิเบิลออกจากเตาเผา ท้ิงใหเ้ยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้งในเดซิกเคเตอร์ แลว้นาํไปชัง่นํ้ าหนกัท่ีแน่นอน 
โดยทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํ้า 
การคาํนวณปริมาณเถ้าในตัวอย่าง 
 ร้อยละปริมาณเถา้ = [(w2-w0) / w1] × 100 
 เม่ือ  w0 คือ นํ้าหนกัครูซิเบิล (กรัม) 

w1 คือ นํ้าหนกัหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
w2 คือ นํ้าหนกัหนกัของครูซิเบิล และตวัอยา่งหลงัจากเผา (กรัม) 

 
2.2.3.3 การวเิคราะห์ปริมาณไขมัน 

ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 3 กรัม (ทศนิยม 4 ตาํแหน่ง)  ใส่ลงในกระดาษกรอง Whatman No.1   
จากนั้นนาํกระดาษกรองท่ีมีสารตวัอยา่งใส่ใน thimble ก่อนนาํไปเขา้เคร่ือง SOXTEC (Model HT 220, 
Sweeden)   นาํถว้ยสาํหรับสกดั (extraction cup) ซ่ึงผา่นการอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
30 – 60 นาที และทาํใหเ้ยน็ในเดซิกเคเตอร์ก่อนท่ีจะชัง่นํ้ าหนกั มาเติมสารปิโตรเลียมอีเทอร์ท่ีใชเ้ป็นตวั



บทท่ี 2 

 

15 

ทาํละลายในการสกดัประมาณ 50-75 มิลลิลิตร   จากนั้นนาํไปต่อเขา้กบัเคร่ือง Soxleht ทาํการสกดัเป็น
เวลา 15 –20 นาที ลา้ง (rinsing) เป็นเวลา 45-60 นาที และระเหยตวัทาํละลายเป็นเวลา 15-30 นาที นาํ
ถว้ยสาํหรับสกดัไปอบท่ีอุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในเดซิกเคเตอร์ 
แลว้ชัง่นํ้ าหนกั 
การคาํนวณปริมาณไขมนัในตัวอย่าง 

 ร้อยละของปริมาณไขมนั = (W3-W2) x 100  / W1 
เม่ือ W1 คือ นํ้าหนกัของตวัอยา่ง (กรัม) 
  W2  คือ นํ้าหนกัถว้ยสาํหรับสกดั (กรัม) 

W3  คือ นํ้าหนกัของตวัอยา่งหลงัการสกดัพร้อมถว้ยสาํหรับสกดั (กรัม) 
 
2.2.3.4 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 

ปริมาณโปรตีนวิเคราะห์โดยวิธีเคดาห์ล (Kjeldalh method) ชัง่นํ้ าหนกัตวัอยา่ง 1 กรัม (ทศนิยม 
4 ตาํแหน่ง) ในกระดาษกรอง Whatman No.1 จากนั้นนาํกระดาษกรองพร้อมตวัอยา่งใส่ในหลอดยอ่ย 
เติมคอปเปอร์ซลัเฟตปริมาณ 0.8 กรัม โปแทสเซียมซลัเฟตปริมาณ 7 กรัม glass bead จาํนวน 2-3 เมด็ 
และกรดซลัฟูริกปริมาตร 12 มิลลิลิตร ทาํการยอ่ยโดยเคร่ืองยอ่ย (2006 Digester, Itector, Sweeden) ท่ี
อุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 – 60 นาที รอใหไ้อกรดหมด ท้ิงใหเ้ยน็ นาํไปเติมนํ้ ากลัน่ 75 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปกลัน่ ของเหลวท่ีได้จากการกลัน่จะตกลงไปในขวดรูปชมพู่ซ่ึงมีกรดบอริค
เขม้ขน้ 4 % ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และสารอินดิเคเตอร์ผสม 2-3 หยด กลัน่จนไดป้ริมาตรประมาณ 125 
มิลลิลิตร จากนั้นนาํของเหลวท่ีไดใ้นขวดรูปชมพู่ไปไทเทรตกบัสารละลายกรดไฮโดรคลอลิกเขม้ขน้ 
0.1 นอร์มลั บนัทึกปริมาตรของกรดท่ีใชแ้ละนาํไปคาํนวณ  
การคาํนวณปริมาณโปรตีนในตัวอย่าง 

ร้อยละของไนโตรเจน = (T-B) x 14.007 x 100 x N / weight of sample (mg) 
 ร้อยละของปริมาณโปรตีน = % Nitrogen x 5.95  
เม่ือ T  คือ ปริมาตรของกรดท่ีใชใ้นการไทเทรตตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

  B คือ ปริมาตรของกรดท่ีใชใ้นการไทเทรตแบลงค ์(มิลลิลิตร) 
  N คือ ความเขม้ขน้ของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (นอร์มลั) 
 

2.2.3.5 การวเิคราะห์ปริมาณเส้นใย 
 อบถว้ยครูซิเบิล (crucible, ROBU GLASSFILTER GERÄTE, 30 ml) ในตูอ้บลมร้อนท่ี

อุณหภูมิ 102 – 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และท้ิงใหเ้ยน็ในเดซิกเคเตอร์ จากนั้นชัง่นํ้ าหนกั
ท่ีแน่นอนของตวัอยา่ง (ประมาณ 0.5 – 1 กรัม) ใส่ในถว้ยครูซิเบิล   นาํตวัอยา่งไปสกดัไขมนัออกดว้ย
เคร่ือง Fibertec (system M 1021 Cold extractor, Sweden) โดยใชปิ้โตรเลียมอีเธอร์เป็นตวัทาํละลาย   นาํ
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ถว้ยครูซิเบิลพร้อมตวัอยา่งท่ีผา่นการสกดัไขมนัไปใส่ในเคร่ือง Fibertec (system M 1020 Hot extractor, 
Sweden)   เติมสารละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.255 นอร์มลั ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ซ่ึงผา่นการตม้
เดือดบน hot plate (system M 1022 hot plate, Sweden) ตม้จนสารผสมเดือดนาน 5-10 นาที จากนั้น
ปล่อยสารละลายกรดซลัฟิวริกท้ิง ลา้งตวัอยา่งท่ีเหลือดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีผา่นการตม้เดือด จาํนวน 3 คร้ัง แลว้
เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 0.313 นอร์มลั ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ซ่ึงผา่นการตม้เดือด 
ตม้จนสารผสมเดือดนาน 5-10 นาที จากนั้นปล่อยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท้ิง ลา้งตวัอย่างท่ี
เหลือดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีผ่านการตม้เดือด จาํนวน 3 คร้ัง และตามดว้ยแอลกอฮอลเ์ขม้ขน้ 95 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนาํถว้ยครูซิเบิลพร้อมตวัอยา่งไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 102 – 105 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และท้ิงใหเ้ยน็ในเดซิกเคเตอร์ ชัง่นํ้ าหนกัท่ีแน่นอน แลว้นาํไปเผาใน
เตาเผา Carbolyte furnace (Carbolite ELF/11/14/201, England) ท้ิงให้เยน็ในเดซิกเคเตอร์จนถึง
อุณหภูมิหอ้งแลว้นาํไปชัง่นํ้ าหนกัท่ีแน่นอน การทดลองทาํตวัอยา่งละ 3 ซํ้า 
การคาํนวณปริมาณเส้นใยในตัวอย่าง 
 ร้อยละปริมาณเสน้ใย = [(w2-w1)/ w0] × 100 

เม่ือ w0 คือ นํ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
w1 คือ นํ้าหนกัของถว้ยครูซิเบิลและตวัอยา่งหลงัจากอบแหง้ (กรัม) 
w2 คือ นํ้าหนกัของถว้ยครูซิเบิลและตวัอยา่งหลงัจากเผา (กรัม) 

 

2.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
2.3.1 การเตรียม การวเิคราะห์ และการศึกษาสมบัติทางเคมีและกายภาพของวสัดุนาโนไคติน-ไคโตซาน 
2.3.1.1 ไคโตซานนาโนสเฟียร์ (chitosan nanospheres) 

การเตรียมอนุภาคนาโนไคโตซานประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน ดงัต่อไปน้ี (i) การเตรียมพทาโลอิล
ไคโตซาน (phcts) (ii) การเตรียมพอลิเอทิลีนไกลคอลเมทิลอีเทอร์ท่ีมีหมู่คาร์บอกซิลตรงปลายสายโซ่ 
(mPEG-COOH) และ (iii) การเตรียมอนุภาคนาโนพาร์ติเคิล (Phcts-g-mPEG) โดยการทาํปฏิกิริยา
ระหวา่งสารท่ีเตรียมไดจ้ากขั้นตอนท่ี (i) และ (ii) การตรวจสอบผลิตภณัฑท่ี์เตรียมไดจ้ากแต่ละขั้นตอน
โดยเทคนิค FTIR  NMR และ EA แสดงวา่การสงัเคราะห์ประสบความสาํเร็จ 
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รูปที ่2.1  สเปกตรา FTIR ของ (a) mPEG (b) mPEG-COOH (c) chitosan (d) Phcts และ (e) Phcts-g-
mPEG 
 

รูปท่ี 2.1d และ 2.2d แสดงว่า Phcts แสดงพีกใหม่ท่ีตาํแหน่ง 1776 และ 1714 cm-1 ซ่ึงเป็นพีก
ของคาร์บอนิลแอนไฮไดรด์ และ 721 cm-1 ของวงอโรมาติก   นอกจากน้ียงัพบพีกของโปรตอนอโร
มาติก (C6H5) ท่ีตาํแหน่ง 7.21-7.59 ppm ซ่ึงสามารถยนืยนัไดว้่าหมู่พทาโลอิลถูกกราฟไปบนโมเลกุลไค
โตซาน และระดบัของการกราฟหมู่พทาโลอิลบนโมเลกุลไคโตซาน (degree of phthaloylation) เป็น 
0.89 (ตรวจสอบจากเทคนิค EA) 

สาํหรับการเพิ่มความวอ่งไวของ mPEG สามารถทาํไดโ้ดยการเปล่ียนหมู่ฟังกช์ัน่ท่ีปลายสายโซ่
จากหมู่ไฮดรอกซิลเป็นหมู่คาร์บอกซิล ซ่ึงผลการทดลองยืนยนัว่าการเตรียม mPEG-COOH เป็น
ผลสาํเร็จ ดงัจะเห็นไดจ้ากพีกคาร์บอนิลท่ีตาํแหน่ง 1736 cm-1 (รูปท่ี 2.1b) และ พีกโปรตอนเมทิลีน 
(CH2) ของซคัซินิกแอนไฮไดรดท่ี์ตาํแหน่ง 2.48 ppm (รูปท่ี 2.2b)    
 การเตรียมอนุภาคนาโนไคโตซานอาศยัหลกัการการรวมกลุ่มกนัเอง (self-assembly) ของ
โมเลกุลไคโตซานท่ีมีการควบคุมความเป็นไฮโดรโฟบิกและไฮโดรฟิลิก   ในการทดลองน้ีไดอ้อกแบบ
โมเลกุลโดยการกราฟหมู่พทาโลอิลซ่ึงเป็นหมู่ไม่มีขั้ว และ mPEG ซ่ึงเป็นหมู่มีขั้ว ไปบนโมเลกุลไคโต
ซาน จากการทดลองพบว่าปฏิกิริยาของ Phcts และ mPEG-COOH เป็นผลสาํเร็จ ซ่ึงยืนยนัไดจ้ากการ
ปรากฏพีกเฉพาะของหมู่พทาโลอิล และ mPEG บน FTIR spectrum (รูปท่ี 2.1e) และ NMR pattern (รูป
ท่ี 2.2e) ของ Phcts-g-mPEG และ ผลจาก EA ยนืยนัว่าเปอร์เซ็นตก์ารกราฟ mPEG บนโมเลกุล Phcts 
เป็น 7.83 (คาํนวณจากอตัราส่วน C/N)  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) 
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รูปที ่2.2  สเปกตรา 1H NMR ของ (a) mPEG (b) mPEG-COOH (c) chitosan (d) Phcts และ (e) Phcts-g-
mPEG 

 

9     8      7     6      5     4      3     2      1 

 / ppm 
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(c) 

(b) 

(a) 
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 เม่ือพิจารณาสมบติัการละลายของไคโตซาน พบว่าสามารถละลายไดใ้นสารละลายกรดอินทรีย์
เจือจางเท่านั้น เช่น กรดฟอร์มิก และ กรดอะซิติก นอกจากน้ียงัพบว่าไคโตซานไม่สามารถกระจายตวั
ในนํ้ าเม่ือ pH เป็นกลาง (รูปท่ี 2.3a) ส่งผลใหก้ารใชป้ระโยชน์ของไคโตซานค่อนขา้งจาํกดั โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่ในอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใชโ้ตซานเป็นสารควบคุมการปลดปล่อย หรือ สารนาํส่งสาร
วอ่งไว (carrier) เช่น อุตสาหกรรมยา คอสเมติกส์ อาหาร และ เกษตร เป็นตน้ 

การปรับโครงสร้างทางเคมีหรือการควบคุมความเป็นขั้วและไม่เป็นขั้วของไคโตซานเป็น
วิธีการหน่ึงท่ีจะทาํใหไ้ดอ้นุพนัธ์ไคโตซานซ่ึงสามารถกระจายตวัไดดี้ในสารตวักลางท่ีใชท้ัว่ไป เช่น นํ้า 
และ สารละลายบฟัเฟอร์   ถึงแมว้า่ Phcts-g-mPEG ไม่สามารถละลายไดใ้นนํ้า แต่สามารถกระจายตวัให้
สารละลายคอลลอยดท่ี์มีความเสถียรระดบัหน่ึง ซ่ึงมีลกัษณะขุ่นขาว (รูปท่ี 2.3b) จุดท่ีน่าสนใจอีกอยา่ง
หน่ึงของ Phcts-g-mPEG คือการอยู่ในรูปของอนุภาคคอลลอยด์ในสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 1% 
(รูปท่ี 2.3c) ซ่ึงแตกต่างจากไคโตซานตั้งตน้โดยส้ินเชิง ส่งผลใหอ้นุภาค Phcts-g-mPEG สามารถนาํส่ง
สารว่องไวไปยงัอวยัวะเป้าหมายในร่างกายได ้เช่น ลาํไส้ ทั้งน้ีเน่ืองจากอนุภาค Phcts-g-mPEG ไม่
ละลายในสภาวะของกระเพาะอาหาร 
 

 
 

รูปที ่ 2.3  ลกัษณะทางกายภาพของ (a) ไคโตซานในนํ้า (b) Phcts-g-mPEG ในนํ้า และ (c) Phcts-g-
mPEG ในสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 1% 
 
 โดยทัว่ไปไคโตซานมีลกัษณะเป็นเกร็ด (รูปท่ี 2.4a) สาํหรับ Phcts-g-mPEG พบว่ามีลกัษณะ
เป็นอนุภาคกลม และมีขนาดประมาณ 200-500 nm (รูปท่ี 2.4b-c) อนุภาคส่วนใหญ่จะเกาะกนัเป็นกลุ่ม   
เทคนิค TEM ก็ยืนยนัว่า Phcts-g-mPEG เป็นอนุภาคกลมท่ีมีขนาดประมาณ 100-250 nm (รูปท่ี 2.5)   
อยา่งไรก็ตามอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีเตรียมไดแ้สดงค่าศกัยซี์ตา้อยูใ่นช่วง -20 ถึง -40 เม่ือกระจายตวั
ในนํ้ า ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าประจุท่ีพื้นผิวของอนุภาคเป็นลบ ทั้งน้ีอาจเน่ืองจาก mPEG กระจายตวับนพื้นผิว
ดา้นนอกของอนุภาค ในขณะท่ีหมู่พทาโลอิลรวมกลุ่มกนัอยูด่า้นใน ดงัแสดงในแผนภาพท่ี 2.4 

 

(a) (b) (c) 
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รูปที ่ 2.4  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดท่ี 25 กิโลโวลทข์อง (a) ไคโตซาน 
(15,000) (b) Phcts-g-mPEG (50,000) และ (c) Phcts-g-mPEG (20,000) 
 

 
 

รูปที ่2.5  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของ Phcts-g-mPEG 
 

 
 

แผนภาพที ่2.4  การก่อตวัของอนุภาคกลมนาโนไคโตซาน (Phcts-g-mPEG) 
 

500 nm 200 nm 

(a) (b) (c) 
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ไคโตซานนาโนสเฟียร์ให้พีกท่ีมีลกัษณะกวา้งท่ีตาํแหน่ง 20 2 (รูปท่ี 2.6) ช้ีให้เห็นว่า
โครงสร้างผลึกของไคโตซานเดิมถูกทาํลายเม่ือมีการกราฟทโ์มเลกุลพทาโลอิลและ mPEG บนสายโซ่
ไคโตซาน 

 

 
รูปที ่2.6  ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของ Phcts-g-mPEG 

 
รูปท่ี 2.7 แสดงวา่ไคโตซานแสดงพีกการสลายตวั 2 พีก พีกท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นพีก

ของการสูญเสียความช้ืนหรือนํ้ า ส่วนพีกท่ีอุณหภูมิ 310 องศาเซลเซียสเป็นพีกการสลายตวัของไคโต
ซาน (Td) (รูปท่ี 2.7a)   สาํหรับ Phcts พบว่ามีพีกใหม่เกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นการ
สลายตวัของหมู่พทาโลอิล อยา่งไรก็ตามเม่ือกราฟหมู่พทาโลอิลไปบนโมเลกุลไคโตซาน อุณหภูมิการ
สลายตวัของสารประกอบ Phcts เพิ่มข้ึนจากของไคโตซานเป็น 380 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 2.7b) Phcts-g-
mPEG จะให้พีกท่ีมีลกัษณะคลา้ยกบักรณีของ Phcts อุณหภูมิการสลายตวัของหมู่พทาโลอิลยงัคงอยู่
ในช่วง 220-230 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีอุณหภูมิของสารประกอบ Phcts-g-mPEG เพิ่มข้ึนเป็น 410 
องศาเซลเซียส (รูปท่ี 2.7c) และรูปท่ี 2.8 แสดงการศึกษาความเสถียรต่อความร้อน โดยเร่ิมตน้สแกน
ตั้งแต่ 25-150 °C เพื่อขจดันํ้ าในสารตวัอยา่งออก และจากนั้นไดส้แกนตั้งแต่ 25-200 °C ซ่ึงพบว่ามีพีค
ดูดความร้อนท่ี 150 °C  อนัมีนยับ่งบอกถึงการสลายโครงสร้างบางส่วน และจาก 25-400 °C แสดงถึงไค
โตซานนาโนสเฟียร์เร่ิมสลายตวัตั้งแต่อุณหภูมิ 280C เป็นตน้ไป (รูปท่ี 2.8) 
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รูปที ่2.7  เทอร์โมแกรม TGA ของ (a) ไคโตซาน (b) Phcts และ (c) Phcts-g-mPEG 

 

  
รูปที ่ 2.8  เทอร์โมแกรม DSC ของ Phcts-g-mPEG เม่ือสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองเป็นดงัน้ี การสแกน

ความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 150 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 2 ตั้งแต่
อุณหภูมิ 25 C ถึง 200 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 3 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 400 C  
และอตัราการใหค้วามร้อนเท่ากบั 20 C/min  

 
2.3.1.2 ไคตินวสิเกอร์ 

โดยทัว่ไปไคตินมีลกัษณะเป็นเกลด็ สีเหลืองอ่อน (รูปท่ี 2.9a) และเม่ือนาํเกร็ดไคตินไปกวนใน
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเขม้ขน้สูงจะไดผ้ลิตภณัฑท่ี์มีลกัษณะเป็นผงละเอียด และ
ผลิตภณัฑด์งักล่าวมีลกัษณะคลุง้ขาวเม่ือกระจายตวัในนํ้า (รูปท่ี 2.9b)  
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รูปที ่2.9  ลกัษณะทางกายภาพของ (a) ไคติน และ (b) ไคตินวิสเกอร์ในนํ้า 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที ่2.10  สเปกตรา FTIR ของ (a) ไคติน และ (b) ไคตินวิสเกอร์ 
 
 โครงสร้างทางเคมีของผลิตภณัฑท่ี์เตรียมไดถู้กตรวจสอบโดยเทคนิค FT IR ซ่ึงพบวา่สเปกตรัม
ของผลิตภณัฑ ์ (รูปท่ี 2.10b) ใหพ้ีกท่ีตาํแหน่งเดียวกนักบัพีกของเกร็ดไคตินตั้งตน้ (รูปท่ี 2.10a) แสดง
ใหเ้ห็นวา่ผลิตภณัฑย์งัคงเป็นไคติน อยา่งไรกต็ามความกวา้งของพีกจะลดลง หรือพีกมีลกัษณะแหลม
ข้ึน (sharp) โดยเฉพาะพีกท่ีตาํแหน่ง 3200-3500 (OH) 1658, 1624 (amide I) และ 1559 cm-1 (amide II) 
ช้ีใหเ้ห็นวา่โมเลกลุของผลิตภณัฑมี์ขนาดเลก็ลง และส่วนท่ีเป็นอสณัฐานของไคตินถูกทาํลาย ส่งผลให้
ความเป็นผลึกของผลิตภณัฑเ์พิ่มข้ึน ผลดงักล่าวสามารถยนืยนัไดจ้ากเทคนิค XRD   จากรูปท่ี 2.11a 
พบวา่ไคตินแสดงพีกท่ีตาํแหน่ง  9o 2 และ 19 o 2 ในขณะท่ีผลิตภณัฑก์แ็สดงพีกท่ีตาํแหน่งเดียวกนั 
แต่ความกวา้งของพีกแคบกวา่ (รูปท่ี 2.11b) ซ่ึงสามารถสรุปไดว้า่ผลิตภณัฑมี์ความเป็นผลึกเพิ่มข้ึน 

จากรูปท่ี 2.12a พบวา่พื้นผวิของเกลด็ไคตินมีลกัษณะไม่เรียบ แต่ผลิตภณัฑท่ี์เตรียมไดจ้ากการ
กวนเกร็ดไคตินในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้มีลกัษณะเป็นเสน้ใยพนักนั (รูปท่ี 2.12b) ซ่ึงเม่ือ
ตรวจสอบโดยกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องผา่น (TEM) พบวา่เสน้ใยดงักล่าวมีลกัษณะคลา้ยหนวด/ขนแมว
ท่ีมีขนาดเลก็มาก กล่าวคือมีขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง ~ 50-100 นาโนเมตร และความยาว ~ 1000 นาโน
เมตร หนวด/ขนแมวดงักล่าวมีลกัษณะคลา้ยผลึกเด่ียว (single crystal) ท่ีไม่มีส่วนท่ีเป็นอสณัฐานอยู ่(รูป
ท่ี 2.13)   จากการตรวจสอบขา้งตน้สามารถสรุปไดว้า่ผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ป็นไคตินวิสเกอร์ 

(b) (a) 
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รูปที ่2.11  ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของ (a) ไคติน และ (b) ไคตินวิสเกอร์ 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.12  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของ (a) ไคติน และ (b) ไคตินวสิเกอร์ 
 

 
 

รูปที ่2.13  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของไคตินวิสเกอร์ 
 
 เม่ือตรวจสอบสมบติัทางความร้อนโดยเทคนิค DSC พบว่าไคตินวิสเกอร์แสดงพีกคายความ
ร้อนท่ีอุณหภูมิ ~ 335C (ในช่วง 300-350C) (รูปท่ี 2.14) ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่ท่ีอุณหภูมิดงักล่าวโมเลกลุของ
ไคตินวิสเกอร์อาจมีการก่อตวัเป็นผลึก หรือมีการสร้างพนัธะใหม่เกิดข้ึน 
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รูปที ่ 2.14 เทอร์โมแกรม DSC ของไคตินวิสเกอร์ เม่ือสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองเป็นดงัน้ี การสแกน
ความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 150 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 2 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C 
ถึง 200 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 3 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 400 C  และอตัราการใหค้วามร้อน
เท่ากบั 20 C/min  
 
2.3.1.3 ไคโตซานวสิเกอร์4 

ไคโตซานวิสเกอร์เตรียมโดยการนําไคตินวิสเกอร์ไปผ่านกระบวนการดีอะเซทิเลชั่น 
(deacetylation) พบว่าผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ลกัษณะดงัรูปท่ี 2.15 ซ่ึงเป็นสารคอลลอยด์ขุ่นขาว และเม่ือนาํ
สารดงักล่าวไปทาํแห้งและตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีโดยเทคนิค FTIR พบว่าไคโตซานวิสเกอร์
แสดงพีคท่ีมีลกัษณะเฉพาะของไคโตซาน (รูปท่ี 2.15d)  อยา่งไรก็ตามความเขม้พีคท่ีเลขคล่ืน 1661 cm-1

ลดลง และมีพีคใหม่เกิดข้ึนท่ีเลขคล่ืน 1595 cm-1 (-NH2) (รูปท่ี 2.15c)  เม่ือเปรียบเทียบกบัสเปคตรัม 
FTIR ของไคตินวิสเกอร์ (รูปท่ี 2.15b)  

1H NMR (2% CD3COOD/D2O, 25C) (, ppm) 2.3 (-CH3), 3.4 (H2 ของ pyranose ring), 4.0-
4.4 (H3-H6 ของ pyranose ring), 5.1 ppm (H1ของ pyranose ring) 

เทคนิค 1H NMR ไดถู้กนาํมาใชใ้นการวิเคราะห์ดงัแสดงในรูปท่ี 2.16 เพื่อหาปริมาณหมู่อะมิโน
ของไคโตซานวิสเกอร์ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาดีอะเซทิลชนัของไคตินวิสเกอร์ โดยใชส้มการดา้นล่าง  

DD (%) = {1 – [(ICH3 / 3) / (Ipyranose ring / 6)]}  100 
จากการคาํนวณพบวา่ไคโตซานวิสเกอร์มีเปอร์เซ็นต ์DD เท่ากบั 95%  
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รูปที ่2.15  สเปกตรา FTIR ของ (a) ไคติน (b) ไคตินวสิเกอร์ (c) ไคโตซานวิสเกอร์ และ (d) ไคโตซาน 
(95%DD) 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.16  สเปกตรัม 1H NMR ของไคโตซานวิสเกอร์ 
 

4000                      3000             2000                     1000     
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ภาพถ่ายของกลอ้งอิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น (SEM) และแบบส่องกราด (TEM) แสดงใหเ้ห็นว่า
ไคโตซานวิสเกอร์ท่ีเตรียมได้มีลกัษณะเป็นเส้นเช่นเดียวกับไคตินวิสเกอร์ แต่ต่างกันตรงท่ีไคติน
วิสเกอร์เป็นเสน้ใยท่ีมีขนาดเลก็และสั้น (รูปท่ี 2.13) ในขณะท่ีไคโตซานวิสเกอร์เป็นเสน้ใยท่ีมีขนาดยาว
และสานกนัเป็นโครงสร้างตาข่าย (รูปท่ี 2.17 และ 2.18) 

 

 
 

รูปที ่2.17  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของไคโตซานวิสเกอร์ 
 

 
 

รูปที ่2.18  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของไคโตซานวิสเกอร์ 
 

เทคนิค GPC ไดถู้กนาํมาใช้ในการหานํ้ าหนักโมเลกุลของไคโตซานวิสเกอร์ โดยใช ้
hexafluoro-2-propanol (HFP) เป็นตวัทาํละลาย พบว่าไคโตซานวิสเกอร์มีนํ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 
137,262 Dalton 

จากรูปท่ี 2.19 พบว่าไคโตซานวิสเกอร์แสดงพีกท่ีตาํแหน่ง 10 o 2, 20 o 2  และ 22o 2  ซ่ึง
เหมือนกบักรณีของไคตินวิสเกอร์ (รูปท่ี 2.19b) แต่ความเขม้ของพีกตํ่ากว่า และลกัษณะพีกกวา้งกว่า
กรณีของไคตินวิสเกอร์ ช้ีใหเ้ห็นว่าไคโตซานวิสเกอร์มีโครงสร้างการจดัเรียงตวัของโมเลกุลหลวมกว่า 
ส่งผลใหค้วามเป็นผลึกนอ้ยกวา่กรณีของไคตินวิสเกอร์  
 

1000 nm 200 nm

1 m 
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รูปที ่2.19 ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของไคโตซานวิสเกอร์ 

 
เม่ือตรวจสอบสมบติัทางความร้อนโดยเทคนิค DSC พบวา่อุณหภูมิท่ี 25-200C มีพีกดูดความ

ร้อนท่ี 170 C ซ่ึงแสดงถึงการสลายโครงสร้างบางส่วน ในขณะท่ีไคโตซานวิสเกอร์แสดงพีกคายความ
ร้อนท่ีอุณหภูมิ ~ 320C (ในช่วง 280-340C) (รูปท่ี 2.20) ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่ท่ีอุณหภูมิดงักล่าวโมเลกลุของ
ไคโตซานวิสเกอร์อาจมีการก่อตวัเป็นผลึก หรือมีการสร้างพนัธะใหม่เกิดข้ึน   อยา่งไรกต็ามอุณหภูมิท่ี
ใชใ้นการสร้างพนัธะใหม่หรือในการก่อตวัเป็นผลึกของไคโตซานวิสเกอร์ตํ่ากวา่กรณีของไคติน
วิสเกอร์ (335C) ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองจากไคโตซานวสิเกอร์มีลกัษณะโครงสร้างท่ียดืหยุน่ (flexible) 
ในขณะท่ีไคตินวิสเกอร์มีลกัษณะโครงสร้างท่ีแขง็ (rigid)   และจากการศึกษาอุณหภูมิในการสลายตวั 
(Td) ของไคโตซานวิสเกอร์ เปรียบเทียบกบัไคโตซานแผน่ พบวา่ Td ของไคโตซานวิสเกอร์มีค่าใกลเ้คียง
กบั Td ของไคโตซานแผน่ (308 และ 309°C ตามลาํดบั) 

 
รูปที ่2.20  เทอร์โมแกรม DSC ของไคโตซานวิสเกอร์ เม่ือสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองเป็นดงัน้ี การสแกน
ความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 200 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 2 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C 
ถึง 400 C  และอตัราการใหค้วามร้อนเท่ากบั 20 C/min  
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2.3.1.4 ออลโิกไคโตซาน5 
 ออลิโกไคโตซานเตรียมจากการย่อยไคโตซานโดยเอนไซม ์ผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้ลกัษณะเป็นผง
ละเอียดสีเหลืองอ่อนดงัแสดงในรูปท่ี 2.21 
 

 
 

รูปที ่2.21  ลกัษณะทางกายภาพของออลิโกไคโตซาน 
 

เม่ือนําผลิตภณัฑ์ท่ีเตรียมได้จากการย่อยไปตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีโดยเทคนิค FTIR 
พบว่าใหพ้ีกเฉพาะท่ีตาํแหน่งเลขคล่ืน 3433 (OH), 2895 (C-H stretching), 1668 (amide I), 1610 (amide 
II), 1103 (C-O-C) และ 916 (pyranose ring) (รูปท่ี 2.22) ซ่ึงบ่งช้ีว่าผลิตภณัฑด์งักล่าวเป็นไคโตซาน 
นอกจากน้ีเทคนิค 1H NMR ก็ใหผ้ลเช่นเดียวกนั กล่าวคือสเปกตรัมของผลิตภณัฑท่ี์ไดแ้สดงพีกเฉพาะ
ของไคโตซานท่ีตาํแหน่ง 1.87 (CH3), 3.00 (H2 , pyranose ring), 3.57-3.74 (H3-H6, pyranose ring) 
และ 4.7 (H1, pyranose ring) (รูปท่ี 2.23)   และจากเทคนิค GPC พบว่านํ้ าหนกัโมเลกุลของไคโตซานท่ี
ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ค่าลดลง จึงสามารถสรุปไดว้า่การเตรียมออลิโกไคโตซานเป็นผลสาํเร็จ 

 

 
รูปที ่2.22  สเปกตรัม FTIR ของออลิโกไคโตซาน 

4000                 3400                2800                 2200                1600                 1000                  400
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รูปที ่2.23  สเปกตรัม 1H NMR ของออลิโกไคโตซาน 

 
เม่ือตรวจสอบโครงสร้างสณัฐานโดยเทคนิค SEM พบวา่ออลิโกไคโตซานเป็นเกลด็ลกัษณะ

เหล่ียม รูปร่างไม่แน่นอน มีขนาดประมาณ 100-250 m และมีพื้นผวิขรุขระ (รูปท่ี 2.24) 
 

 
 

รูปที ่2.24  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของออลิโกไคโตซาน 
 

จากรูปท่ี 2.25 พบวา่ออลิโกไคโตซานแสดงพีกท่ีตาํแหน่ง 10 2, 20 2  และ 22 2 องศา 
โดยพีกท่ีตาํแหน่ง 20 2 มีลกัษณะค่อนขา้งแหลม แสดงใหเ้ห็นวา่ออลิโกไคโตซานมีลกัษณะเป็นสาร
ก่ึงผลึก (semi-crystalline)  
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รูปที ่2.25  ดิฟแฟรกโตแกรม XRD ของออลิโกไคโตซาน 

 
สาํหรับสมบติัทางความร้อนของออลิโกไคโตซานตรวจสอบไดโ้ดยเทคนิค TGA และ DSC ซ่ึง

พบวา่ออลิโกไคโตซานสลายตวัโดยความร้อน (degradation temperature, Td) ท่ีอุณหภูมิ ~ 337C (รูปท่ี 
2.26) และแสดงพีกคายความร้อนท่ีอุณหภูมิ ~ 215C (ในช่วง 175-260C) (รูปท่ี 2.27) ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่ท่ี
อุณหภูมิดงักล่าวโมเลกลุของออลิโกไคโตซานอาจมีการก่อตวัเป็นผลึก หรือมีการสร้างพนัธะใหม่
เกิดข้ึน   อยา่งไรกต็ามอุณหภูมิท่ีใชใ้นการสร้างพนัธะใหม่หรือในการก่อตวัเป็นผลึกของออลิโกไคโต
ซานตํ่ากวา่กรณีของไคตินวสิเกอร์ (335C) และไคโตซานวิสเกอร์ (320C) ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองจาก
ออลิโกไคโตซานมีขนาดโมเลกลุเลก็กวา่วิสเกอร์  (พิจารณาจากนํ้าหนกัโมเลกลุ ซ่ึงตรวจสอบโดย
เทคนิค GPC) 
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รูปที ่2.26  เทอร์โมแกรม TGA ของออลิโกไคโตซาน 
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รูปที ่ 2.27 เทอร์โมแกรม DSC ของออลิโกไคโตซาน เม่ือสภาวะท่ีใชใ้นการทดลองเป็นดงัน้ี การสแกน
ความร้อนคร้ังท่ี 1 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C ถึง 200 C  การสแกนความร้อนคร้ังท่ี 2 ตั้งแต่อุณหภูมิ 25 C 
ถึง 400 C  และอตัราการใหค้วามร้อนเท่ากบั 20 C/min  

 
2.3.2 การตรวจสอบองค์ประกอบของวสัดุนาโนไคติน-ไคโตซาน 
 องคป์ระกอบของวสัดุ เช่น ความช้ืน เถา้ ไขมนั โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และเส้นใย รวมทั้ง
ปริมาณขององคป์ระกอบดงักล่าวเป็นขอ้มูลท่ีจาํเป็นตอ้งทราบ โดยเฉพาะอยา่งยิง่เม่ือนาํวสัดุดงักล่าวไป
ใชเ้ป็นสารเติมแต่งอาหาร หรือสารเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการ    
 จากการตรวจสอบองคป์ระกอบต่างๆ ของวสัดุนาโนไคติน-ไคโตซาน ทั้ง 4 ชนิด พบว่าไคติน
วิสเกอร์มีปริมาณความช้ืนค่อนขา้งตํ่า (3.38) (ตารางท่ี 2.1) เม่ือเทียบกบักรณีของไคโตซาน เช่น ไคโต
ซานวิสเกอร์และออลิโกไคซาน (12.24-14.42) ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองจากโครงสร้างทางเคมีของไคติน
ค่อนขา้งแขง็ (rigid) และมีความเป็นขั้ว (hydrophilicity) นอ้ยกว่ากรณีของไคโตซานซ่ึงประกอบดว้ย
หมู่อะมิโนและหมู่ไฮดรอกซิล ส่งผลให้โมเลกุลไคโตซานดูดความช้ืนไดดี้กว่าโมเลกุลของไคติน   
อย่างไรก็ตามเม่ือนําไคโตซานไปดัดแปรโครงสร้างทางเคมี เช่น โดยการกราฟท์หมู่พทาโลอิลท่ี
ตาํแหน่งหมู่อะมิโนและสายโซ่พอลิเอทิลีนไกลคอลท่ีตาํแหน่งหมู่ไฮดรอกซิล ซ่ึงไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นไค
โตซานนาโนสเฟียร์ท่ีมีปริมาณความช้ืนใกลเ้คียงกบักรณีของไคติน (3.20) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากหมู่มีขั้วอะ
มิโนและไฮดรอกซิลถูกแทนท่ีดว้ยโมเลกุลอ่ืนท่ีมีความเป็นขั้วน้อยกว่า   สําหรับปริมาณเถา้พบว่าอยู่
ในช่วง 0.05-0.14% โดยไคโตซานวิสเกอร์มีปริมาณเถา้สูงท่ีสุด (ตารางท่ี 2.1)  ซ่ึงหมายความว่าไคโต
ซานวิสเกอร์ประกอบดว้ยสารอนินทรียใ์นปริมาณมากท่ีสุด   เม่ือพิจารณาปริมาณลิปิดพบว่าอนุพนัธ์ไค
ติน-ไคโตซานท่ีเตรียมได้ท่ีง 4 ชนิด จากโครงการวิจัยน้ีไม่มีลิปิดเป็นองค์ประกอบ   สําหรับการ
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบในสารตวัอย่างกระทาํไดค่้อนขา้งลาํบาก เน่ืองจากการ

Temperature / C 
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คาํนวณหรือการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนสัมพนัธ์กบัปริมาณไนโตรเจนท่ีมีในระบบ ซ่ึงโดยทัว่ไปไค
ติน-ไคโตซานและอนุพนัธ์ประกอบดว้ยไนโตรเจนในโครงสร้างอยูแ่ลว้ จึงทาํให้ไม่สามารถระบุไดว้่า
ปริมาณไนโตรเจนท่ีวิเคราะห์หรือตรวจสอบได้จากการทดลองเป็นปริมาณไนโตรเจนท่ีอยู่บน
โครงสร้างหลกัของไคติน-ไคโตซาน หรือเป็นปริมาณไนโตรเจนท่ีอยู่บนโครงสร้างของโปรตีน 
(กรดอะมิโน)   อยา่งไรกต็ามคณะผูว้ิจยัคาดว่าสารตวัอยา่งไคติน-ไคโตซานและอนุพนัธ์ทั้ง 4 ชนิด อาจ
ไม่มีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบ เน่ืองจากในระหว่างกระบวนการสกดัสารตั้งตน้ไคตินไดมี้การทรีทดว้ย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เพื่อกาํจดัโปรตีนออกแลว้ ดงันั้นปริมาณไนโตรเจนท่ีคาํนวนไดจึ้ง
น่าจะมาจากไนโตรเจนท่ีเป็นองคป์ระกอบบนโครงสร้างหลกัของไคติน-ไคโตซาน ซ่ึงพบว่าอยูใ่นช่วง 
3.88-8.03 %   โดยปริมาณไนโตรเจนของไคโตซาน (ไคโตซานวิสเกอร์ (7.97)  และออลิโกไคซาน 
(8.03)) มากกว่ากรณีของไคติน (ไคตินวิสเกอร์ (6.15))   ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองจากหน่วยยอ่ยของไคโต
ซานมีขนาดเลก็กว่าของไคติน    อยา่งไรก็ตามปริมาณไนโตรเจนของไคโตซานนาโนสเฟียร์หรือไคโต
ซานท่ีผา่นการดดัแปร (3.88) นอ้ยกวา่กรณีของไคโตซานท่ีไม่ผา่นการดดัแปร ทั้งน้ีเน่ืองจากหมู่ฟังกช์ัน่
ท่ีกราฟทเ์ขา้ไปมีขนาดใหญ่และไม่มีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบ   เม่ือพิจารณาปริมาณเส้นใย พบว่าไค
ตินวิสเกอร์มีปริมาณเส้นใยสูงท่ีสุด ประมาณ 92.69 %   ในขณะท่ีไคโตซานวิสเกอร์ ออลิโกไคซาน 
และไคโตซานนาโนสเฟียร์มีปริมาณเสน้ใยตํ่า กล่าวคือ อยูใ่นช่วง 0.34-0.75 % 
 
ตารางที ่2.1  องคป์ระกอบและปริมาณขององคป์ระกอบ ของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 
Composition  

(% dry basis) 
Chitin whisker Chitosan whisker Chitosan nanosphere Oligochitosan 

Moisture 3.38±0.13 12.24±0.11 3.20±0.07 14.42±0.05 

Ash 0.06±0.02 0.14±0.03 0.07±0.03 0.05±0.05 

Lipid 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Nitrogen 6.15±0.03 7.97±0.03 3.88±0.04 8.03±0.04 

Fiber 92.69±0.41 0.34±0.04 0.75±0.20 0.37±0.06 

* Reported as mean±SD (n=3) 

 
2.3.3 การกาํหนดคุณลกัษณะเฉพาะ (specification) ของสารตัวอย่างไคโตซาน 
 จากการวิเคราะห์ และศึกษาสมบติัทางเคมีและกายภาพของวสัดุนาโนไคติน-ไคโตซานทั้งส่ี
ชนิด จากการเตรียมสารดังกล่าวหลายๆ คร้ัง (batch) ทาํให้สามารถกาํหนดคุณลกัษณะเฉพาะ 
(specification) ของสารตวัอยา่งไดด้งัน้ี 
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2.3.3.1 ไคโตซานนาโนสเฟียร์ (chitosan nanospheres) 

 
Product Name Chitosan nanosphere 

Chemical Name N-Phthaloylchitosan grafted with mPEG (Phcts-g-mPEG) 

Degree of phthaloylation = 0.920.04  

Grafting percentage of mPEG-COOH = 17.281.01 

Molecular Formula C122H229NO57 (per a repeating unit) 

Molecular Weight 2612.09 (per a repeating unit) 

Storage Temperature 25-30C 

TEST  

Appearance (color) Faintly yellow 

Appearance (form) Powder  

Solubility DMSO, DMF and KCl/NaOH buffer (pH~12.0) 

pH-test 3.910.44 (in water) 

Carbon content 56.230.01 

Hydrogen content 4.760.08 

Nitrogen content 6.660.23 

DATA  

EA (C14H13O6N)0.509(C245H471O122N)0.291(C6H11O4N)0.027(C468H927O236N)0.073 
(C8H13O5N)0.064(C239H471O12N)0.036, Anal. Calcd. (%) C, 55.47; H, 6.51; and N, 
3.05, Found (%) C, 56.22; H, 4.82; and N, 6.82 

FT IR (KBr, cm-1) 3464 (OH), 2882 (C-H stretching), 1776 and 1714 (C=O 
anhydride), 1714 (C=O ester), and 721 (aromatic ring) 

1H NMR (DMSO-d6, 25C) (, ppm) 2.4 (CH2 in succinic anhydride), 3.2 (O-CH3), 3.5 
(CH2 in PEG), 2.8-4.7 (pyranose ring), and 7.6-7.8 (C6H5)  

(DMF-d7, 25C) (, ppm) 2.1 (O-CH3), 3.4–4.8 (CH2 in PEG), 3.2–5.0 
(pyranose ring), and 7.4–8.3 (C6H5) 

13C CP/MAS NMR (, ppm) 23.5 (CH3 in acetamide and mPEG), 57.2 (C-2), 64.8 (C-6), 72.7 (C-
3, C-5), 80.3 (C-4), 100.0 (C-1), 132.2 (C6H5), and 171.5 (C=O in acetamide, 
anhydride, and ester) 

XRD (2, degree) 20 

TGA (Td, C) 212-230 (phthalimido group) and 354 (phcts-g-mPEG) 

DSC No peak observed 

 



บทท่ี 2 

 

35 

2.3.3.2 ไคตินวสิเกอร์ (chitin whisker) 

 
Product Name Chitin whisker 

Chemical Name Chitin  

Molecular Formula C2476H4024N310O1548 

Molecular Weight 62,838 Dalton 

Storage Temperature 5-15C 

TEST  

Appearance (color) White 

Appearance (form) Colloidal solution in water 

Solubility Refer to chitin 

pH-test 5.120.27 (in water) 

Carbon content 44.34 

Hydrogen content 6.77 

Nitrogen content 6.58 

DATA  

EA (C8H13O5N)310, Anal. Calcd. (%) C, 47.29; H, 6.40; and N, 6.90, Found (%) C, 
44.34; H, 6.77; and N, 6.58 

FT IR (KBr, cm-1) 3200-3500 (OH), 2800-2900 (C-H stretching), 1658 and 1624 
(amide I), and 1559 (amide II)  

1H NMR - 

13C CP/MAS NMR - 

XRD (2, degree) 9 and 19 

TGA (Td, C) 387 

DSC (Texothermic, C) 335 
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2.3.3.3 ไคโตซานวสิเกอร์ (chitosan whisker) 

 
Product Name Chitosan whisker/ chitosan nanoscaffold 

Chemical Name Chitosan  

Degree of deacetylation = 0.97 

Molecular Formula C5124H9361N847O3409 

Molecular Weight 137,262 Dalton 

Storage Temperature 5-15C 

TEST  

Appearance (color) White 

Appearance (form) Colloidal solution in water 

Solubility Acidic aqueous solution (pH ~ 1-4) 

pH-test 6.200.26 

Carbon content 40.41 

Hydrogen content 7.34 

Nitrogen content 7.74 

DATA  

EA (C6H11O4N)827(C8H13O5N)20, Anal. Calcd. (%) C, 44.80; H, 6.82; and N, 8.64, 
Found (%) C, 40.41; H, 7.34; and N, 7.74 

FT IR (KBr, cm-1) 3200-3500 (OH), 1660 (amide I), and 1590 (amide II) 

1H NMR (2% CD3COOD/D2O-d2, 25C) (, ppm) 2.3 (CH3), 3.4 (H2 , pyranose ring), 
4.0-4.4 (H3-H6, pyranose ring), and 5.1 (H1, pyranose ring) 

13C CP/MAS NMR - 

XRD (2, degree) 10, 20, and 22 

TGA (Td, C) 308 

DSC (Texothermic, C) 320 
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2.3.3.4 ออลโิกไคโตซาน (oligochitosan) 

 
Product Name Oligochitosan 

Chemical Name Chitosan 

Degree of deacetylation = 0.80 

Molecular Formula C1056H1881N693O165 

Molecular Weight Mn = 11000, Mw = 28000, PDI = 2.6 

Storage Temperature 25-30C 

TEST  

Appearance (color) Faintly yellow 

Appearance (form) Powder  

Solubility Refer to chitosan 

pH-test 6.520.04 

Carbon content 39.13 

Hydrogen content 7.28 

Nitrogen content 7.63 

DATA  

EA (C6H11O4N)132(C8H13O5N)33, Anal. Calcd. (%) C, 45.34; H, 6.73; and N, 8.26, 
Found (%) C, 39.19; H, 7.28; and N, 7.63 

FT IR (KBr, cm-1) 3433 (OH), 2895 (C-H stretching), 1668 (amide I), 1610 (amide II), 
1103 (C-O-C), and 916 (pyranose ring) 

1H NMR (CD3COOD/D2O, 20C) (, ppm) 1.87 (CH3), 3.00 (H2 , pyranose ring), 3.57-
3.74 (H3-H6, pyranose ring), and 4.7 (H1, pyranose ring) 

13C CP/MAS NMR - 

XRD (2, degree) 10, 20, and 22 

TGA (Td, C) 337 

DSC (Texothermic, C) 215 
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2.4 สรุปผลการทดลอง 
ในบทน้ีไดก้ล่าวถึงการเตรียม การวิเคราะห์ตรวจสอบโครงสร้างทางเคมี สมบติัทางเคมี และ

สมบติัทางกายภาพของสารตวัอยา่งอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 4 ชนิด ไดแ้ก่ ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซาน
วิสเกอร์ ไคโตซานนาโนสเฟียร์ และออลิโกไคโตซาน โดยเทคนิค FTIR, NMR, EA, XRD, SEM, 
TEM, TGA, DSC และ GPC และยงัไดต้รวจสอบปริมาณขององคป์ระกอบสาํคญั เช่น ความช้ืน เถา้ 
โปรตีน ลิปิด และเส้นใย เป็นตน้ ของสารตวัอย่างดงักล่าว   นอกจากน้ีคณะผูว้ิจยัได้กล่าวถึงการ
กาํหนดคุณลกัษณะเฉพาะของสารอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน เพื่อใช้เป็นขอ้มูลทางด้านคุณค่าทาง
โภชนาการของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน   จากการทดลองพบว่าการเตรียมวสัดุไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 
ชนิด ไดแ้ก่ ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ ไคโตซานนาโนสเฟียร์ และออลิโกไคโตซาน เป็น
ผลสาํเร็จ   ออลิโกไคโตซานสามารถละลายนํ้ าได ้ในขณะท่ีไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และไค
โตซานนาโนสเฟียร์ไม่ละลายนํ้ า แต่สามารถแขวนลอยกระจายตวัในนํ้ าไดแ้ละใหค้อลลอยดท่ี์มีความ
เสถียรระดบัหน่ึง   อนุภาคออลิโกไคโตซานท่ีเตรียมไดมี้ลกัษณะเป็นเกล็ดหลายเหล่ียม รูปร่างไม่
แน่นอน มีขนาดประมาณ 100-250 m   ไคตินวิสเกอร์มีลกัษณะเป็นเส้นใยสั้นๆคลา้ยหนวดแมว/ขน
แมวท่ีมีขนาดเลก็มาก  คือ มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง ~ 50-100 นาโนเมตร และความยาว ~ 1000 นาโน
เมตร   ไคตินวิสเกอร์มีลกัษณะเป็นเส้นใยเช่นกนั แต่มีขนาดยาวและสานกนัเป็นโครงสร้างตาข่าย  
ในขณะท่ีไคโตซานนาโนสเฟียร์เป็นอนุภาคท่ีมีลกัษณะกลม และมีขนาดประมาณ 100-250 nm  
 
2.5 เอกสารอ้างองิ 
1. Li, J.; Revol, J.F.; and Marchessault, R.H. Journal of Applied Polymer Science1997, 65, 373-380. 
2. Yoksan, R.; Matsusaki, M.; Akashi, M.; and Chirachanchai, S. Colloidal Polymer Science2004, 

282, 337–342. 
3. Nair, K. G.; and Dufresne, A. Biomacromolecules2003, 4, 666–674. 
4. Phongying, S.; Aiba, S. I.; and Chirachanchai, S. Biopolymers2006,  83, 280–288 
5. Kuttiyawong, K.; Nakapong, S.; and Pichyangkura, R.  Carbohydrate Research2008, 343, 2754–

2762. 
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ต่อขอ้ต่อ กระดูกอ่อน นอกจากน้ี ในเชิงชีวเคมี วสัดุไคติน-ไคโตซาน ยงัมีสมบติัในการต่อตา้นเช้ือรา 
แบคทีเรีย ดงันั้นการพฒันาวสัดุน้ีเพื่อใชเ้ป็นสารเติมแต่งอาหารจาํพวกอาหารแห้ง เช่น กะปิ ปลาร้า 
นํ้ าปลา  หรือ อาหารสดบางประเภทเช่น แหนม เตา้หู้ ลูกช้ินปลา นอกจากจะเป็นการเพิ่มคุณค่าอาหาร
ดว้ยอะมิโนแซคคาไรดแ์ลว้ ยงัเป็นการถนอมอาหารท่ีจะทาํใหอ้าหารดงักล่าวปราศจากการรบกวนของ
เช้ือรา และแบคทีเรีย   

แผนภาพดา้นล่างเป็นการเช่ือมโยงระหว่างท่ีมาและความสําคญัของปัญหา กบัแนวทางการ
แกไ้ขปัญหาหรือแนวทางท่ีนาํไปสู่การวิจยัของโครงการฯ 
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แผนผงัแสดงความสําคญั และปัญหาทีน่ําไปสู่การวจิยั 

ความคาดหวงัในอนาคต 

ประเดน็หลกัของงานวจิยั 
(1) 

การเตรียมไคติน/ไคโตซาน
เป็นอนุพนัธ์ละลายนํา้ได้
หรือแขวนลอยกระจายตัวใน
นํา้ได้ 
- ออลิโกออลิโกออลิโกออลิ
โกออลิโกไคติน/ไคโตซาน  
(ไคติน/ไคโตซานมวล
โมเลกลตํ่า) 

ประเดน็หลกัของงานวจิยั 
(2) 

การประยกุตใ์ชส้ารที่เตรียมได้
เพื่อเติมแต่งและรักษาคุณภาพ
อาหาร 
- สารเพิม่คุณค่าทางอาหารและ
ยา 
- สารถนอมอาหาร 
- อาหารแห้งหรือสดต้นแบบ 
- อาหารแห้งหรือสดเชิง

ผลงานทีค่าดว่าจะ
ได้ 

 
- สิทธิบตัร 
- ผลงานวิจยัตีพิมพ์
ระดบันานาชาติ 
- การเผยแพร่และ
การตลาดสู่
สงัคมไทยและสังคม

แนวทางการวจิยั 

ทีม่าของปัญหา ซึ่งนําไปสู่การทาํวจิยั 

คุณสมบัติพเิศษ 
 

- คลุง้ขาวในนํ้า 
และเสถียร 

- ไม่เป็นอนัตราย 

- ไม่ผา่น
กรรมวิธีปรับ
โครงสร้างทาง

ี

ตัวอย่าง 

ไคโตซานวสิเกอร์ ไคตินวสิเกอร์ 

ข้อจํากดั 
- ละลายในตวัทาํละลายบางชนิด อาทิเช่น 
สารละลายกรดเจือจาง 

- มีมวลโมเลกลุสูง 
- มีความหนืดสูง 
- ร่างกายไม่สามารถยอ่ยสลายสายโซ่ยาว 
และไม่สามารถดดซึมเขา้ส่ร่างกายไดง้่าย สารละลายไคโตซาน ผงไคโตซาน 

ลกัษณะทางกายภาพของ
ไคตนิ-ไคโตซานทีถู่ก
นําไปประยุกต์ใช้ 
- ไคโตซานในรูป
สารละลายในกรดเจือจาง 
- ไคโตซานในรูปแผน่ 
 และผง (Flake, Powder) 

วสัดุไคตนิ-ไคโต
วสัดชุีวภาพ 

จุดเด่น 

- มีมากที่สุดในโลก รอง
จากเซลลูโลส  
- มีสมบตัิการเขา้กบั
สิ่งมีชีวิตได ้ 
- ไม่เป็นพิษหรืออนัตราย  
- เป็นสารที่มีส่วนร่วมใน
กิจกรรมทางชีวภาพ 
- สามารถยอ่ยสลายหรือถูก
ขบัออกจากระบบไดเ้อง
ตามธรรมชาติ 

สถานภาพในปัจจุบัน 
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1.1 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 
1.1.1 ไคติน-ไคโตซาน  

ไคติน-ไคโตซาน เป็นโคพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีมีมากท่ีสุดในโลก รองจากเซลลูโลส (Cellulose) 
พบไดม้ากในสัตวจ์าํพวก กุง้ ปู และหมึก ประกอบดว้ยอนุพนัธ์ของนํ้ าตาลกลูโคส ท่ีมีธาตุไนโตรเจน
เกาะอยู่ภายในโมเลกุล และมีสมบัติพื้นฐานท่ีเก่ียวกับการเข้ากันได้กับเซลล์ของส่ิงมีชีวิต 
(Biocompatibility)2 ไม่เป็นพิษหรืออนัตราย (Non toxicity)3 เป็นสารท่ีมีส่วนร่วมในกิจกรรมทางชีวภาพ 
(Bioactivity)4 สามารถย่อยสลายหรือถูกขบัออกจากระบบไดเ้องตามธรรมชาติโดยไม่ก่อให้เกิด
ผลขา้งเคียง (Biodegradability)5 และมีโครงสร้างทางเคมีท่ีเอ้ือต่อการเกิดพนัธะต่างๆ ทั้งในรูปแบบ
พนัธะทุติยภูมิ และ พนัธะโควาเลนท์ จึงมีการนําไคติน-ไคโตซานรูปแบบต่างๆ  มาประยุกต์ใน
อุตสาหกรรมหลายประเภท1 ตวัอยา่งเช่น 

- อุตสาหกรรมยาและวสัดุการแพทย:์ ใชผ้ลิตไหมเยบ็แผลท่ีละลายไดเ้อง วสัดุซบัเลือด ปิดแผล 
สารตวักลางท่ีควบคุมการปลดปล่อยยาออกมาอยา่งชา้ๆ 

- อุตสาหกรรมเคร่ืองสาํอาง: ใชเ้ป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑดู์แลเสน้ผม ดูแลผวิ และดูแลช่องปาก 
- อุตสาหกรรมการบรรจุ: ใชผ้ลิตภาชนะท่ีย่อยสลายไดใ้นธรรมชาติ และฟิล์มถนอมอาหารท่ี

รับประทานได ้
- อุตสาหกรรมเสน้ใยและส่ิงทอ: ใชผ้ลิตผา้ท่ีสามารถตา้นทานแบคทีเรียได ้
- อุตสาหกรรมกระดาษ: ใชเ้คลือบกระดาษ เพื่อคงสภาพกระดาษไวไ้ดน้านๆ 
- ส่ิงแวดลอ้ม เช่นดา้นการบาํบดันํ้ าเสีย ใชใ้นจบัคราบไขมนั และบาํบดันํ้ าเสียในอุตสาหกรรม

ต่างๆ 
- การเกษตร เช่นการใชเ้ป็นสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราและแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคใน

พืช  ใชเ้คลือบเพื่อควบคุมความสุกหรือเน่าเสียของผลิตผลทางการเกษตร 
- โภชนาการ เช่นใช้ในการถนอมอาหารเพ่ือยืดอายุและป้องกนัเช้ือรา ใชผ้ลิตอาหารควบคุม

นํ้าหนกัและลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด ใชเ้ป็นสารเติมแต่งในอาหาร เป็นตน้ 
 
1.1.2 การใช้ไคติน-ไคโตซานเพือ่การถนอมอาหาร 

ไคติน-ไคโตซานไดถู้กนาํมาประยกุตใ์ชเ้ป็นสารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร เช่น เช้ือแบคทีเรีย 
และเช้ือรา ดงัแสดงในตารางท่ี 1.1 โดยไคโตซานสามารถละลายและมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด้
ดีกวา่ไคติน เน่ืองจากในสภาวะท่ีเป็นกรด ไคโตซานจะมีจาํนวนประจุบวกของหมู่อะมิโนตรงคาร์บอน
ตาํแหน่งท่ี 2 ของหน่วยกลูโคซามีนมากกว่าไคติน   Chang et al.6 ไดแ้สดงถึงการนาํไคโตซานไปผสม
กบัเตา้หู้ โดยการเตรียมสารละลายไคโตซานในกรดนํ้ าส้ม 5% แลว้นาํไปผสมกบันมถัว่เหลืองท่ี
อุณหภูมิ 95 C เป็นเวลา 10 นาที จากงานวิจยัน้ีพบว่า การเติมไคโตซานลงไปในเตา้หู ้สามารถช่วยยดื
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อายใุนการเก็บรักษาผลิตภณัฑจ์ากปกติ 5 วนั เป็นนานถึง 7-13 วนั นอกจากน้ียงัรายงานว่าการใชไ้คโต
ซานท่ีมี %DD สูง สามารถช่วยยดือายกุารเก็บรักษาไดน้านกว่าไคโตซานท่ีมี %DD ตํ่า เน่ืองจากไคโต
ซานท่ีมี %DD สูงมีจาํนวนประจุบวกมากกวา่ ซ่ึงประจุบวกน้ีเองจะทาํหนา้ท่ีไปจบักบัประจุลบของผนงั
เซลลข์องเช้ือจุลินทรีย ์ช่วยยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียไ์ด ้นอกจากน้ีไดมี้รายงานเก่ียวกบั
การใชไ้คโตซานในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียอี์กมากมาย เช่น Roller and Corvill 
รายงานถึงการผสมไคโตซานลงไปในนํ้าสลดัมายองเนส7 และนํ้าแอปเป้ิล8 เป็นตน้ 
 
ตารางที ่1.1  เช้ือแบคทีเรียและเช้ือราท่ีไคโตซานมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโต14  
                                        แบคทีเรีย                 รา 
Gram positive Gram negative  
- Staphylococcus aureus - Escherichia coli - Botrytis cinerea 
- Listeria monocytogenes - Vibrio parahaemolyticus - Rhizopus stolonifer 
- Bacillus cereus - Pseudomonas aeruginosa - Aspergillus niger 
 - Shigella dysenteriae - Aspergillus parasiticus 
 - Vibrio cholerae  
 - Aeromonas hydrophila YMI  
 - Aeromonas hydrophila CCRC 13881  
 - Salmonella typhimurium  
  

ถึงแมว้่าไคตินและไคโตซานจะมีประสิทธิภาพในการต่อตา้นการเกิดของเช้ือจุลินทรียเ์ป็นอย่างดี 
อย่างไรก็ตาม มวลโมเลกุลท่ีสูงและความหนืดท่ีสูงของพอลิเมอร์อาจจาํกดัการใช้งานบางประเภท 
ตวัอยา่งเช่น Young et al.9 ไดร้ายงานถึงการเติมไคโตซานมวลโมเลกุล 30,000 ถึง 120,000 ลงไปในไส้
กรอก เพื่อยดือายกุารเก็บรักษา ผลการทดลองพบว่า ไคโตซานสามารถต่อตา้นการเกิดของเช้ือจุลินทรีย์
ไดดี้เท่ากบัการเติม NaNO2 ลงไปในไส้กรอก แต่ว่าปัญหาดา้นความหนืดท่ีสูงของไคโตซานส่งผล
กระทบต่อกระบวนการผลิต นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าในลาํไส้ของสัตวส่์วนใหญ่ โดยเฉพาะในร่างกาย
มนุษย ์ไม่สามารถผลิตเอนไซมจ์าํพวก ไคติเนสและไคโตซาเนส ซ่ึงมีหน้าท่ีในการย่อยสลายสายโซ่
โมเลกลุของไคตินและไคโตซานโดยตรง ทาํใหร่้างกายไม่สามารถยอ่ยสลายไคซานมวลโมเลกุลสูงและ
ดูดซึมต่อไปได้10 ดงันั้น การใชไ้คโตซานท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่า เช่น ออลิโกไคโตซาน (มวลโมเลกุลระดบั 
103  104 Dalton) จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง   Jo et al.11 รายงานถึงการใชไ้คโตซานท่ีมีมวลโมเลกลุ 5,000 
ผสมลงในไสก้รอก แลว้นาํไปเปรียบเทียบกบัไส้กรอกท่ีผลิตดว้ยกรรมวิธีปกติ ผลการทดลองพบว่าการ
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เติมไคโตซานมวลโมเลกลุตํ่าไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของไสก้รอก ซ่ึงไดแ้ก่ สีสัน รสชาติ และความ
เหนียวของไสก้รอก  
  

1.1.3 การใช้ไคติน-ไคซานเพือ่ผลติอาหารควบคุมนํา้หนัก และลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลอืด 
ไคติน-ไคโตซานเป็นอาหารเสริมท่ีไม่ใหพ้ลงังานและไม่มีการดูดซึมเขา้สู่ร่างกาย เน่ืองจากใน

ร่างกายคนไม่มีเอนไซมช่์วยย่อยไคติน-ไคโตซาน ดงันั้นจึงมีการนาํไปใชเ้ป็นอาหารสําหรับควบคุม
นํ้ าหนัก นอกจากน้ีไคโตซานยงัมีคุณสมบติัในการจบัคอเลสเตอรอลในอาหาร โดยในระบบทางเดิน
อาหาร ไคโตซานจะไปจับกับคอเลสเตอรอลแลว้สร้างรูปร่างเป็นไมเซล ส่งผลให้การดูดซึมของ
คอเลสเตอรอลในระบบทางเดินอาหารลดลง 1 2  ดังนั้ นไคโตซานจึงสามารถช่วยรักษาระดับ
คอเลสเตอรอลในเลือด และยงัช่วยป้องกนัหรือลดความเส่ียงของการเป็นโรคหวัใจ ในประเทศญ่ีปุ่นได้
มีการผลิตอาหารท่ีมีไคโตซานเป็นส่วนผสมหลายชนิด เช่น คุกก้ี มนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ เส้นก๋วยเต๋ียว 
และนํ้าสม้สายชู เป็นตน้13 
 
1.1.4 การใช้ไคโตซานเป็นสารเติมแต่ง 

สารเติมแต่งคือ สารใดๆก็ตามท่ีถูกเติมลงไปในอาหาร โดยมีจุดประสงคห์ลากหลาย เช่นเพื่อ
รักษารสชาติ หรือสีสันใหก้บัอาหาร สาํหรับไคโตซาน ในปี ค.ศ. 1983 ไคโตซานไดรั้บการยอมรับจาก 
USFDA (The United States Food and Drug Administration) ใหเ้ป็นสารเติมแต่งอาหาร1 จึงไดมี้การนาํ
ไคโตซานมาใชเ้พื่อรักษาสีของอาหารให้คงนาน เน่ืองจากไคโตซานมีคุณสมบติัในการดูดซับสีไดดี้ 
นอกจากน้ียงัมีการใชไ้คโตซานเพ่ือคงรูปอาหารหรือเพ่ือเพิ่มความเหนียวใหก้บัอาหาร14 
 
1.2 ทฤษฎี สมมุติฐาน หรือกรอบแนวความคดิของโครงการวจัิย  

เน่ืองดว้ยคุณสมบติัหลายๆอย่างของไคติน-ไคโตซานท่ีเหมาะสําหรับนาํมาเป็นสารเติมแต่ง
อาหาร เช่น คุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียเ์พื่อยืดอายุการเก็บของอาหาร 
คุณสมบติัในการเป็นเส้นใยหรือไฟเบอร์จากสัตว์ท่ีไม่มีรสหวาน ไม่ละลายนํ้ า ไม่ย่อยในกระเพาะ
อาหารของคน ไม่ใหพ้ลงังาน แต่มีประโยชน์ต่อระบบขบัถ่ายและสามารถใชเ้ป็นอาหารควบคุมนํ้ าหนกั 
คุณสมบติัในการจบัไขมนัและคอเลสเตอรอลท่ีช่วยลดอตัราการเส่ียงต่อการเป็นโรคหัวใจ โรคอว้น 
โรคไขมนัอุดตันในเส้นเลือด คุณสมบติัในการดูดซับสีเพื่อรักษาสีสันของอาหารให้คงนาน และ
คุณสมบติัในเชิงการแพทยว์่าสามารถยอ่ยสลายในร่างกายเป็นนํ้ าตาลโมเลกุลตํ่าจาํพวกอะมิโนแซคคา
ไรดท่ี์จาํเป็นต่อขอ้ต่อกระดูกอ่อน อีกทั้ง ในปัจจุบนัยงัมีการเลือกใชว้ิธีการถนอมอาหารท่ีผดิวิธี เช่นการ
ใชส้ารโซเดียมเบนโซเอท โซเดียมไนเตรท หรือการใชส้ารประเภท ซลัไฟท ์เพื่อให้สีผลไมไ้ม่เปล่ียน
และรักษาความกรอบ ทาํให้ผูบ้ริโภคบางกลุ่มเกิดการแพอ้าหารได ้ดงันั้นไคติน-ไคโตซานจึงมีความ
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เหมาะสมท่ีจะนาํมาพฒันาเป็นสารเติมแต่งอาหารจาํพวกอาหารแห้ง เช่น กะปิ ปลาร้า นํ้ าปลา หรือ
อาหารสดบางประเภท เช่น แหนม เตา้หู้ ลูกช้ินปลา เพ่ือเพิ่มคุณค่าของอาหารและยืดอายกุารเก็บรักษา 
และเพิ่มมูลค่าของเปลือกกุง้ เปลือกปู หรือแกนปลาหมึก ซ่ึงเป็นวสัดุเหลือใชท่ี้ไม่มีประโยชน์แลว้ 
 
1.3 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1.3.1 เพื่อพฒันาวสัดุกากอาหารแช่แขง็จาํพวกเปลือกกุง้ เปลือกปู สาํหรับเป็นวสัดุธรรมชาติท่ีปลอดพิษ
เพื่อเติมแต่งคุณค่า และรักษาคุณภาพอาหาร 
1.3.2 เพื่อเป็นการต่อยอดภูมิปัญญาท่ีคณะวิจยัมีอยู่แลว้ เก่ียวกับการผลิตสารไคติน-ไคโตซานมวล
โมเลกลุตํ่าไปประยกุตใ์หเ้กิดเป็นเทคโนโลยขีองประเทศ โดยใชจุ้ดเด่นของประเทศไทยดา้นความอุดม
สมบูรณ์ดา้นอาหาร  
1.3.3 เพื่อพฒันาองคค์วามรู้ใหม่ และนวตักรรม ไปสู่เทคโนโลยรีะดบัสูง 
1.3.4 เพื่อสร้างบุคลากรดา้นวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี
 
1.4 ขอบเขตของโครงการวจัิย 
 โครงการน้ี เป็นโครงการบูรณาการท่ีรวมตั้งแต่กระบวนการผลิต จนถึงการสร้างผลิตภณัฑแ์ละ 
การยกระดบัสู่การผลิตในอุตสาหกรรม ตลอดจนการศึกษาแนวทางการพฒันาให้เป็นผลิตภณัฑร์ะดบั
นานาชาติ 
1.4.1 ผลิตอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานมวลโมเลกุลตํ่า หรือ ออลิโกไคโตซาน ทั้งแบบผงและแบบเส้นใย
ในระดบันาโน ดว้ยกระบวนการทางเคมีและชีวภาพ 
1.4.2 ศึกษาสมบติัออลิโกไคโตซานในการเร่งการเจริญเติบโตของกระดูกอ่อน  
1.4.3 ศึกษาการเติมแต่งอาหารทั้งรูปแบบของอาหารแหง้และอาหารสด รวมทั้งผลของการถนอมอาหาร 
1.4.4 ศึกษาคุณค่าดา้นโภชนาการ ความปลอดภยั ตลอดจนรสชาติ สีสนั  
1.4.5 ศึกษาแนวทางการปรับปรุงผลิตภณัฑเ์พื่อความเหมาะสมดา้นการบริโภค 
1.4.6 ศึกษาการพฒันาสู่ระดบัอุตสาหกรรม 
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บทที ่3 
การทดสอบความเป็นพษิเฉียบพลนัผ่านทางปากในสัตว์ทดลอง ของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน  

Study on acute oral toxicity of chitin-chitosan derivatives 
 
3.1 บทนํา 

ไคติน-ไคโตซานเป็นพอลิซัคคาไรด์ท่ีมีมากเป็นอนัดบัสองในธรรมชาติ รองจากเซลลูโลส 
วสัดุดงักล่าวสกดัไดจ้ากเปลือกและแกนของสัตวท์ะเล เช่น กุง้ ปู และปลาหมึก เป็นตน้  ซ่ึงเป็นเศษ
เหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมอาหารทะเลแปรรูปและอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แข็ง ท่ีมีปริมาณมากใน
ประเทศไทย   ไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีสมบติัพื้นฐาน คือ เขา้กนัไดก้บัเซลลข์องส่ิงมีชีวิต 
(biocompatibility)1 ไม่เป็นพิษหรืออนัตราย (non toxicity)2 เป็นสารท่ีมีส่วนร่วมในกิจกรรมทางชีวภาพ 
(bioactivity)3 สามารถย่อยสลายหรือถูกขบัออกจากระบบได้เองตามธรรมชาติโดยไม่ก่อให้เกิด
ผลขา้งเคียง (biodegradability)4    

ในอดีตท่ีผา่นมาไดมี้การรายงานเก่ียวกบัการนาํไคโตซานในรูปของสารละลายมาประยกุตใ์ช้
เป็นสารเติมแต่งและรักษาคุณภาพอาหารในดา้นต่างๆ อาทิเช่น ใชย้บัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นเตา้หู้ ใชเ้ป็น
สารเพ่ิมความใสในนํ้ าผลไม้5   อย่างไรก็ตามการใช้ประโยชน์อย่างจริงจงัของไคติน-ไคโตซานใน
อุตสาหกรรมอาหารยงัคงมีจาํกดั โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทย ทั้งน้ีเน่ืองจากวสัดุดงักล่าวยงัไม่
ผ่านการรับรองความปลอดภัยจากองค์การอาหารและยา (อย.)   ดังนั้ นการทดสอบความเป็นพิษ
เฉียบพลนัผา่นทางปากในสัตวท์ดลองของวสัดุไคติน-ไคโตซานและอนุพนัธ์ท่ีเตรียมไดจ้ากโครงการฯ
น้ีจึงมีความสาํคญัและจาํเป็น ทั้งน้ีเพื่อใหท้ราบถึงปริมาณสูงสุดของสารไคติน-ไคโตซานและอนุพนัธ์ท่ี
สามารถบริโภคได ้โดยไม่เป็นอนัตราย หรือ ค่า LD50 นัน่เอง หรืออาจกล่าวอีกนยัหน่ึงเพื่อยนืยนัความ
เป็นไปไดข้องการประยกุตใ์ชอ้นุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในระบบส่ิงมีชีวิต (bio-system)   ก่อนท่ีจะศึกษา
ถึงการนาํวสัดุดงักล่าวไปใชเ้ป็นสารเติมแต่งเพ่ือเพิ่มคุณค่า และรักษาคุณภาพอาหาร หรือสารถนอม
อาหารต่อไป นอกจากน้ียงัเป็นแนวทางสาํหรับการข้ึนทะเบียนรับรองความปลอดภยัจากองคก์ารอาหาร
และยา เพื่อเพิ่มความมัน่ใจใหก้บัผูบ้ริโภค  
  
3.2 วธีิการทดลอง 

ความเป็นพิษเฉียบพลนัผา่นทางปากในสัตวท์ดลอง (acute oral toxicity)  ของอนุพนัธ์ไคติน-
ไคโตซานทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ไคโตซานนาโนสเฟียร์ ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไคโต
ซาน ทดสอบตาม Guideline No. 423 : Acute oral toxicity-Acute toxic class method of the OECD 
(Organization for Economic Co-operation and Development) Guidelines for Testing of Chemicals 
(2001)  ซ่ึงมีการดดัแปรโดยการใหส้ารตวัอยา่ง (dose) แก่หนูทดลองในปริมาณท่ีมากข้ึน 
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3.2.1 การเตรียมสัตว์ทดลอง 
ในการทดลองจะใชห้นูวิสตา้ร์ (Wistar rat) เป็นสัตวท์ดลองจาํนวน 20 ตวั โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม 

คือ กลุ่มควบคุมจาํนวน 10 ตวั (เพศผูจ้าํนวน 5 ตวั และเพศเมียจาํนวน 5 ตวั) และกลุ่มทดลองจาํนวน 10 
ตวั (เพศผูจ้าํนวน 5 ตวั และเพศเมียจาํนวน 5 ตวั)   หนูทดลองทุกตวัถูกนาํไปเล้ียงไวใ้นห้องทดลอง 
เพื่อให้เคยชินกบัสภาวะอากาศเป็นเวลา 1 สัปดาห์ก่อนท่ีจะทาํการทดลอง   จากนั้นถูกกกับริเวณเป็น
เวลา 16 ชัว่โมง และใหกิ้นเฉพาะนํ้ า ก่อนท่ีจะใหส้ารตวัอยา่งผา่นทางปาก หนูทดลองทุกตวัจะถูกเลือก
แบบสุ่ม (random) เพื่อจดักลุ่ม (กลุ่มทดลองหรือกลุ่มควบคุม) และทาํเคร่ืองหมายไวท่ี้หางเพื่อใหท้ราบ
วา่เป็นหนูทดลองในกลุ่มทดลองหรือกลุ่มควบคุม 
 
3.2.2 การเตรียมสารตัวอย่างและการป้อนสารตัวอย่างแก่หนูทดลองผ่านทางปาก (administration)  

สารตวัอยา่งอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 4 ชนิด (สาํหรับสารตั้งตน้ไคตินวิสเกอร์และไคโตซาน
วิสเกอร์อยูใ่นรูปของดิสเพอร์สชัน่ในนํ้ าท่ีมีความเขม้ขน้เป็น 25.34 ± 1.79 และ 17.685 ± 2.943 mg/ml 
ตามลาํดบั ส่วนสารตั้งตน้ไคโตซานนาโนสเฟียร์และออลิโกไคโตซานอยูใ่นรูปแหง้) ถูกเตรียมใหอ้ยูใ่น
รูปดิสเพอร์สชัน่ในนํ้ ากลัน่สาํหรับสารตวัอยา่งไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และไคโตซานนาโนส
เฟียร์ และในรูปสารละลายในสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 1 %v/v สาํหรับสารตวัอยา่งออลิโกไคโต
ซาน แลว้ให้ผ่านทางปากของหนูทดลองในกลุ่มทดลองดว้ยปริมาณ 2,000 และ 15,000 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมนํ้ าหนกัตวัท่ีคาํนวนไดภ้ายหลงัการกกับริเวณ สาํหรับหนูทดลองในกลุ่มควบคุมจะให้เฉพาะ
นํ้ากลัน่ในปริมาณท่ีเท่ากนักบัปริมาณของสารตวัอยา่งท่ีใหใ้นกรณีของหนูทดลองในกลุ่มทดลอง    
 
3.2.3 การสังเกต 

หลงัจากให้สารตวัอย่างแก่หนูทดลองแลว้ หนูทดลองทั้ งสองกลุ่มจะถูกกักบริเวณอีก 3-4 
ชัว่โมง โดยใหกิ้นเฉพาะนํ้า แลว้สงัเกตลกัษณะอาการท่ีบ่งช้ีถึงความเป็นพิษ (toxic signs) ทนัทีเม่ือเวลา
ผา่นไป 0.5, 1 และ 3 ชัว่โมง  และหากหนูทดลองมีอาการผดิปกติภายใน 4 ชัว่โมงแรกภายหลงัการให้
สารตวัอย่าง ตอ้งให้การดูแลเป็นพิเศษหรือสังเกตอย่างละเอียด จากนั้นสังเกตทุกวนัวนัละ 1 คร้ังเป็น
เวลา 14 วนั   บนัทึกเวลาท่ีหนูทดลองแสดงอาการซ่ึงบ่งช้ีถึงความเป็นพิษและเวลาท่ีหนูทดลองทุเลา
จากอาการดงักล่าว (recover) เพื่อท่ีจะหาระยะเวลาท่ีหนูทดลองฟ้ืนตวั (duration of recovery period)  
 
3.2.3.1 นํา้หนักตัวหนูทดลอง 

นํ้ าหนกัตวัของหนูทดลองถูกบนัทึกวนัท่ี 1 (ก่อนให้สารตวัอยา่ง) 8 และ 15 (เม่ือส้ินสุดการ
ทดลอง) หรือภายหลงัจากหนูทดลองตายในระหว่างท่ีทาํการทดลอง การเปล่ียนแปลงของนํ้ าหนกัถูก
บนัทึกและคาํนวณ   สาํหรับวนัสุดทา้ยของการทดลอง หนูทดลองท่ียงัมีชีวิตอยูถู่กบนัทึกนํ้ าหนกั และ
ฆ่าโดยการอดัก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2 asphyxiation)   คาํนวณการเพ่ิมข้ึนของนํ้ าหนกัตวัเฉล่ีย 
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(mean body weight gain) ของหนูทดลองในกลุ่มทดลองเพ่ือเปรียบเทียบกบักรณีของหนูทดลองในกลุ่ม
ควบคุม  

 
3.2.3.2  การตรวจสอบช้ินเนือ้ 

หนูทดลองทั้งหมด (ทั้งท่ียงัมีชีวิตรอดเม่ือส้ินสุดการทดลอง และท่ีตายในระหว่าการทดลอง) 
ถูกนาํมาตรวจสอบช้ินเน้ือ    

 
3.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัผ่านทางปากในสัตว์ทดลองทาํโดยใช้หนูวิสตาร์ และ
ทดสอบกบัสารตวัอย่างอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 4 ชนิด ซ่ึงสารตวัอยา่ง 3 ชนิดอยูใ่นรูปดิสเพอร์สชัน่
ในนํ้ากลัน่ ไดแ้ก่ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และไคโตซานนาโนสเฟียร์ สาํหรับสารตวัอยา่งออลิ
โกไคโตซานอยูใ่นรูปสารละลาย (ในตวัทาํละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 1 %v/v) เน่ืองจากสารดงักล่าวไม่
สามารถกระจายตวัในนํ้า)    

จากผลการทดลองท่ีมีการให้สารตวัอย่างไคตินวิสเกอร์ และไคโตซานวิสเกอร์ ผ่านทางปาก
ของหนูทดลองพบว่าหนูทดลองทุกตวัมีลกัษณะปกติและรอดชีวิตเม่ือส้ินสุดการทดลอง ดงัจะเห็นได้
จากอตัราการตายเป็นศูนย ์(ตารางท่ี 3.1 และ 3.2) และพบว่าค่าเฉล่ียของการเพิ่มข้ึนของนํ้ าหนกัตวัของ
หนูทดลองในกลุ่มทดลองนอ้ยกว่ากรณีของหนูทดลองในกลุ่มควบคุมอยา่งเห็นไดช้ดั เม่ือใหส้ารไคติน
วิสเกอร์ในปริมาณ 2,000 และ 15,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้ าหนกัตวั (ตารางท่ี 3.1)  สาํหรับไคโตซาน
วิสเกอร์ พบว่าค่าเฉล่ียของการเพิ่มข้ึนของนํ้ าหนกัตวัของหนูทดลองเพศผูใ้นกลุ่มทดลองนอ้ยกว่ากรณี
ของหนูทดลองในกลุ่มควบคุมอยา่งชดัเจน เม่ือใหส้ารไคโตซานวิสเกอร์ในปริมาณ 15,000 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมนํ้ าหนกัตวั (ตารางท่ี 3.2)   นอกจากน้ีจากการตรวจสอบซากหนูท่ีรอดชีวิตทั้งหมดพบว่าไม่มี
การฟกชํ้าของช้ินเน้ือ (ตารางท่ี 3.1 และ 3.2)   ดงันั้นจากการทดลองสามารถสรุปไดส้ารไคตินวิสเกอร์
และไคโตซานวิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้ า) มีค่า LD50 มากกว่า 15,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้ าหนกัตวั
หนูวิสตา้ร์ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย 

สาํหรับกรณีของไคโตซานนาโนสเฟียร์ พบว่าหนูทดลองมีลกัษณะปกติ แต่ในวนัท่ี 8 ค่าเฉล่ีย
ของการเพ่ิมข้ึนของนํ้าหนกัตวัของหนูทดลองเพศผูใ้นกลุ่มทดลองนอ้ยกว่ากรณีของหนูทดลองเพศผูใ้น
กลุ่มควบคุมอยา่งชดัเจน และผลดงักล่าวน้ีก็เกิดข้ึนกบัหนูทดลองเพศเมียในวนัท่ี 15   หรือกล่าวอีกนยั
หน่ึงอตัราการเจริญเติบโตของหนูทดลองในกลุ่มทดลองลดลงในวนัท่ี 8 และ 15 สาํหรับหนูทดลองเพศ
ผูแ้ละเพศเมีย ตามลาํดบั อยา่งไรก็ตามหนูทดลองทุกตวัมีชีวิตรอดจนถึงวนัส้ินสุดการทดลอง และจาก
การตรวจสอบซากหนูท่ีรอดชีวิตทั้งหมดพบว่าไม่มีการฟกชํ้าของช้ินเน้ือ ดงันั้นจากการทดลองสามารถ
สรุปไดว้่าสารไคโตซานนาโนสเฟียร์ (กระจายตวัในนํ้ า) มีค่า LD50 มากกว่า 15,000 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมนํ้าหนกัตวัหนูวิสตา้ร์ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย (ตารางท่ี 3.3) 
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สําหรับกรณีของออลิโกไคโตซานพบว่าหนูทดลองทุกตวัมีลกัษณะปกติและรอดชีวิตเม่ือ
ส้ินสุดการทดลองและค่าเฉล่ียของการเพ่ิมข้ึนของนํ้ าหนักตวัของหนูทดลองทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียใน
วนัท่ี 8 และ 15 แทบไม่ต่างกนั เม่ือเปรียบเทียบกบักรณีของหนูทดลองในกลุ่มควบคุม นอกจากน้ีจาก
การตรวจสอบซากหนูท่ีรอดชีวิตทั้งหมดพบว่าไม่มีการฟกชํ้ าของช้ินเน้ือ อย่างไรก็ตามปริมาณสูงสุด
ของสารออลิโกไคโตซานท่ีใชใ้นการทดสอบถูกจาํกดัเพียง 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้ าหนกัตวัหนู 
ทั้งน้ีเน่ืองจากขอ้จาํกัดด้านการละลาย ดังนั้นจากการทดลองสามารถสรุปได้ว่าออลิโกไคโตซาน 
(ละลายในสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 1 %v/v) มีค่า LD50 มากกว่า 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
นํ้าหนกัตวัหนูวิสตา้ร์ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย (ตารางท่ี 3.4) 
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ตารางที ่3.1  นํ้าหนกัตวัในระหวา่งการทดลอง การเพิ่มขึ้นของนํ้าหนกัตวัเฉลี่ย การตรวจสอบชิ้นเนื้อเมื่อสิ้นสุดการทดลอง และอตัราการตายของหนูทดลองในกลุ่ม
ควบคุม และกลุ่มทดลอง เมื่อสารตวัอยา่งที่ใชท้ดสอบเป็นไคตินวิสเกอร์ 

Treatment/Dose Sex 
Body weight (g) bMean of body weight gain (g) Gross pathological 

finding 
dMortality rate aDay 1 Day 8 Day 15 Day 8 Day 15 

Control group 
“Distilled water” 

at the equivolume as 
the treatment group 

Male 

220 278 307 

58.40  2.22 90.80  3.10 

Normal 

0/5 
249 311 348 Normal 
241 291 322 Normal 
242 302 335 Normal 
232 294 326 Normal 

Female 
 

184 221 242 

28.40  5.46 52.00  4.46 

Normal 

0/5 
195 225 246 Normal 
188 203 235 Normal 
200 243 265 Normal 
199 216 238 Normal 

Treatment group 
“Chitin whisker 

(suspension in water)” 
2,000 mg/kg body weight 

Male 

237 291 311 

53.00  7.40 c76.60  8.10 

Normal 

0/5 
242 275 291 Normal 
231 297 317 Normal 
240 312 338 Normal 
222 262 298 Normal 

Female 
 

199 232 245 

30.00  1.64 c41.00  4.19 

Normal 

0/5 
179 213 233 Normal 
188 218 223 Normal 
195 223 235 Normal 
185 210 215 Normal 

Treatment group 
“Chitin whisker 

(suspension in water)” 
15,000 mg/kg body weight 

Male 

226 311 338 

58.00  7.07 c78.20  8.98 

Normal 

0/5 
220 267 287 Normal 
230 276 290 Normal 
232 289 310 Normal 
235 290 309 Normal 

Female 
 

185 204 224 

25.20  2.17 45.20  4.00 

Normal 

0/5 
182 212 240 Normal 
191 213 228 Normal 
195 225 246 Normal 
190 215 231 Normal 

a Recorded as initial body weight of rats after 16- hr overnight fasting time. 
b Data shown in the table are mean  SEM. 
c Statistically significant difference (Student’s t-Test) at 95 % confidential level. 
d Number of dead rats/number of rats tested. 
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ตารางที ่3.2  นํ้าหนกัตวัในระหวา่งการทดลอง การเพิ่มขึ้นของนํ้าหนกัตวัเฉลี่ย การตรวจสอบชิ้นเนื้อเมื่อสิ้นสุดการทดลอง และอตัราการตายของหนูทดลองในกลุ่ม
ควบคุม และกลุ่มทดลอง เมื่อสารตวัอยา่งที่ใชท้ดสอบเป็นไคโตซานวิสเกอร์ 

Treatment/Dose Sex 
Body weight (g) bMean of body weight gain (g) Gross pathological 

finding 
dMortality rate aDay 1 Day 8 Day 15 Day 8 Day 15 

Control group 
“Distilled water” 

at the equivolume as 
the treatment group 

Male 

246 310 341 

59.80  5.04 88.80  5.59 

Normal 

0/5 
244 311 342 Normal 
245 286 312 Normal 
240 309 334 Normal 
262 320 352 Normal 

Female 
 

192 211 234 

19.81  2.08 41.60  1.69 

Normal 

0/5 
209 221 244 Normal 
184 207 228 Normal 
182 205 226 Normal 
204 226 247 Normal 

Treatment group 
“Chitosan whisker 

(suspension in water)” 
2,000 mg/kg body weight 

Male 

251 321 344 

66.80  1.35 88.20  1.35 

Normal 

0/5 
241 305 328 Normal 
244 310 331 Normal 
257 327 346 Normal 
240 304 325 Normal 

Female 
 

189 216 234 

25.00  3.77 44.80  3.41 

Normal 

0/5 
197 211 230 Normal 
209 244 261 Normal 
204 223 247 Normal 
202 232 253 Normal 

Treatment group 
“Chitosan whisker 

(suspension in water)” 
15,000 mg/kg body weight 

Male 

246 283 314 

c46.40  2.44 c76.00  2.30 

Normal 

0/5 
257 306 335 Normal 
252 303 334 Normal 
253 301 330 Normal 
246 293 321 Normal 

Female 
 

164 185 216 

25.00  2.60 46.40  2.58 

Normal 

0/5 
211 232 251 Normal 
195 230 248 Normal 
192 217 236 Normal 
187 210 230 Normal 

a Recorded as initial body weight of rats after 16- hr overnight fasting time. 
b Data shown in the table are mean  SEM. 
c Statistically significant difference (Student’s t-Test) at 95 % confidential level. 
d Number of dead rats/number of rats tested. 
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ตารางที ่3.3  นํ้าหนกัตวัในระหวา่งการทดลอง การเพิ่มขึ้นของนํ้าหนกัตวัเฉลี่ย การตรวจสอบชิ้นเนื้อเมื่อสิ้นสุดการทดลอง และอตัราการตายของหนูทดลองในกลุ่ม
ควบคุม และกลุ่มทดลอง เมื่อสารตวัอยา่งที่ใชท้ดสอบเป็นไคโตซานนาโนสเฟียร์ 

Treatment/Dose Sex 
Body weight (g) bMean of body weight gain (g) Gross pathological 

finding 
dMortality rate aDay 1 Day 8 Day 15 Day 8 Day 15 

Control group 
“Distilled water” 

at the equivolume as 
the treatment group 

Male 

262 284 352 

23.00  1.34 75.80  3.83 

Normal 

0/5 
229 257 298 Normal 
243 265 312 Normal 
231 254 306 Normal 
248 268 324 Normal 

Female 
 

196 215 242 

21.20  0.58 52.40  2.58 

Normal 

0/5 
202 224 261 Normal 
194 216 243 Normal 
190 212 240 Normal 
205 226 263 Normal 

Treatment group 
“Chitosan nanosphere 
(suspension in water)” 

2,000 mg/kg body weight 

Male 

245 268 322 

c20.00  1.41 79.60  3.61 

Normal 

0/5 
228 247 316 Normal 
248 269 330 Normal 
250 272 334 Normal 
279 294 346 Normal 

Female 
 

196 215 236 

20.00  1.46 c43.00  2.55 

Normal 

0/5 
175 201 228 Normal 
195 213 237 Normal 
196 215 237 Normal 
186 208 225 Normal 

Treatment group 
“Chitosan nanosphere 
(suspension in water)” 

15,000 mg/kg body weight 

Male 

234 257 326 

c20.00  1.34 98.40  2.90 

Normal 

0/5 
247 268 354 Normal 
249 269 348 Normal 
250 271 352 Normal 
238 253 330 Normal 

Female 
 

197 216 242 

20.80  1.07 c48.20  0.97 

Normal 

0/5 
196 217 244 Normal 
213 231 262 Normal 
180 202 231 Normal 
194 218 242 Normal 

a Recorded as initial body weight of rats after 16- hr overnight fasting time. 
b Data shown in the table are mean  SEM. 
c Statistically significant difference (Student’s t-Test) at 95 % confidential level. 
d Number of dead rats/number of rats tested. 
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ตารางที ่3.4  นํ้าหนกัตวัในระหวา่งการทดลอง การเพิ่มขึ้นของนํ้าหนกัตวัเฉลี่ย การตรวจสอบชิ้นเนื้อเมื่อสิ้นสุดการทดลอง และอตัราการตายของหนูทดลองในกลุ่ม
ควบคุม และกลุ่มทดลอง เมื่อสารตวัอยา่งที่ใชท้ดสอบเป็นออลิโกไคโตซาน 

Treatment/Dose Sex 
Body weight (g) bMean of body weight gain (g) Gross pathological 

finding 
cMortality rate aDay 1 Day 8 Day 15 Day 8 Day 15 

Control group 
“1% v/v acetic acid in 

water” 
at the equivolume as 
the treatment group 

Male 

249 265 331 

20.20  1.74 82.60  6.93 

Normal 

0/5 
244 262 314 Normal 

261 287 352 Normal 

250 272 354 Normal 

244 263 310 Normal 

Female 
 

194 216 230 

18.00  1.92 34.80  2.51 

Normal 

0/5 
190 210 229 Normal 

218 229 243 Normal 

198 215 234 Normal 

188 208 226 Normal 

Treatment group 
“Oligochitosan 

(in 1% v/v acetic acid in 
water)” 

2,000 mg/kg body weight 

Male 

230 253 331 

23.00  0.55 87.80  4.32 

Normal 

0/5 
230 254 317 Normal 

252 273 328 Normal 

245 268 338 Normal 

242 266 324 Normal 

Female 
 

195 214 235 

19.40  0.98 38.80  1.20 

Normal 

0/5 
190 210 230 Normal 

191 213 231 Normal 

218 234 252 Normal 

201 221 241 Normal 
Treatment group 

“Oligochitosan 
(in 1% v/v acetic acid in 

water)” 
15,000 mg/kg body weight 

No test due to the solubility limitation 

a Recorded as initial body weight of rats after 16- hr overnight fasting time. 
b Data shown in the table are mean  SEM. 
c Number of dead rats/number of rats tested. 
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3.4 สรุปผลการทดลอง 
จากการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัผา่นทางปากในสัตวท์ดลอง (หนูวิสตา้ร์) ของอนุพนัธ์

ไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 ชนิด พบว่าไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และไคโตซานนาโนสเฟียร์ แสดง
ค่า LD50 สูงกว่า 15,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้ าหนกัตวัหนู สาํหรับออลิโกไคโตซานแสดงค่า LD50 สูง
กว่า 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้ าหนกัตวัหนู และไม่พบหนูตายในระหว่างการทดลอง รวมทั้งความ
ผดิปกติของช้ินเน้ือเม่ือส้ินสุดการทดลอง ช้ีให้เห็นว่าสารตวัอยา่งอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 ชนิดมี
ความปลอดภยั สามารถบริโภคได ้และสามารถนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและยาได ้   
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บทที ่4 
การทดสอบความเป็นพษิของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในเซลล์ทดลองจากเนือ้เยือ่ประสาน 

Cytotoxicity test of chitin-chitosan derivatives in Mesenchymal cells  
 

4.1 บทนํา 
ไคติน-ไคโตซานเป็นสารท่ีพบไดใ้นสัตวจ์าํพวก กุง้ ปู และหมึก ประกอบดว้ยอนุพนัธ์ของ

นํ้าตาลกลูโคส ท่ีมีธาตุไนโตรเจนเกาะอยูภ่ายในโมเลกลุ และมีสมบติัพื้นฐานท่ีเก่ียวกบัการเขา้กนัไดก้บั
เซลลข์องส่ิงมีชีวิต (biocompatibility)1 ไม่เป็นพิษหรืออนัตราย (low toxicity)2 เป็นสารท่ีมีส่วนร่วมใน
กิจกรรมทางชีวภาพ (bioactivity)3  สารไคตินและไคโตซานสามารถนํามาประยุกต์ใช้ทางการ
เกษตรกรรม อุตสาหกรรม อาหารและเคร่ืองด่ืม เคร่ืองสาํอางตลอดจนนาํมาใชเ้ป็นส่วนผสมสาํหรับยา
และเภสัชกรรม  ทางการแพทยมี์การนาํสารไคติน-ไคโตซานมาใชเ้ป็นสารตา้นจุลชีพ4 สารช่วยสมาน
แผลในการใชท้าํเป็นวสัดุปิดแผล4 รวมทั้งเป็นอาหารเสริมบางชนิด5  เม่ือนาํไคตินและไคโตซานมา
พฒันาโดยการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีและทางกายภาพ ทาํใหไ้ดอ้นุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานหลาย
ชนิด เช่น ออลิโกไคโตซาน ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และไคโตซานนาโนสเฟียร์  ซ่ึงอาจมี
โครงสร้างและคุณสมบติัทางเคมี รวมทั้งทางชีวภาพท่ีแตกต่างกนั  จากการทบทวนวรรณกรรมท่ีผา่นมา
พบว่าการรายงานเก่ียวกบัการทดสอบความเป็นพิษของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานดงักล่าว มีนอ้ยมาก
และไม่เพียงพอสําหรับเป็นขอ้มูลพื้นฐานก่อนนาํมาใชใ้นมนุษย ์ ดว้ยเหตุผลดงักล่าว คณะวิจยัจึงได้
ศึกษาคุณสมบติัพื้นฐานในการเขา้กนัไดก้บัเซลลข์องส่ิงมีชีวิต เพื่อใหท้ราบถึงปริมาณหรือความเขม้ขน้
ของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีสามารถใชก้บัส่ิงมีชีวิตไดโ้ดยไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษหรืออนัตรายต่อ
เซลลข์องส่ิงมีชีวิต และจาํเป็นตอ้งมีการศึกษาในเซลลท์ดลองของมนุษย ์

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) ของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานทั้ ง 4 ชนิด 
ได้แก่ ออลิโกไคโตซาน (ละลายในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%)  ไคตินวิสเกอร์  ไคโตซาน
วิสเกอร์ และไคโตซานนาโนสเฟียร์นั้น สามารถทาํไดโ้ดยการนาํอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานไปลงใน
เซลลท่ี์ไดจ้ากเน้ือเยือ่ประสาน 2 ชนิด คือ human chorionic derived stem cells (CSCs) และ human 
periosteum derived stem cells (POCs)  จากนั้นตรวจวิเคราะห์จาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอด (cell viability) 
ดว้ยวิธี MTT assay (2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) ซ่ึงเป็นการ
ยอ้มเซลลด์ว้ย tetrazolium dyes  เซลลท่ี์มีชีวิตรอดจะติดสี tetrazolium dyes บริเวณไมโตคอนเดรีย 
หลงัจากนั้นนบัจาํนวนเซลลท่ี์ไดรั้บสารอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานเปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บสาร
ดงักล่าว  แลว้คาํนวณเป็นร้อยละของจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอด (% cell viability)      
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4.2 วธีิการทดลอง 
4.2.1 การเพาะเลีย้งเซลล์ 
 นาํเซลล ์human Chorionic derived Stem Cells (CSCs) และเซลล ์human Periosteal derived 
Stem Cells (POCs) มาเพาะเล้ียงในนํ้ าเล้ียงเซลลช์นิด alpha minimum essential medium (-MEM) ซ่ึง
ประกอบดว้ย L-Glutamine, ribonucleoside, deoxyribonucleoside, Penicillin (100 unit/mL) และ
Streptomycin (100 g/mL)  ท่ีผสมกบั Fetal Bovine Serum (FBS, 10%)  การเล้ียงทาํในตูอ้บเล้ียงเซลล์
ท่ีอุณหภูมิ 37 °C และปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ท่ากบั 5% 

 
4.2.2 การวิเคราะห์ระดับความเป็นพิษของอนุพันธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ ต่อเซลล์ Chorionic 
derived Stem Cells (CSCs cell cytotoxicity) 

การทดสอบระดบัความเป็นพิษต่อเซลลข์องอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ออลิโก
ไคโตซาน (ละลายในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%)  ไคตินวิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้ า)  ไคโตซาน
วิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้า) และไคโตซานนาโนสเฟียร์ (กระจายตวัในนํ้ า)  ทาํโดยนาํสารตวัอยา่งในรูป
ของสารละลายหรือดิสเพอร์ชนัมาเล้ียงร่วมกบัเซลล ์CSCs ซ่ึงเพาะเล้ียงอยูใ่น tissue culture flask ท่ีมีนํ้ า
เพาะเล้ียงเซลลช์นิด -MEM ท่ีผสมกบั FBS (10%)   การทดลองเร่ิมจากการลอกเซลล ์(trypsinization) 
CSCs ออกจากพ้ืน flask โดยใช ้Trypsin (0.25%)/EDTA (10 mM) แลว้ป่ันเพื่อให้เซลลต์กตะกอน 
(centrifugation)  จากนั้นดูดเอานํ้ าเล้ียงเซลล์เก่าออก แลว้ใส่นํ้ าเล้ียงเซลล์ใหม่ แลว้นําเซลล์ท่ีได้มา
เพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม (6 well plate) ใหมี้ความหนาแน่นของเซลลห์ลุมละ 1×105 เซลล ์ แลว้นาํ
สารละลายหรือดิสเพอร์ชนัของตวัอยา่งทั้ง 4 ชนิดมาทดสอบความเป็นพิษโดยใส่ลงไปในเซลล ์CSCs 
ดว้ยความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั 5 ระดบั คือ 4, 20, 100, 250 และ 500 g/mL  และใชเ้ซลล ์CSCs ท่ี
ไม่ได้เติมสารตัวอย่างข้างต้น (untreated) เป็นกลุ่มควบคุมสําหรับเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีได้รับ
สารละลายหรือดิสเพอร์ชนัของสารตวัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ  เล้ียงเซลลเ์ป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง 
จากนั้นนบัจาํนวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวิต โดยดูดนํ้ าเพาะเล้ียงเซลลเ์ก่าออกแลว้ยอ้มเซลลด์ว้ย MTT solution ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 1 mg/mL  แลว้นาํไปส่องกลอ้งจุลทรรศน์เพื่อนบัจาํนวนเซลลท่ี์ติดสี โดยใช้
กาํลงัขยาย 4X จาํนวน 10 Power Field  และคาํนวณหา % cell viability ดงัสูตร 

 
 % cell viability = จาํนวนเซลลท่ี์ไดรั้บสารตวัอยา่งท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ x 100 
                 จาํนวนเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บสารตวัอยา่ง 
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4.2.3 การวิเคราะห์ระดับความเป็นพิษของอนุพันธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ ต่อเซลล์ Periosteal 
derived Stem Cells (POCs cell cytotoxicity) 
 การทดสอบระดบัความเป็นพิษต่อเซลลข์องอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ออลิโก
ไคโตซาน (ละลายในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%)  ไคตินวิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้ า)  ไคโตซาน
วิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้า) และไคโตซานนาโนสเฟียร์ (กระจายตวัในนํ้ า)  ทาํโดยนาํสารตวัอยา่งในรูป
ของสารละลายหรือดิสเพอร์ชนัมาเล้ียงร่วมกบัเซลล ์POCs ซ่ึงเพาะเล้ียงอยูใ่น tissue culture flask ท่ีมีนํ้ า
เพาะเล้ียงเซลลช์นิด -MEM ท่ีผสมกบั FBS (10%)   การทดลองเร่ิมจากการลอกเซลล ์(trypsinization) 
POCs ออกจากพื้น flask โดยใช ้Trypsin (0.25%)/EDTA (10 mM) แลว้ป่ันเพื่อใหเ้ซลลต์กตะกอน 
(centrifugation)  จากนั้นดูดเอานํ้ าเล้ียงเซลล์เก่าออก แลว้ใส่นํ้ าเล้ียงเซลล์ใหม่ แลว้นําเซลล์ท่ีได้มา
เพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม (6 well plate) ใหมี้ความหนาแน่นของเซลลห์ลุมละ 1×105 เซลล ์ แลว้นาํ
สารละลายหรือดิสเพอร์ชนัของตวัอยา่งทั้ง 4 ชนิดมาทดสอบความเป็นพิษโดยใส่ลงไปในเซลล ์POCs 
ดว้ยความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั 5 ระดบั คือ 4, 20, 100, 250 และ 500 g/mL  และใชเ้ซลล ์POCs ท่ี
ไม่ได้เติมสารตัวอย่างข้างต้น (untreated) เป็นกลุ่มควบคุมสําหรับเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีได้รับ
สารละลายหรือดิสเพอร์ชนัของสารตวัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ  เล้ียงเซลลเ์ป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง 
จากนั้นนบัจาํนวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวิต โดยดูดนํ้ าเพาะเล้ียงเซลลเ์ก่าออกแลว้ยอ้มเซลลด์ว้ย MTT solution ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 1 mg/mL  แลว้นาํไปส่องกลอ้งจุลทรรศน์เพื่อนบัจาํนวนเซลลท่ี์ติดสี โดยใช้
กาํลงัขยาย 4X จาํนวน 10 Power Field  และคาํนวณหา % cell viability ดงัสูตร 

 
 % cell viability =  จาํนวนเซลลท่ี์ไดรั้บสารตวัอยา่งท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ x 100 
                 จาํนวนเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บสารตวัอยา่ง 

 
4.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
4.3.1 ระดับความเป็นพิษของอนุพันธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ ต่อเซลล์ Chorionic derived Stem 
Cells (CSCs cell cytotoxicity) 

ในการทดลองน้ี เซลล ์CSCs ไดรั้บสารละลายออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติก
เขม้ขน้ 1%) ท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL หลงัจากเพาะเล้ียงนาน 24 ชัว่โมง 
จึงทาํการยอ้มเซลลด์ว้ยวิธี MTT และนบัจาํนวนเซลลท่ี์ติดสีผ่านกลอ้งจุลทรรศน์ จาํนวน 10 Power 
Field  จากผลการทดลองพบว่าสารออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์CSCs ได ้ดงัจะเห็นไดจ้ากการลดลงอยา่งชดัเจนของจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอด
เม่ือความเขม้ขน้ของสารละลายออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) เพิ่มข้ึน ซ่ึง
ความสมัพนัธ์ดงักล่าวเป็นลกัษณะ Dose-Dependent Response   นอกจากน้ียงัพบวา่ % cell viability  
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ของเซลล ์CSCs ท่ีไดรั้บสารละลายออลิโกไคโตซานท่ีความเขม้ขน้ 4, 20, 100, 250 และ 500 
g/mL ท่ีไดจ้ากการคาํนวณเท่ากบั 82.96%, 74.10%, 58.73%, 63.58% และ 46.55% ตามลาํดบั และค่า 
IC50 ของสารละลายออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) อยูท่ี่ความเขม้ขน้ประมาณ
ตั้งแต่ 500 g/ml เป็นตน้ไป (รูปท่ี 4.1) 
 

 
 

รูปที่ 4.1  ผลของออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
ต่อจาํนวนเซลล ์CSCs ท่ีมีชีวิตรอดหลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความ
หนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 เซลล/์หลุม 
 

ในการทดสอบระดบั Cytotoxicity ของไคตินวิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้ า) ท่ีมีต่อเซลล ์CSCs ได้
ใชค้วามเขม้ขน้ของดิสเพอร์ชนัของไคตินวิสเกอร์ท่ีแตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL  จากผลการ
ทดลองท่ีไดพ้บว่าจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอดมีจาํนวนลดลงตามความเขม้ขน้ของไคตินวิสเกอร์ท่ีเพ่ิมข้ึน
อยา่งชดัเจนในลกัษณะ Dose-Dependent Response ช้ีให้เห็นว่าไคตินวิสเกอร์สามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเซลล ์CSCs ได ้  % cell viability ของเซลล ์CSCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคตินวิสเกอร์ท่ีความ
เขม้ขน้ 4, 20, 100, 250 และ 500 g/mL มีค่าเท่ากบั 85.58%, 76.23%, 53.99%, 54.80% และ 60.57% 
ตามลาํดบั  โดยเซลล ์CSCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคตินวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 100 g/mL มี
จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิตนอ้ยท่ีสุด (รูปท่ี 4.2) 
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รูปที่ 4.2  ผลของไคตินวิสเกอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์CSCs ท่ีมีชีวิตรอดหลงัจาก
เพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 เซลล/์
หลุม 
 

สาํหรับการทดสอบระดบั Cytotoxicity ของไคโตซานวิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้ า) ท่ีมีต่อเซลล ์
CSCs ก็ใชค้วามเขม้ขน้แตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL  จากการนบัจาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต
ภายหลงัการเพาะเล้ียงกบัดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์นาน 24 ชัว่โมง พบว่าจาํนวนเซลลท่ี์รอด
ชีวิตลดลงอย่างชดัเจนเม่ือความเขม้ขน้ของดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์เพิ่มข้ึน ซ่ึงเป็นลกัษณะ 
Dose-Dependent Response  แสดงใหเ้ห็นว่าไคโตซานวิสเกอร์สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์CSCs 
ได ้  ค่า % cell viability ของเซลล ์CSCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์ท่ีความเขม้ขน้ 4, 20, 
100, 250 และ 500 g/mL เท่ากบั 87.42%, 88.49%, 72.69%, 64.29% และ 46.62% ตามลาํดบั  และยงั
พบวา่ IC50 ของดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์มีค่าประมาณตั้งแต่ 500 g/mL เป็นตน้ไป (รูปท่ี 4.3)  

ระดบั Cytotoxicity ของไคโตซานนาโนสเฟียร์ (กระจายตวัในนํ้ า) ท่ีมีต่อเซลล ์CSCs ทดสอบ
โดยใชค้วามเขม้ขน้แตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL  จากผลการนบัจาํนวนเซลลท่ี์ผา่นการยอ้ม
ดว้ย MTT solution โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าไคโตซานนาโนสเฟียร์สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เซลล ์CSCs ได ้ดงัจะเห็นไดจ้ากจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอดมีจาํนวนลดลงตามความเขม้ขน้ของไคโตซาน
นาโนสเฟียร์ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งชดัเจนในลกัษณะ Dose-Dependent Response   ค่า % cell viability ของเซลล ์
CSCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคโตซานนาโนสเฟียร์ท่ีความเขม้ขน้ 4, 20, 100, 250 และ 500 g/mL 
เท่ากบั 92.17%, 81.23%, 59.87%, 50.12% และ 44.70% ตามลาํดบั  ค่า IC50 ของไคโตซานนาโนสเฟียร์
อยูท่ี่ความเขม้ขน้ประมาณตั้งแต่ 250 g/mL เป็นตน้ไป  โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 500 g/mL 
ใหจ้าํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิตนอ้ยท่ีสุด (รูปท่ี 4.4) 
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รูปที่ 4.3  ผลของไคโตซานวิสเกอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์CSCs ท่ีมีชีวิตรอด
หลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 

เซลล/์หลุม 
 

 
 

รูปที่ 4.4  ผลของไคโตซานนาโนสเฟียร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์CSCs ท่ีมีชีวิตรอด
หลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 

เซลล/์หลุม 
 

IC50 level line 
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4.3.2 ระดับความเป็นพษิของอนุพันธ์ไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ ต่อเซลล์ Periosteal derived Stem 
Cells (POCs cell cytotoxicity) 

ในการทดลองน้ี เซลล ์POCs ไดรั้บสารละลายออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติก
เขม้ขน้ 1%) ท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL หลงัจากเพาะเล้ียงนาน 24 ชัว่โมง 
จึงทาํการยอ้มเซลลด์ว้ยวิธี MTT และนบัจาํนวนเซลลท่ี์ติดสีผ่านกลอ้งจุลทรรศน์ จาํนวน 10 Power 
Field  จากผลการทดลองพบว่าสารออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์POCs ได ้ดงัจะเห็นไดจ้ากการลดลงอยา่งชดัเจนของจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอด
เม่ือความเขม้ขน้ของสารละลายออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) เพิ่มข้ึน ซ่ึง
ความสัมพนัธ์ดงักล่าวเป็นลกัษณะ Dose-Dependent Response   นอกจากน้ียงัพบว่า % cell viability 
ของเซลล ์POCs ท่ีไดรั้บสารละลายออลิโกไคโตซานท่ีความเขม้ขน้ 4, 20, 100, 250 และ 500 g/mL มี
ค่าเท่ากบั 88.31%, 74.71%, 70.27%, 66.71% และ 27.23% ตามลาํดบั และค่า IC50 ของสารละลายออลิ
โกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) อยูท่ี่ความเขม้ขน้ระหว่าง 250- 500 g/ml (รูปท่ี 
4.5) 

 

 
 

รูปที่ 4.5  ผลของออลิโกไคโตซาน (ในสารละลายกรดแลคติกเขม้ขน้ 1%) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
ต่อจาํนวนเซลล ์POCs ท่ีมีชีวิตรอดหลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความ
หนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 เซลล/์หลุม 
 

ในการทดสอบระดบั Cytotoxicity ของไคตินวิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้ า) ท่ีมีต่อเซลล ์POCs ได้
ใชค้วามเขม้ขน้ของดิสเพอร์ชนัของไคตินวิสเกอร์ท่ีแตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL  จากผลการ
ทดลองท่ีไดพ้บว่าจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอดมีจาํนวนลดลงตามความเขม้ขน้ของไคตินวิสเกอร์ท่ีเพ่ิมข้ึน
อยา่งชดัเจนในลกัษณะ Dose-Dependent Response ช้ีให้เห็นว่าไคตินวิสเกอร์สามารถยบัย ั้งการเจริญ
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ของเซลล ์POCs ได ้  % cell viability ของเซลล ์POCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคตินวิสเกอร์ท่ีความ
เขม้ขน้ 4, 20, 100, 250 และ 500 g/mL มีค่าเท่ากบั 97.83%, 89.71%, 87.60%, 74.46% และ 64.06% 
ตามลาํดบั  โดยเซลล ์POCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคตินวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 500 g/mL มี
จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิตนอ้ยท่ีสุด (รูปท่ี 4.6) 

 

 
 

รูปที่ 4.6 ผลของไคตินวิสเกอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์POCs ท่ีมีชีวิตรอดหลงัจาก
เพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 เซลล/์
หลุม 
 

สาํหรับการทดสอบระดบั Cytotoxicity ของไคโตซานวิสเกอร์ (กระจายตวัในนํ้ า) ท่ีมีต่อเซลล ์
POCs ก็ใชค้วามเขม้ขน้แตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL  จากการนบัจาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต
ภายหลงัการเพาะเล้ียงกบัดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์นาน 24 ชัว่โมง พบว่าจาํนวนเซลลท่ี์รอด
ชีวิตลดลงอย่างชดัเจนเม่ือความเขม้ขน้ของดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์เพิ่มข้ึน ซ่ึงเป็นลกัษณะ 
Dose-Dependent Response  แสดงใหเ้ห็นว่าไคโตซานวิสเกอร์สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์POCs 
ได ้  ค่า % cell viability ของเซลล ์POCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์ท่ีความเขม้ขน้ 4, 20, 
100, 250 และ 500 g/mL เท่ากบั 90.85%, 90.23%, 79.08%, 79.05% และ 58.13% ตามลาํดบั  และยงั
พบว่าเซลล ์ POCs ท่ีรอดชีวิตมีจาํนวนเหลือนอ้ยท่ีสุด เม่ือไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคโตซานวิสเกอร์ท่ี
ความเขม้ขน้เท่ากบั 500 g/mL (รูปท่ี 4.7) 
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รูปที่ 4.7  ผลของไคโตซานวิสเกอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์POCs ท่ีมีชีวิตรอด
หลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 

เซลล/์หลุม 
 

ระดบั Cytotoxicity ของไคโตซานนาโนสเฟียร์ (กระจายตวัในนํ้ า) ท่ีมีต่อเซลล ์POCs ทดสอบ
โดยใชค้วามเขม้ขน้แตกต่างกนัตั้งแต่ 4 จนถึง 500 g/mL  จากผลการนบัจาํนวนเซลลท่ี์ผา่นการยอ้ม
ดว้ย MTT solution โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าไคโตซานนาโนสเฟียร์สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เซลล ์POCs ได ้ดงัจะเห็นไดจ้ากจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอดมีจาํนวนลดลงตามความเขม้ขน้ของไคโตซาน
นาโนสเฟียร์ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งชดัเจนในลกัษณะ Dose-Dependent Response   ค่า % cell viability ของเซลล ์
POCs ท่ีไดรั้บดิสเพอร์ชนัของไคโตซานนาโนสเฟียร์ท่ีความเขม้ขน้ 4, 20, 100, 250 และ 500 g/mL 
เท่ากบั 91.67, 68.70%, 26.22%, 19.29% และ 14.62% ตามลาํดบั  ค่า IC50 ของไคโตซานนาโนสเฟียร์อยู่
ท่ีความเขม้ขน้ระหวา่ง 20-100 g/mL (รูปท่ี 4.8) 
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รูปที่ 4.8 ผลของไคโตซานนาโนสเฟียร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อจาํนวนเซลล ์POCs ท่ีมีชีวิตรอด
หลงัจากเพาะเล้ียงในเพลทท่ีมี 6 หลุม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความหนาแน่นเร่ิมตน้ของเซลลเ์ท่ากบั 1×105 

เซลล/์หลุม 
 
4.4 สรุปผลการทดลอง  
 ความเป็นพิษต่อเซลล ์ CSCs ของสารอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน ซ่ึงพิจารณาจากค่า IC50 และ % 
cell viability สามารถเรียงลาํดบัจากมากไปหานอ้ยไดด้งัน้ี ไคโตซานนาโนสเฟียร์ > ออลิโกไคโตซาน 
> ไคโตซานวิสเกอร์ > ไคตินวิสเกอร์ 
 ความเป็นพิษต่อเซลล ์POCs ของสารอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน ซ่ึงพิจารณาจากค่า IC50 และ % 
cell viability สามารถเรียงลาํดบัจากมากไปหานอ้ยไดด้งัน้ี ไคโตซานนาโนสเฟียร์ > ออลิโกไคโตซาน 
> ไคโตซานวิสเกอร์ > ไคตินวิสเกอร์  
 

Sample 
IC50 (µg/mL)* 

Human Chorionic derived Stem 
Cells (CSCs) 

Human Periosteum derived 
Stem Cells (POCs) 

Chitin whisker - - 
Chitosan nanosphere > 100 > 20 
Oligochitosan > 250 > 250 
Chitosan whisker > 250 - 

* “-” แสดงถึง ไม่พบ IC50 เม่ือความเขม้ขน้ของสารละลาย/ดิสเพอร์ชนัของตวัอยา่งอยูใ่นช่วง 4-500 μg/mL 

 
จากการศึกษาดงักล่าวสรุปไดว้่าสารอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 ชนิด มีความเป็นพิษต่อ

เซลลท์ดลองทั้ง 2 ชนิด ในระดบัตํ่า ถา้เซลลไ์ดรั้บสารอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีมีความเขม้ขน้น้อย
กวา่ 20 μg/mL  
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บทที ่5 
การทดสอบฤทธ์ิการต้านจุลชีพของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน 
Antimicrobial activity test of chitin-chitosan derivatives 

 
5.1 บทนํา 
 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมท่ีมีความหลากหลายและอุดมสมบูรณ์ไปดว้ยทรัพยากร
ทางธรรมชาติ ท่ีเอ้ือต่อการนาํมาแปรรูปเป็นอาหาร  ในบางฤดูกาลทรัพยากรดงักล่าวมีมากเกินความ
ตอ้งการ  จึงจาํเป็นอยา่งยิง่ท่ีตอ้งมีการแปรรูปเพื่อยดือายกุารเก็บรักษา  นอกจากน้ีการปรับปรุงคุณภาพ
อาหารเพ่ือประโยชน์และความปลอดภยัต่อสุขภาพเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีควรคาํนึงถึง  ดงันั้นการใชว้สัดุ
ธรรมชาติท่ีปลอดพิษ อาทิเช่น วสัดุไคติน-ไคโตซาน  เพื่อเป็นสารเติมแต่งคุณค่าและรักษาคุณภาพ
อาหารแทนสารเติมแต่งสงัเคราะห์จึงเป็นแนวทางหน่ึงท่ีควรใหค้วามสาํคญั  ทั้งน้ีวสัดุไคติน-ไคโตซาน  
เป็นสารท่ีมีคุณค่าท่ีไดม้าจากการสกดัเปลือกกุง้ เปลือกปู อนัเป็นวสัดุเหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมอาหาร
ทะเลแช่แขง็และอาหารทะเลแปรรูป ซ่ึงประเทศไทยมีอุตสาหกรรมดงักล่าวมาก เม่ือคาํนึงถึงวตัถุดิบจาก
เปลือกกุง้ ปู หรือแกนปลาหมึกท่ีประเทศไทยมีขอ้ไดเ้ปรียบแลว้ การนาํสารไคติน-ไคโตซาน มาใช้
ประโยชน์ หรือสร้างมูลค่าเพิ่มต่อประเทศ ทั้งระดบัชาติและนานาชาติ จึงเป็นโจทยว์ิจยัท่ีมีความสาํคญั
อยา่งยิง่ในการบูรณาการองคค์วามรู้น้ีใหเ้ป็นประโยชน์ต่อสงัคมอยา่งมากท่ีสุด 
 ในอดีตท่ีผ่านมา ได้มีรายงานการวิจัยเก่ียวกับการนําไคโตซานในรูปของสารละลายมา
ประยกุตใ์ชเ้ป็นสารเติมแต่งและรักษาคุณภาพอาหารในดา้นต่างๆ อาทิเช่น ใชย้บัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นเตา้หู ้
ใชเ้ป็นสารเพ่ิมความใสในนํ้ าผลไม้1 เน่ืองจากไคโตซานชาติเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีมากเป็นอนัดบั
สองรองจากเซลลูโลส (Cellulose) ซ่ึงมีสมบติัพื้นฐานท่ีเก่ียวกบัการเขา้กนัไดก้บัเซลลข์องส่ิงมีชีวิต 
(Biocompatibility)2 ไม่เป็นพิษหรืออนัตราย (Non toxicity)3 เป็นสารท่ีมีส่วนร่วมในกิจกรรมทางชีวภาพ 
(Bioactivity)4 สามารถย่อยสลายหรือถูกขบัออกจากระบบไดเ้องตามธรรมชาติโดยไม่ก่อให้เกิด
ผลขา้งเคียง (Biodegradability)5   

ไคติน-ไคโตซานไดถู้กนาํมาประยกุตใ์ชเ้ป็นสารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร เช่น เช้ือแบคทีเรีย 
และเช้ือรา ดงัแสดงในตารางท่ี 5.1   ไคโตซานสามารถละลายและมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้กว่า
ไคติน เน่ืองจากในสภาวะท่ีเป็นกรด ไคโตซานจะมีจาํนวนประจุบวกของหมู่อะมิโนตรงคาร์บอน
ตาํแหน่งท่ี 2 ของหน่วยกลูโคซามีนมากกว่าไคติน  Chang et al.6 ไดแ้สดงถึงการนาํไคโตซานไปผสม
กบัเตา้หู้ โดยการเตรียมสารละลายไคโตซานในกรดนํ้ าส้ม 5% แลว้นาํไปผสมกบันมถัว่เหลืองท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากงานวิจยัน้ีพบว่า การเติมไคโตซานลงไปในเตา้หู ้
สามารถยดือายกุารเก็บรักษาเตา้หูจ้ากปกติ 5 วนั เป็นนานถึง 7-13 วนั นอกจากน้ียงัรายงานว่าการใชไ้ค
โตซานท่ีมี %DD สูง สามารถช่วยยดือายกุารเก็บรักษาไดน้านกว่าไคโตซานท่ีมี %DD ตํ่า เน่ืองจากไค
โตซานท่ีมี %DD สูงจะ มีจาํนวนประจุบวกมากกว่า ซ่ึงประจุบวกน้ีเองจะทาํหนา้ท่ีไปจบักบัประจุลบ
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ของผนงัเซลลข์องเช้ือจุลินทรีย ์ช่วยยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียไ์ด ้นอกจากน้ีไดมี้รายงาน
เก่ียวกบัการใชไ้คโตซานในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียอี์กมากมาย เช่น Roller and 
Corvill รายงานถึงการผสมไคโตซานลงไปในนํ้าสลดัมายองเนส7 และนํ้าแอปเป้ิล8 เป็นตน้  

ถึงแมว้า่ไคตินและไคโตซานจะมีประสิทธิภาพในการต่อตา้นการเกิดของเช้ือจุลินทรียเ์ป็นอยา่ง
ดี อย่างไรก็ตาม มวลโมเลกุลท่ีสูงและความหนืดท่ีสูงของตวัพอลิเมอร์อาจจะจาํกัดการใช้งานบาง
ประเภท ตวัอยา่งเช่น Young et al.9 ไดร้ายงานถึงการเติมไคโตซานมวลโมเลกุล 30,000 ถึง 120,000 ลง
ไปในไส้กรอก เพื่อยืดอายุการเก็บรักษา ผลการทดลองพบว่า ไคโตซานสามารถต่อตา้นการเกิดของ
เช้ือจุลินทรียไ์ดดี้เท่ากบัการเติม NaNO2 ลงไปในไส้กรอก แต่ปัญหาดา้นความหนืดท่ีสูงของไคโตซาน
ส่งผลกระทบต่อกระบวนการผลิต นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าในลาํไส้ของสัตวส่์วนใหญ่ โดยเฉพาะใน
ร่างกายมนุษย ์ไม่สามารถผลิตเอนไซมจ์าํพวก ไคติเนสและไคโตซาเนส ซ่ึงมีหน้าท่ีในการย่อยสลาย
สายโซ่โมเลกลุของไคตินและไคโตซานโดยตรง ทาํใหร่้างกายมาสามารถยอ่ยสลายไคซานมวลโมเลกุล
สูงและดูดซึมต่อไปได้10 ดงันั้น การใชไ้คโตซานท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่า เช่น ออลิกอไคโตซาน (มวล
โมเลกลุระดบั 103  104 Dalton) จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง  Jo et al.11 รายงานถึงการใชไ้คโตซานท่ีมีมวล
โมเลกุล 5,000 ผสมลงในไส้กรอก แลว้นาํไปเปรียบเทียบกบัไส้กรอกท่ีผลิตดว้ยกรรมวิธีปกติ ผลการ
ทดลองพบว่าการเติมไคโตซานมวลโมเลกุลตํ่าไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของไส้กรอก ซ่ึงไดแ้ก่ สีสัน 
รสชาติ และความเหนียวของไสก้รอก  

ดงันั้นเน้ือหางานวิจยัในบทน้ีจึงเก่ียวขอ้งกบัการศึกษาฤทธ์ิการตา้นแบคทีเรียและเช้ือราชนิด
ต่างๆ ของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 ชนิด ท่ีไดพ้ฒันาข้ึน ไดแ้ก่ ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ 
ไคโตซานนาโนสเฟียร์ และออลิโกไคโตซาน เพื่อเป็นแนวทางในการประยกุตใ์นดา้นต่างๆ ในอนาคต   
และคณะผูว้ิจยัคาดว่าวสัดุดงักล่าวมีความเป็นไปไดใ้นการนาํมาประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร ไม่
วา่จะเป็นทางดา้นการรักษาคุณภาพอาหาร เช่น การยดือายกุารเกบ็รักษา การออกฤทธ์ิตา้นจุลชีพ 

 
5.2 วธีิการทดลอง 
5.2.1 การทดสอบฤทธ์ิการต้านแบคทเีรียและยสีต์ 
 ทาํการศึกษาฤทธ์ิการตา้นแบคทีเรียและยสีต ์โดยดดัแปลงจากวิธีของ Xing et al (2008)12 โดย
นาํตวัอยา่งมาทาํละลายหรือปรับความเขม้ขน้เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 1000 มิลลิกรัมต่อลิตรดว้ย
นํ้ ากลั่น สําหรับไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และไคโตซานนาโนสเฟียร์ และ สารละลาย 
potassium lactate เขม้ขน้ 1% pH 3.6 สาํหรับ ออลิโกไคโตซาน ทาํการเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ต่างๆ 
ในช่วงตั้งแต่ 0-500 ppm ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมสําหรับจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการทดสอบ ซ่ึง
ประกอบดว้ย เช้ือแบคทีเรีย 12 สายพนัธ์ุและยีสต ์1 สายพนัธ์ุ (ดงัแสดงในตารางท่ี 1) ทาํการปิเปต
ตวัอยา่งท่ีได ้130 ไมโครลิตร ผสมกบั inoculum ของเช้ือท่ีทดสอบท่ีมีความเขม้ขน้ของเซลล ์ประมาณ 
108 CFU/ml 20 ไมโครลิตรใน 96 wells microtiter plate นาํไปบ่มเพื่อเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
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สาํหรับจุลิยทรียแ์ต่ละชนิด บนัทึกค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร หลงัจากท่ีบ่ม 24 
ชัว่โมง สาํหรับ Blank ใชน้ํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ หรือสารละลาย potassium lactate เขม้ขน้ต่างๆ จาํนวน 20 
ไมโครลิตร แทนตวัอยา่ง  
 
ตารางที ่5.1  สายพนัธ์ุแบคทีเรียและยสีตท่ี์ใชใ้นการทดสอบ 

สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์ อาหารเล้ียงเช้ือ 
และสภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียง 

ความสาํคญั 

Staphylococcus aureus 
ATCC 6538 (SA) 

TSB,  37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

เป็นแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือทั้งใน
คนและในสตัวเ์ช่น รูขมุขนอกัเสบ  ฝี
หนองบริเวณผวิหนงั สมองอกัเสบ 
กลา้มเน้ือหวัใจอกัเสบ โรคเตา้นมอกัเสบ
ในโคนม เป็นตน้ 

Staphylococcus  aureus 
E181 (E181) 

TSB,  37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างสารพิษท่ี
เรียกวา่เอนเทอโร  ทอกซินซ่ึงทนต่อความ
ร้อน และก่อใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษท่ี
เรียกวา่ Staphylococcal food-borne poisoning 

Bacillus cereus C113 
(BC) 

TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถสร้างสารพิษ เอน
เทอโรทอกซินซ่ึงก่อใหเ้กิดโรคอาหารเป็น
พิษโดยมีอาการทอ้งร่วงถ่ายอุจจาระเป็นนํ้า 
มีอาการปวดและเกร็งท่ีช่องทอ้ง คล่ืนไส้
และอาเจียน ซ่ึงอาจทาํใหเ้สียชีวิตได ้

Escherichia coli 
O157:H7 DMST 12743 
(O157) 

TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

สารพิษประเภทเวอโรทอกซินหรือเวอโร
ไซโตทอกซิน (verotoxin or 
verocytotoxin) ซ่ึงสร้างจากแบคทีเรียน้ีทาํ
ใหเ้กิดอาการท่ีเรียกวา่ Hemorrhagic colitis
หรืออาการเลือดออกในลาํไสห้ากอาการ
รุนแรงจะมีการพฒันาของโรคต่อไปเป็น 
Hemolytic uremic syndrome หรือมี
เลือดออกในทางเดินปัสสาวะเน่ืองจากไต
วายและทาํใหเ้สียชีวิตได ้

Salmonella typhimurium 
DMST 0562 (ST) 

TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 

แบคทีเรียชนิดน้ีทาํใหเ้กิดโรคโรค 
salmonellosis ซ่ึงทาํใหก้ระเพาะอาหารและ
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สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์ อาหารเล้ียงเช้ือ 
และสภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียง 

ความสาํคญั 

เขยา่200 รอบต่อนาที ลาํไสอ้กัเสบโดยมจะมีอาการ
คล่ืนไส ้ อาเจียน  ทอ้งเดิน ปวดศรีษะ  ปวด
ทอ้ง มีไข ้ หนาวสัน่ และอ่อนเพลีย  

Salmonella enteritidis 
DMST 1706 (SE) 

TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

เช้ือแบคทีเรียน้ีสามารถมีชีวิตอยูใ่นรังไข่
และติดเยือ่หุม้ไปกบัไข่และยงัสามารถ
ถ่ายทอดต่อไปในลูกไก่ท่ีมีชีวิตได ้โดยหาก
บริโภคไข่หรือไก่ท่ีปนเป้ือนเช้ือน้ีจะทาํให้
เกิดอาการคล่ืนไส ้อาเจียน ปวดทอ้ง ปวด
ศรีษะ ทอ้งเดิน อ่อนเพลีย ปวดเม่ือยตาม
กลา้มเน้ือ เป็นลม มีไขป้านกลาง มึนงง 
และอาจทาํใหเ้สียชีวิตได ้

Listeria monocytogenes 
ATCC19115 (LM) 

TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

เป็นแบคทีเรียท่ีทาํใหเ้กิดโรค Listeriosis 
ซ่ึงหากติดเช้ือในระหวา่งการตั้งครรภ ์ทาํ
ใหเ้กิดการแทง้ หากติดเช้ือในทารกจะมี
อาการหายใจติดขดั หวัใจเตน้เบา ผวิหนงั 
เปล่ียนเป็นสีนํ้าเงิน เน่ืองจากขาด
อากาศ   อาเจียน ชกั และอุจจาระเป็นเมือก 
หนาวสัน่ มีไข ้คอหอยอกัเสบขั้น
รุนแรง เมด็เลือดขาวแตก  เป็นอนัตรายถึง
ขั้นเสียชีวิต  

Listeria inocua (LI) TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

มีความคลา้ยคลึงกบั Listeria 
monocytogenes เป็นอยา่งมากทั้งในดา้น
สรีระวิทยาและชีวะวิทยา แต่อยา่งไรกต็าม
พบวา่เช้ือ Listeria innocua ไม่ใช่สายพนัธ์ุ
ท่ีก่อใหเ้กิดโรค 

Pseudomonas 
aeruginosa BCC27607 
(PSE) 

TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นเช้ือโรคฉวยโอกาส
และจะมีการติดเช้ือกบัผูท่ี้ภูมิคุม้กนัตํ่าหรือ
ป่วยมากๆ และมกัจะระบาดตาม
โรงพยาบาลต่างๆ ซ่ึงมีผูป่้วยจาํนวนมาก 
โดยจะก่อใหเ้กิดโรคเลือดเป็นพิษเน่ืองจาก
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สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์ อาหารเล้ียงเช้ือ 
และสภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียง 

ความสาํคญั 

ติดเช้ือในกระแสเลือด หรือเยือ่หุม้สมอง
อกัเสบหากติดเช้ือท่ีระบบประสาท
ส่วนกลาง นอกจากน้ียงัสามารถแพร่ใน
อากาศไดจึ้งทาํใหเ้กิดโรคปอดไดอี้กดว้ย 

Lactobacillus plantarum 
BCC 9545 (LP) 

MRS, 30องศาเซลเซียส นาน 
18 ชัว่โมง ไม่เขยา่ 

เช้ือแลคติดแอซิดแบคทีเรียชนิดน้ีส่วน
ใหญ่จะพบในอาหารประเภทเน้ือหรือเน้ือ
หมกัคุณสมบติัเด่นของเช้ือน้ีคือสามารถ
นาํไปใชเ้ป็นตน้เช้ือสาํหรับผลิตอาหาร
ประเภทเน้ือหรือเน้ือหมกัได ้ 

Pediococcus acidilactici 
BCC 9546 (PA) 

MRS, 30องศาเซลเซียส นาน 
18 ชัว่โมง ไม่เขยา่ 

เป็นเช้ือแลคติดแอซิดแบคทีเรียซ่ึงมี
คุณสมบติัในการสร้างกรดไดดี้ดงันั้นจึง
สามารถนาํไปประยกุตใ์ชเ้ป็นตน้เช้ือ
สาํหรับผลิตภณัฑน์มหรือเน้ือหมกัได ้

สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์ อาหารเล้ียงเช้ือ 
และสภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียง 

ความสาํคญั 

Staphylococcus xylosus 
BCC3710 (SX) 

TSB, 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

ใชเ้ป็นตน้เช้ือในการหมกัอาหารประเภท
เน้ือสตัว ์ทาํใหเ้น้ือมีสีแดงตามธรรมชาติ  

Debareomyces hansenii 
BCC9548 (DH) 

YM ,  37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ใหอ้ากาศโดยการ 
เขยา่200 รอบต่อนาที 

เช้ือยสีตส์ายพนัธ์ุน้ีมีคุณสมบติัในการสร้าง
สารในกลุ่มเอสเทอร์ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการ
เกิดกล่ินของผลิตภณัฑด์งันั้นจึงสามารถนาํ
เช้ือน้ีมาผสมในตน้เช้ือเพ่ือพมันากล่ินของ
ผลิตภณัฑน์มหรือเน้ือหมกัได ้

 
5.2.2 การทดสอบฤทธ์ิการต้านเช้ือรา 
5.2.2.1 การเตรียมเช้ือรา  

การทดสอบน้ีใชเ้ช้ือราทั้งหมด 4 ชนิด ไดแ้ก่ Aspergillus niger BCC 17391 Fusarium sp. BCC 
12081 Cladosporium sp. BCC 12229 และ Penicillium sp. BCC 12364 (ตารางท่ี 5.2) ซ่ึงเช้ือราดงักล่าว
ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการเก็บรักษาสายพันธ์ุจุลินทรีย์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ โดยเช้ือราทั้งหมดน้ีไดถู้กเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose agar 



บทท่ี 5 

 

64 

และทาํการบ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีออกซิเจนจนกระทัง่เช้ือราดงักล่าวสร้างสปอร์ (ใช้
เวลาประมาณ 3-7 วนั)  
 
ตารางที ่5.2  สายพนัธ์ุเช้ือราท่ีใชใ้นการทดสอบ 

สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์ ความสาํคญั 
Aspergillus niger BCC 17391 บางชนิดของเช้ือราชนิดน้ีสามารถก่อโรคท่ีเรียกวา่ 

Aspergillosis ซ่ึงเป็นโรคติดเช้ือท่ีปอดซ่ึงทาํใหเ้น้ือเยือ่
ปอดถูกทาํลาย โดยมีสาเหตุเน่ืองมาจากการสูดดมสปอร์
ของเช้ือราชนิดน้ีเขา้ไป  และยงัสามารถก่อใหเ้กิดโรค 
Otomycosis ซ่ึงเป็นการติดเช้ือในระบบหูซ่ึงก่อใหเ้กิด
อาการหูหนวกได ้นอกจากน้ีแลว้บางชนิดยงัพวา่สามารถ
สร้าง Mycotoxin ในกลุ่ม Aflatoxin ได ้ซ่ึงสารน้ีจะเป็น
พิษทาํใหร้ะบบหายใจ ระบบทางเดินอาหาร ระบบ
ประสาท ระบบสืบพนัธ์ุ และระบบภูมิคุม้กนั ถูกทาํลาย 

Fusarium sp. BCC 12081 เช้ือราชนิดน้ีสามารถสร้าง Mycotoxin ในกลุ่ม Fuminosin 
and trichothecenes  เช่น T-2 Toxin และ DON ซ่ึงออก
ฤทธ์ิต่อระบบประสาท ระบบสืบพนัธ์ุ และระบบ
ภูมิคุม้กนั ทาํใหร้ะบบดงักล่าวถูกทาํลาย 

Cladosporium sp. BCC 12229 เป็น airborne fungi ซ่ึงหากสูดดมสปอร์ของราชนิดน้ีเขา้
ไปจะสามารถทาํลายระบบประสาทส่วนกลางหรือระบบ
เลือด รวมถึงระบบทางเดินอาหารได ้

Penicillium sp. BCC 12364 ก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือท่ีเรียกวา่ Penicilliosis ซ่ึงจะทาํ
ใหเ้น่ือเยือ่ปอด ระบบการไดย้นิ ระบบประสาทส่วนกลาง
รวมถึงระบบทางเดินอาหารถูกทาํลายนอกจากนั้นยงั
พบวา่เช้ือราน้ีสามารถสร้าง Mycotoxin 
ชนิด Ochratoxin Aซ่ึงทาํลายระบบประสาทส่วนกลาง
รวมถึงสามารถก่อใหเ้กิดมะเร็งได ้

 
5.2.2.2 การเตรียมสารละลายสปอร์  

การเตรียมสารละลายสปอร์จากเช้ือราทดสอบนั้นเตรียมไดโ้ดยใชส้ารละลาย 0.85% NaCl 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตรเทลงบนจานเพาะเช้ือราท่ีสร้างสปอร์ จากนั้นใชป้ลายไปเปตทาํการขดูเบาๆเพื่อให้
สปอร์หลุดโดยระมดัระวงัอย่าทาํการขูดแรงเพราะจะทาํให้ Mycelium  หลุดติดออกมา  จากนั้นนาํ



บทท่ี 5 

 

65 

สารละลายสปอร์ดงักล่าวกรองผา่นผา้ขาวบางซ่ึงผา่นการฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
เพื่อทาํการกาํจดั Mycelium  สุดทา้ยทาํการนบัจาํนวนของสปอร์ท่ีรวบรวมไดโ้ดยวิธี Viable spore count 
บนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose agar ซ่ึงบ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เป็นเวลา  
24-48 ชม. (ในการนับจาํนวนสปอร์ดว้ยวิธีน้ีตอ้งไม่บ่มเช้ือนานเกินไปเพราะจะทาํให้ไม่สามารถนับ
จาํนวนของสปอร์ท่ีงอกไดเ้น่ืองจาก Mycelium ท่ีงอกนั้นจะเจริญทบักนัจนไม่สามารถแยกโคโลนีออ
กจากกนัได)้ 
 
5.2.2.3 การเตรียมตัวอย่างสําหรับการทดสอบฤทธ์ิการต้านเช้ือรา 

ในการทดสอบน้ีไดท้าํการเตรียมตวัอยา่งไคโตซานทั้งหมด 4 ชนิด ไดแ้ก่ ไคตินวสิเกอร์ ไคโต
ซานวิสเกอร์ และไคโตซานนาโนสเฟียร์ ใหมี้ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 4000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใชน้ํ้ ากลัน่
ปลอดเช้ือเป็นตวัทาํละลาย ออลิโกไคโตซานนั้นถูกเตรียมโดยใชก้รดแลคติคความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต์
เป็นตวัทาํละลาย  จากนั้นทาํการแปรปริมาณของตวัอยา่งไคโตซานทั้ง 4 ชนิดใหเ้ป็น 0 1000 1500 และ 
2000 มิลลิกรัมต่อลิตรเพ่ือใชส้าํหรับทดสอบต่อไป   
 
5.2.2.4 วธีิการทดสอบ 

การทดสอบน้ีไดด้ดัแปลงวิธีการทดสอบของ Hernández-Lauzardo et al. (2007)13 โดยทาํการ
บ่มสปอร์ของเช้ือรา (ประมาณ 104–106 สปอร์ต่อ มิลลิลิตร) กบัสารละลายไคโตซานทั้ง 4 ชนิดท่ีไดท้าํ
การแปรปริมาณเป็น  1000, 1500 และ 2000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใชร้ะยะเวลาการสมัผสันาน 72 
ชัว่โมง จากนั้นทาํการนบัจาํนวนของสปอร์ท่ีเหลืออยูโ่ดยวิธี Viable spore count บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
Potato Dextrose agar และทาํการบ่มเช้ือท่ี 25 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เป็นเวลา 24-48 
ชัว่โมง 
 
5.3 ผลการทดลองและอภิปราย 
5.3.1 การทดสอบฤทธ์ิการต้านแบคทเีรียและยสีต์ 

ไคตินวิสเกอร์แสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียทุกชนิดท่ีทาํการทดสอบ (รูปท่ี 5.1) ถึงแมว้า่ฤทธ์ิ
ตา้นเช้ือแบคทีเรียของไคตินวิสเกอร์จะสูงข้ึนโดยเฉพาะเม่ือความเขม้ขน้ท่ีใชสู้งข้ึนในช่วง 0-50 ppm จะ
เห็นไดว้า่ ไคตินวิสเกอร์แสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียโดยส่วนใหญ่ ท่ีระดบัการยบัย ั้งสูงสุดประมาณร้อย
ละ 30-40 ยกเวน้ Salmonella enteritidis DMST 1706 และ Staphylococcus xylosus ซ่ึงถูกยบัย ั้งมากกวา่
ร้อยละ50 ทาํใหส้ามารถประมาณค่าความเขม้ขน้นอ้ยท่ีสุดท่ีแสดงการยบัย ั้ง (minimal inhibitory 
concentration) ท่ีระดบัมากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์หรือ MIC ของไคตินวิสเกอร์ต่อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด ได้
เท่ากบั 13.5 และ 6.8 ppm   ตามลาํดบั  
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รูปที ่5.1  ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียและยสีตข์องไคตินวิสเกอร์ 

 
นอกจากน้ี จะเห็นไดว้า่ ฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียมีแนวโนม้ลดลงเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของไค

ตินวิสเกอร์มากข้ึน โดยเฉพาะท่ีความเขม้ขน้มากกว่า 100 ppm ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจจะเกิดจากความขุ่นของ
ไคตินวิสเกอร์ท่ีเพ่ิมข้ึน อยา่งไรก็ตาม พบว่า ไคตินวิสเกอร์สามารถกระตุน้การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 
Listeria monocytogenes และ Listeria inocua และยสีต ์Debareomyces hansenii ไดเ้ป็นอยา่งดีเช่นกนั    

ไคโตซานวิสเกอร์แสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียทุกชนิดและยีสตท่ี์ทาํการทดสอบ (รูปท่ี 5.2) 
เช่นเดียวกนักบัไคตินวิสเกอร์ ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียและยีสตข์องไคโตซานวิสเกอร์สูงข้ึนโดยเฉพาะ
เม่ือความเข้มข้นท่ีใช้ โดยทั่วไปแสดงระดับการยบัย ั้ งประมาณร้อยละ 30-40 ยกเวน้ Salmonella 
enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus xylosus และ Debariomyces hansenii ซ่ึงถูกยบัย ั้ง
มากกว่าร้อยละ 50 ทาํให้สามารถประมาณค่าความเขม้ขน้น้อยท่ีสุดท่ีแสดงการยบัย ั้ง (minimal 
inhibitory concentration) ท่ีระดบัมากกว่า 50 เปอร์เซนต ์หรือ MIC ของไคโตซานวิสเกอร์ต่อจุลินทรีย์
ทั้ง 4 ชนิด ไดเ้ท่ากบั 1.7, 27.1, 1.7 และ 6.8 ppm ตามลาํดบั  
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รูปที ่5.2  ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียและยสีตข์องไคโตซานวิสเกอร์ 

 
ไคโตซานนาโนสเฟียร์แสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียทุกชนิดและยสีตท่ี์ทาํการทดสอบ (รูปท่ี 

5.3) ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียและยสีตข์องไคโตซานนาโนสเฟียร์สูงข้ึนโดยเฉพาะเม่ือความเขม้ขน้ท่ีใช้
สูงข้ึนโดยทัว่ไปแสดงระดบัการยบัย ั้งประมาณร้อยละ 25-35 ยกเวน้ Salmonella enteritidis, Listeria 
inocua, Listeria monocytogenes, Staphylococcus xylosus และDebareomyces hansenii ซ่ึงถูกยบัย ั้ง
มากกวา่ร้อยละ50 ทาํใหส้ามารถประมาณค่าความเขม้ขน้นอ้ยท่ีสุดท่ีแสดงการยบัย ั้ง (minimal 
inhibitory concentration) ท่ีระดบัมากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์ หรือ MIC ของไคโตซานนาโนสเฟียร์ต่อ
จุลินทรียท์ั้ง 5 ชนิด ไดเ้ท่ากบั 3.4, 13.5, 3.4, 6.8, และ 108.3 ppm ตามลาํดบั  
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รูปที ่5.3  ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียและยสีตข์องไคโตซานนาโนสเฟียร์ 

 
ออลิโกไคโตซานแสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียทุกชนิดและยสีตท่ี์ทาํการทดสอบ (รูปท่ี5.4) ฤทธ์ิ

ตา้นเช้ือแบคทีเรียและยสีตข์องออลิโกไคโตซานสูงข้ึนโดยเฉพาะเม่ือความเขม้ขน้ท่ีใชสู้งข้ึน โดยทัว่ไป
แสดงระดบัการยบัย ั้งมากกวา่ร้อยละ50 ยกเวน้ ทาํใหส้ามารถประมาณค่าความเขม้ขน้นอ้ยท่ีสุดท่ีแสดง
การยบัย ั้ง (minimal inhibitory concentration) ท่ีระดบัมากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์หรือ MIC ของออลิโกไค
โตซานต่อ Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus E181, Escherichia coli 
O157:H7 DMST 12743, Salmonella typhimurium DMST 0562, Salmonella enteritidis, Listeria inocua, 
Listeria monocytogenes, Pediococcus acidilactici BCC 9546, Staphylococcus xylosus และ
Debariomyces hanseniiไดเ้ท่ากบั 13.5, 216.7, 216.7, 216.7, 6.8, 216.7, 6.8, 216.7, 6.8, และ 6.8 ppm 
ตามลาํดบั ยกเวน้ Bacillus cereus C113 Pseudomonas aeruginosa BCC 27607 และ Lactobacillus 
plantarum BCC 9545 ซ่ึงถูกยบัย ั้งประมาณร้อยละ 25-46 แมว้า่จะใชค้วามเขม้ขน้ท่ีระดบัสูงสุดในการ
ทดลอง 
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รูปที ่5.4  ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียและยสีตข์องออลิโกไคโตซาน 

 
5.3.2 การทดสอบฤทธ์ิการต้านเช้ือรา 

รูปท่ี 5.5 แสดงผลการยบัย ั้งการเจริญของสปอร์เช้ือราของอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานทั้ง 4 ชนิด 
จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่   ไคตินวิสเกอร์ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือราทั้ง  4 ชนิดท่ีใชใ้นการทดสอบ 
ในขณะท่ีไคโตซานวิสเกอร์และไคโตซานนาโนสเฟียร์แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะ Cladosporium sp. โดยมี
ค่า IC50 มากกวา่ 2000 และ 1500 ppm ตามลาํดบั สาํหรับออลิโกไคโตซานแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะ 
Fusarium sp. และ Cladosporium sp. โดยมีค่า IC50 นอ้ยกวา่ 1000 ppm   
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รูปที ่5.5 ผลการยบัย ั้งเช้ือราชนิดต่างๆ:  Fusarium sp.   Aspergillus niger   Cladosporium sp.  
และ  Penicillium sp. ของ (A) ไคตินวิสเกอร์ (B) ไคโตซานนาโนสเฟียร์ (C) ไคโตซานวิสเกอร์ และ 
(D) ออลิโกไคโตซาน 
 
5.4 สรุปผลการทดลอง  

วสัดุไคติน-ไคโตซานท่ีเตรียมไดท้ั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ ไคโตซาน
นาโนสเฟียร์ และออลิโกไคโตซาน มีฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรีย ยสีต ์และ เช้ือรา แตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บั
ชนิดของอนุพนัธ์ ความเขม้ขน้ และชนิดของจุลินทรีย ์  จึงมีความเป็นไปไดใ้นการนาํมาประยกุตใ์ชใ้น
อุตสาหกรรมอาหารและเกษตรต่างๆ ไม่วา่จะเป็นการลดการปนเป้ือนจุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรค ลดการ
สูญเสียจากการเส่ือมเสียของอาหารทั้งในดา้นคุณภาพและการเปล่ียนแปลงทางจุลินทรีย ์  
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บทที ่6 
การศึกษาเบือ้งต้นของการประยุกต์ใช้ไคโตซานวสิเกอร์ในขนมสาลี ่

Preliminary study on utilization of chitosan whiskers in Thai steamed egg cake 
(Kanohm Sa Lee) 

 
6.1 บทนํา 
 ไคติน-ไคโตซานเป็นสารสกดัท่ีไดจ้ากเปลือกกุง้ กระดองปู และแกนปลาหมึก ซ่ึงเป็นวสัดุ
ธรรมชาติ จึงไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงมีชีวิต และส่ิงแวดลอ้ม   ไคติน-ไคโตซานสามารถนาํมาประยกุตไ์ด้
ในหลายอุตสาหกรรม รวมทั้งเภสชักรรม การแพทย ์คอสเมติกส์ และอาหาร    

ในอดีตท่ีผ่านมา ได้มีรายงานการวิจัยเก่ียวกับการนําไคโตซานในรูปของสารละลายมา
ประยกุตใ์ชเ้ป็นสารเติมแต่งและรักษาคุณภาพอาหารในดา้นต่างๆ อาทิเช่น ใชย้บัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นเตา้หู ้
ใชเ้ป็นสารเพ่ิมความใสในนํ้ าผลไม้1 เน่ืองจากไคโตซานชาติเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีมากเป็นอนัดบั
สองรองจากเซลลูโลส (cellulose) ซ่ึงมีสมบติัพื้นฐานท่ีเก่ียวกบัการเขา้กนัไดก้บัเซลลข์องส่ิงมีชีวิต 
(biocompatibility)2 ไม่เป็นพิษหรืออนัตราย (non toxicity)3 เป็นสารท่ีมีส่วนร่วมในกิจกรรมทางชีวภาพ 
(bioactivity)4 สามารถย่อยสลายหรือถูกขบัออกจากระบบได้เองตามธรรมชาติโดยไม่ก่อให้เกิด
ผลขา้งเคียง (biodegradability)5  

ไคติน-ไคโตซานไดถู้กนาํมาประยุกตเ์ป็นสารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร เช่น เช้ือแบคทีเรีย 
และเช้ือรา   โดยไคโตซานสามารถละลายและมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้กว่าไคติน เน่ืองจากใน
สภาวะท่ีเป็นกรด ไคโตซานมีจาํนวนประจุบวกของหมู่อะมิโนตรงคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 2 ของหน่วย
กลูโคซามีนมากกว่าไคติน   คณะวิจยัของ Chang6 ไดร้ายงานการนาํไคโตซานไปผสมกบัเตา้หู้ โดย
เตรียมสารละลายไคโตซานในกรดนํ้าสม้ 5% แลว้นาํไปผสมกบันมถัว่เหลืองท่ีอุณหภูมิ 95 C เป็นเวลา 
10 นาที  ผลงานวิจยัน้ีแสดงใหเ้ห็นว่าการเติมไคโตซานลงไปในเตา้หู ้สามารถช่วยยดือายกุารเก็บรักษา
เตา้หูจ้ากปกติ 5 วนั เป็นนานถึง 7-13 วนั นอกจากน้ียงัรายงานวา่การใชไ้คโตซานท่ีมี %DD สูง สามารถ
ช่วยยดือายกุารเก็บรักษาไดน้านกว่าไคโตซานท่ีมี %DD ตํ่า เน่ืองจากไคโตซานท่ีมี %DD สูงมีจาํนวน
ประจุบวกมากกวา่ ซ่ึงประจุบวกน้ีเองจะทาํหนา้ท่ีไปจบักบัประจุลบของผนงัเซลลข์องเช้ือจุลินทรีย ์ช่วย
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียไ์ด ้ และยงัมีการรายงานเก่ียวกบัการใชไ้คโตซานในการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียอี์กมากมาย เช่น Roller and Corvill รายงานถึงการผสมไคโตซานลงไป
ในนํ้าสลดัมายองเนส7 และนํ้าแอปเป้ิล8 เป็นตน้   ถึงแมว้่าไคตินและไคโตซานจะมีประสิทธิภาพในการ
ต่อตา้นการเกิดของเช้ือจุลินทรียเ์ป็นอยา่งดี อยา่งไรก็ตามมวลโมเลกุลท่ีสูงและความหนืดท่ีสูงของพอลิ
เมอร์น้ีอาจจาํกดัการใชง้านบางประเภท   จากงานวิจยัของ Young และคณะ9 พบว่าการเติมไคโตซาน
มวลโมเลกุล 30,000 ถึง 120,000 ลงไปในไส้กรอก เพื่อยดือายกุารเก็บรักษา ไคโตซานสามารถต่อตา้น
การเจริญของเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้เท่ากบัการเติม NaNO2 ลงไปในไส้กรอก แต่ปัญหาดา้นความหนืดท่ีสูง
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ของไคโตซานส่งผลกระทบต่อกระบวนการผลิต นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าในลาํไส้ของสัตวส่์วนใหญ่ 
โดยเฉพาะในร่างกายมนุษย ์ไม่สามารถผลิตเอนไซมจ์าํพวก ไคติเนสและไคโตซาเนส ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์
สามารถยอ่ยสลายสายโซ่โมเลกุลของไคตินและไคโตซานโดยตรง ทาํให้ร่างกายไม่สามารถย่อยสลาย
ไคซานมวลโมเลกุลสูงและดูดซึมต่อไปได้10 ดงันั้น การใชไ้คโตซานท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่า เช่น ออลิโกไค
โตซาน (มวลโมเลกลุระดบั 103  104 Dalton) จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง คณะวิจยัของ Jo11 ไดร้ายงานการ
ใชไ้คโตซานท่ีมีมวลโมเลกุล 5,000 ผสมลงในไส้กรอก แลว้นาํไปเปรียบเทียบกบัไส้กรอกท่ีผลิตดว้ย
กรรมวิธีปกติ พบวา่การเติมไคโตซานมวลโมเลกุลตํ่าไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของไส้กรอก ซ่ึงไดแ้ก่ 
สีสนั รสชาติ และความเหนียวของไสก้รอก  

ไคติน-ไคโตซานเป็นอาหารเสริมท่ีไม่ใหพ้ลงังานและไม่มีการดูดซึมเขา้สู่ร่างกาย เน่ืองจากใน
ร่างกายคนไม่มีเอนไซมช่์วยย่อยไคติน-ไคโตซาน ดงันั้นจึงมีการนาํไปใชเ้ป็นอาหารสําหรับควบคุม
นํ้ าหนกั นอกจากน้ีไคโตซานยงัมีคุณสมบติัในการจบัคอเลสเตอรอลในอาหาร โดยไคโตซานจะไปจบั
กบัคอเลสเตอรอลแลว้ก่อตวัเป็นไมเซลล ์ส่งผลใหก้ารดูดซึมของคอเลสเตอรอลในระบบทางเดินอาหาร
ลดลง12 ดงันั้นไคโตซานจึงสามารถช่วยรักษาระดบัคอเลสเตอรอลในเลือด และป้องกนัหรือลดความ
เส่ียงของการเป็นโรคหัวใจ ในประเทศญ่ีปุ่นไดมี้การผลิตอาหารท่ีมีไคโตซานเป็นส่วนผสมหลายชนิด 
เช่น คุกก้ี มนัฝร่ังแผน่ทอดกรอบ เสน้ก๋วยเต๋ียว และนํ้าสม้สายชู เป็นตน้13 

ในปี ค.ศ. 1983 ไคโตซานไดรั้บการยอมรับจาก USFDA (The United States Food and Drug 
Administration) ให้ใชเ้ป็นสารเติมแต่งอาหาร1 จึงไดมี้การนาํไคโตซานมาใชเ้พื่อรักษาสีของอาหารให้
คงนาน เน่ืองจากไคโตซานมีคุณสมบติัในการดูดซับสีไดดี้ นอกจากน้ียงัมีการใชไ้คโตซานเพื่อคงรูป
อาหารหรือเพ่ือเพิ่มความเหนียวใหก้บัอาหาร14 อีกดว้ย 

โครงการวิจยัฯน้ีจึงศึกษาความเป็นไปไดใ้นการนาํอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีเตรียมไดม้าใช้
ประโยชน์ในการบริโภคดว้ยวิธีการใชเ้ป็นสารเติมแต่งเพื่อเพิ่มคุณค่า และรักษาคุณภาพอาหาร หรือสาร
ถนอมอาหาร เน่ืองจากไคโตซานจดัเป็นพอลิแซคคาไรดจ์าํพวกมีหมู่อะมิโน ซ่ึงมีสมบติัพื้นฐานในเชิง
การแพทยว์า่สามารถยอ่ยสลายในร่างกายใหเ้ป็นนํ้าตาลโมเลกลุตํ่าจาํพวกอะมิโนแซคคาไรดท่ี์จาํเป็นต่อ
ขอ้ต่อ กระดูกอ่อน นอกจากน้ี ในเชิงชีวเคมี วสัดุไคติน-ไคโตซาน ยงัมีสมบติัในการต่อตา้นเช้ือรา 
แบคทีเรีย ดงันั้นการพฒันาวสัดุน้ีเพื่อใชเ้ป็นสารเติมแต่งอาหารจาํพวกอาหารแห้ง เช่น กะปิ ปลาร้า 
นํ้ าปลา หรือ อาหารสดบางประเภทเช่น แหนม เตา้หู้ ลูกช้ินปลา นอกจากจะเป็นการเพิ่มคุณค่าอาหาร
ดว้ยอะมิโนแซคคาไรดแ์ลว้ ยงัเป็นการถนอมอาหารท่ีจะทาํใหอ้าหารดงักล่าวปราศจากการรบกวนของ
เช้ือรา และแบคทีเรีย อีกดว้ย   

สาํหรับเน้ือหางานวิจยัในบทน้ีเป็นการศึกษาเบ้ืองตน้ของการประยกุตใ์ชอ้นุพนัธ์ไคติน-ไคโต
ซานในขนมสาล่ี ซ่ึงเป็นขนมท่ีมีแป้งเป็นองค์ประกอบหลักและทาํให้สุกโดยการน่ึงด้วยไอนํ้ า 
โดยทัว่ไปขนมสาล่ีไม่สามารถเก็บไวไ้ดน้าน มกัเส่ือมเสียโดยเช้ือรา เน่ืองจากประกอบดว้ยแป้งและ
ความช้ืนปริมาณค่อนขา้งสูง   วสัดุไคติน-ไคโตซานตน้แบบท่ีเลือกใชส้าํหรับการยืดอายกุารเก็บรักษา
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ขนมสาล่ีในงานวิจยัน้ี คือ ไคโตซานวิสเกอร์ เน่ืองจากมีหมู่อะมิโนเป็นองคป์ระกอบในโครงสร้าง มี
ขนาดเลก็ และสามารถแขวนลอยหรือกระจายตวัไดใ้นนํ้า 
 
6.2 วธีิการทดลอง 
6.2.1 การเตรียมขนมสาลี ่

ผสมแป้ง (750 กรัม) ไข่ นม เนย สีผสมอาหาร (สีชมพู) แลว้ตีให้เขา้กนั จากนั้นแบ่งเป็นสาม
ส่วน ส่วนละ 1100 กรัม นาํแต่ละส่วนไปผสมไคโตซานวิสเกอร์ (ความเขม้ขน้ 25.63 mg/mL และ pH ~ 
6.2) ปริมาตร 29.26, 58.53 และ 146.3 มิลลิลิตร เพื่อให้มีความเขม้ขน้ของไคโตซานวิสเกอร์เป็น 0.3, 
0.6 และ 1.5 % โดยนํ้ าหนกัเม่ือเทียบกบันํ้ าหนกัแป้ง จากนั้นนาํไปน่ึงประมาณ 30 นาที รอใหข้นมสาล่ี
เยน็ แลว้เก็บใส่กล่องพลาสติกใสพอลิสไตรีน สาํหรับขนมสาล่ีชุดควบคุมก็เตรียมโดยวิธีเดียวกนั โดย
ไม่เติมไคโตซานวิสเกอร์ 
สถานท่ีเตรียมขนมสาล่ี: ร้านทรงนิมิต อ.วิเศษชยัชาญ จ.อ่างทอง 
 
6.2.2 การตรวจสอบสมบัติและลกัษณะทางกายภาพของขนมสาลี ่
6.2.2.1 การตรวจสอบค่า water activity  

ค่า water activity (aw) ของตวัอยา่งตรวจสอบโดยเคร่ืองวดัค่า water activity (รุ่น testo 650 ของ
บริษทั testo GmbH & co. Lenzkirch, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในวนัท่ี 0, 2 และ 4 ของ
การเกบ็รักษา ตรวจสอบตวัอยา่งละ 3 ซํ้า 
 
6.2.2.2 การตรวจสอบสี 

สีของตวัอย่างตรวจสอบโดยเคร่ืองวดัสี chromameter (รุ่น CR-310 ของบริษทั Minolta 
Co.Ltd.,Japan) ในวนัท่ี 0, 2 และ 4 ของการเกบ็รักษา ตรวจสอบตวัอยา่งละ 3 ซํ้า 
 
6.2.3 การตรวจสอบคุณลกัษณะเนือ้สัมผสั 

คุณลกัษณะเน้ือสัมผสั (texture) ของตวัอย่าง ตรวจสอบในวนัท่ี 0 และ 3 ของการเก็บรักษา   
ตดัขนมท่ีเตรียมไดท้ั้ง 4 สูตรใหมี้ขนาด 333 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร จากนั้นนาํไปตรวจสอบเน้ือสัมผสั
โดยเคร่ืองวดัลกัษณะเน้ือสัมผสั (texture analyzer) LLOYD (รุ่น TA 500, England)   ซ่ึงมีสภาวะการ
ทดสอบดงัน้ี load cell ขนาด 500 นิวตนั หัวทดสอบชนิดหัวกดทรงกระบอกมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 5 
เซนติเมตร ความเร็วของหวัทดสอบเท่ากบั 20 มิลลิเมตรต่อนาที และระยะทางท่ีทาํใหผ้ลิตภณัฑเ์สียรูป
เท่ากบั 60% ทดสอบตวัอยา่งละ 10-12 ซํ้า  
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6.2.4 การตรวจสอบปริมาณจุลนิทรีย์ทั้งหมด และปริมาณยสีต์และรา 
6.2.4.1 การตรวจสอบปริมาณจุลนิทรีย์ทั้งหมด 

อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้าํหรับการทดลองน้ีมีดงัน้ี standard plate count agar (PCA) 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เขม้ขน้ 0.9 % แท่งแกว้รูปสามเหล่ียม (spreader) ถุงพลาสติก
ปราศจากเช้ือ เคร่ืองตีผสมอาหาร (stomacher) ไมโครปิเปต (micropipet) และทิป ( tip) 
 
6.2.4.1.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

ละลายอาหาร standard plate count agar (PCA) ปริมาณ 23.5 กรัมในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 
มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที  เทอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียสลงในจานเพาะเช้ือ จานละ 15 - 
20 มิลลิลิตร  รอจนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็แลว้จึงเก็บจานอาหารเล้ียงเช้ือในลกัษณะควํ่าลง(อาหารเล้ียงเช้ือ
ควรเตรียมก่อนทาํการทดลอง 1 วนั) 
 
6.2.4.1.2 การเตรียมตัวอย่าง 

ชัง่ตวัอย่างขนมสาล่ีปริมาณ 25 กรัม ใส่ลงในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ จากนั้นเทสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 0.9 % ปริมาตร 225 มิลลิลิตร (อตัราส่วน 1:10) ลงในถุง แลว้นาํไปตีผสมใหเ้ขา้
กนัโดยใชเ้คร่ืองตีผสมอาหาร Stomacher (BagMixer®400) ดว้ยความเร็วสูง นาน 3 นาที จะไดต้วัอยา่งท่ี
ผสมเขา้กนัและมีความเขม้ขน้เป็น 10-1 จากนั้นนาํมาเจือจางในอตัราส่วน 1:10 เพื่อให้ไดต้วัอย่างท่ีมี
ความเขม้ขน้ลดลงเร่ือยๆ คร้ังละ 10 เท่า (10-2, 10-3,…) จนไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
 จาํนวนจุลินทรียท์ั้งหมดวิเคราะห์โดยวิธี  spread plate ซ่ึงมีหลกัการโดยยอ่ดงัน้ี นาํจานอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไวม้าผึ่งผวิหนา้ใหแ้หง้ ประมาณ 15-30 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีมีระดบั
ความเขม้ขน้ 10-1  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้ใชแ้ท่งแกว้รูปสามเหล่ียม 
(spreader) กระจายเช้ือ (spread) ใหท้ัว่ผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ  ส่วนระดบัความเขม้ขน้อ่ืน เช่น 10-2, 10-3 

จนถึง 10-5 ก็ทาํเช่นเดียวกัน โดยทาํการทดลองระดับความเขม้ขน้ละ 3 ซํ้ า จากนั้นนําจานเพาะเช้ือ
ทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง นบัจาํนวนโคโลนีบนจานเพาะเช้ือโดย
เลือกจานเพาะเช้ือท่ีมีจาํนวนโคโลนี 30-300 โคโลนี 
 
6.2.4.2 การตรวจสอบปริมาณยสีต์และรา 

อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ําหรับการทดลองน้ีมีดงัน้ี potato dextrose agar (PDA) 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เขม้ขน้ 0.9 % แท่งแกว้รูปสามเหล่ียม (spreader) ถุงพลาสติก
ปราศจากเช้ือ เคร่ืองตีผสมอาหาร (stomacher) ไมโครปิเปต (micropipet) และทิป ( tip) และสารละลาย
กรดทาร์ทาริก (tartaric acid) เขม้ขน้ 10%  (ฆ่าเช้ือแลว้เกบ็ในตูเ้ยน็) 
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6.2.4.2.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
ละลายอาหาร potato dextros agar (PDA) ปริมาณ 39 กรัมในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

จากนั้นนาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที นําอาหารเล้ียงเช้ือใส่ตูค้วบคุมอุณหภูมิท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติม
สารละลายกรดทาร์ทาริก (tartaric acid) เขม้ขน้ 10 %  ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 50 
องศาเซลเซียส  แลว้เทอาหารเล้ียงเช้ือลงในจานเพาะเช้ือ จานละ 15 - 20 มิลลิลิตร  รอจนอาหารเล้ียงเช้ือ
แขง็แลว้จึงเกบ็จานอาหารเล้ียงเช้ือในตูเ้ยน็ (อาหารเล้ียงเช้ือควรเตรียมก่อนทาํการทดลอง 1 วนั) 
 

6.2.4.2.2 การเตรียมตัวอย่าง 
การเตรียมตวัอยา่งสาํหรับการวิเคราะห์ปริมาณยสีตแ์ละราทาํเช่นเดียวกบัการวิเคราะห์จุลินทรีย์

ทั้งหมด (ดู 6.2.4.1.2) 
จาํนวนยสีตแ์ละราวิเคราะห์โดยวิธี  spread plate ซ่ึงมีหลกัการโดยยอ่ดงัน้ี นาํจานอาหารเล้ียง

เช้ือท่ีเตรียมไวม้าผึ่งผิวหนา้ให้แห้ง ประมาณ 15-30 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายตวัอย่างท่ีมีระดบั
ความเขม้ขน้ 10-1  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้ใชแ้ท่งแกว้รูปสามเหล่ียม 
(spreader) กระจายเช้ือ (spread) ใหท้ัว่ผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ  ส่วนระดบัความเขม้ขน้อ่ืน เช่น 10-2, 10-3 

จนถึง 10-5 ก็ทาํเช่นเดียวกัน โดยทาํการทดลองระดับความเขม้ขน้ละ 3 ซํ้ า จากนั้นนําจานเพาะเช้ือ
ทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั นบัจาํนวนโคโลนีบนจานเพาะเช้ือโดยเลือก
จานเพาะเช้ือท่ีมีจาํนวนโคโลนี 30-300 โคโลนี 
 
6.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

สําหรับการศึกษาเบ้ืองตน้ได้เลือกขนมสาล่ีเป็นอาหารตน้แบบ เน่ืองจากเป็นขนมไทยท่ีมี
องค์ประกอบหลกัเป็นแป้ง มีอายุการเก็บรักษาค่อนขา้งสั้ น ประมาณ 2-3 วนั สําหรับสารตวัอย่างท่ี
เลือกใชเ้พ่ือเป็นกรณีศึกษาเบ้ืองตน้น้ี คือ ไคโตซานวิสเกอร์ เน่ืองจากเหตุผลสองประการ คือ (i) ไคโต
ซานสามารถตา้นการเจริญของจุลินทรียห์รือแบคทีเรียไดดี้กว่าไคติน และ (ii) ไคโตซานวิสเกอร์
สามารถกระจายตวัในนํ้ ากลัน่ได ้ให้ดิสเพอร์ชัน่หรือคอลลอยดท่ี์เสถียร ซ่ึงเหมาะสาํหรับอาหารท่ีมีค่า
ความเป็นกรด-ด่างเป็นกลาง เพราะไม่จาํเป็นตอ้งใชก้รดอะซิติกช่วยในการละลาย นอกจากน้ีการใชส้าร
ไคโตซานวิสเกอร์ซ่ึงกระจายตวัในนํ้ ากลัน่ยงัไม่ก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงของกล่ินและรสชาติของ
อาหารอีกดว้ย 

 
6.3.1 ลกัษณะทางกายภาพของขนมสาลี ่
 แป้งผสมมีลกัษณะเหลวข้ึน เม่ือปริมาณสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีเติมลงไปในสูตร
เพิ่มข้ึน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากปริมาณนํ้ าท่ีมากข้ึน (สูตรขนมสาล่ีปกติไม่มีการเติมนํ้ า) และเม่ือนาํไปน่ึง 
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ขนมสาล่ีท่ีไดจ้ากการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์มีลกัษณะแขง็ข้ึน ฟูน้อยลง และมีสีเขม้ข้ึน 
ลกัษณะดงักล่าวชดัเจนข้ึนตามปริมาณสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีเติมลงไป อย่างไรก็ตามการ
เติมไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณ 0.3 และ 0.6 %w/w ยงัใหข้นมสาล่ีท่ีมีลกัษณะไม่แตกต่างจากขนมสาล่ีชุด
ควบคุมมากนกั 
 
6.3.2 ค่า water activity ของขนมสาลี ่

ค่า water activity หรือค่า aw เป็นค่าท่ีบอกถึงระดบัปริมาณนํ้ าต ํ่าสุดในอาหารท่ีเช้ือจุลินทรีย์
สามารถนาํไปใชใ้นการเจริญเติบโตและใชใ้นการเกิดปฏิกิริยาเคมีต่างๆ ดงันั้นจึงสามารถใชใ้นการ
ประเมินเบ้ืองตน้ว่าเช้ือจุลินทรียช์นิดใดเป็นสาเหตุท่ีทาํให้อาหารเสีย นอกจากน้ีค่า aw ยงัใชใ้นการ
ควบคุมและป้องกนัการเส่ือมเสียของอาหารท่ีเกิดข้ึนจากเช้ือจุลินทรียอี์กดว้ย จึงมีผลโดยตรงต่อการ
กาํหนดอายกุารเก็บรักษาของผลิตภณัฑอ์าหาร   เช้ือจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะเจริญเติบโตภายใตค่้า aw ท่ี
แตกต่างกนัและจาํกดั   โดยทัว่ไปตอ้งทาํใหอ้าหารมีค่า aw ตํ่ากว่าท่ีเช้ือจุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตได ้
เช่น แบคทีเรียเกือบทุกชนิดไม่สามารถเจริญเติบโตได ้เม่ือค่า aw ตํ่ากว่า 0.9 และราส่วนใหญ่ไม่
เจริญเติบโต เม่ือค่า aw ตํ่ากวา่ 0.7 

จากตารางท่ี 6.1 พบว่าค่า aw ของขนมสาล่ีชุดควบคุมเป็น 0.93 (ตารางท่ี 6.1) ในขณะท่ีค่า aw 
ของขนมสาล่ีชุดทดลองหรือชุดท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณ 0.3-1.5 %w/w  มีค่า
ในช่วง 0.96-1.00 (ตารางท่ี 6.1)   โดยค่า aw เพิ่มข้ึนตามปริมาณสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีเติม
ลงไปในสูตร ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากปริมาณนํ้ าท่ีมีในสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ และค่า aw ไม่ข้ึนกบั
ระยะเวลาในการเก็บรักษา   นอกจากน้ียงัพบว่าขนมสาล่ีท่ีเตรียมไดทุ้กสูตรมีความเส่ียงต่อการเน่าเสีย 
หรือเส่ียงต่อการเจริญของเช้ือจุลินทรียท์ั้งชนิดท่ีเป็นแบคทีเรียและรา เน่ืองจากค่า aw สูงกว่า 0.9   โดย
ขนมสาล่ีสูตรทดลองหรือสูตรท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์มีความเส่ียงต่อการเจริญของ
เช้ือจุลินทรียสู์งกว่า (พิจารณาจากค่า aw ท่ีมากกว่า)   ดงันั้นการประยุกตใ์ชไ้คโตซานวิสเกอร์ในรูป
ของดิสเพอร์ชัน่หรือในรูปของสารแขวนลอยในนํ้าสาํหรับขนมสาล่ี อาจไม่เหมาะสม  
 
ตารางที ่6.1  ค่า water activity (aw) ของขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณ
ต่างๆ 

Chitosan whisker content 
(%w/w) 

Water activity (aw) 
Day 0 Day 1 Day 3 

0.0 0.930.03 0.930.01 0.930.01 
0.3 0.960.01 0.950.01 0.970.01 
0.6 0.980.00 0.950.01 0.980.02 
1.5 1.000.00 0.980.01 0.980.01 
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6.3.3 สีของขนมสาลี ่
 การตรวจสอบสีของอาหารสามารถพิจารณาไดจ้ากค่า L*, a* และ b*   โดย L* เป็นค่าท่ีบอก
ความสว่างของสี ซ่ึงมีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 100 โดย 0 หมายถึงสีดาํ และ 100 หมายถึง สีขาว   สาํหรับ a* เป็น
ค่าท่ีบอกถึงโทนสีแดง-เขียว โดย “+” หมายถึงวตัถุมีสีแดง และ “-” หมายถึงวตัถุมีสีเขียว   ในส่วนของ 
b* เป็นค่าท่ีบอกโทนสีเหลือง-นํ้าเงิน โดย “+” หมายถึงวตัถุมีสีเหลือง และ “-” หมายถึงวตัถุมีนํ้ าเงิน 
(กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2542)  

จากการทดลองพบว่าขนมสาล่ีชุดควบคุมมีค่า L* ~ 82, a* ~ 19 และ b* ~ 26 (ตารางท่ี 6.2) และ
ขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณนอ้ย เช่น 0.3 และ 0.6 %w/w 
แสดงค่า L* ~ 80, a* ~ 17 และ b* ~ 26 (ตารางท่ี 6.2) ซ่ึงใกลเ้คียงกบักรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุม 
ช้ีให้เห็นว่าขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณน้อยมีสีและความ
สว่างท่ีไม่แตกต่างจากสาล่ีชุดควบคุมมากนัก   อย่างไรก็ตามขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณมาก เช่น 1.5 %w/w แสดงค่า L* ลดลง (L*~ 76) ในขณะท่ีค่า a*(a* ~ 
20) และ b* (b* ~ 28) เพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 6.2) ช้ีให้เห็นว่าขนมมีสีเขม้ข้ึน หรือมีความสว่างของสีลดลง 
และยงัคงมีโทนสีแดง และสีเหลือง ตามลาํดับ ซ่ึงสอดคล้องกับลักษณะทางกายภาพท่ีสังเกตุได ้  
นอกจากน้ียงัพบว่าเวลาในการเก็บรักษามีผลต่อสีของขนมสาล่ีดว้ย กล่าวคือ เม่ือเวลาในการเก็บรักษา
นานข้ึน ขนมสาล่ีทุกสูตรแสดงค่า L* ลดลง ช้ีใหเ้ห็นว่าขนมมีสีเขม้ข้ึน และค่า a* และ b* ก็มีแนวโนม้
ลดลงเช่นกนั แต่ยงัแสดงค่า + แสดงใหเ้ห็นวา่ขนมสาล่ียงัมีสีอยูใ่นโทนแดง และเหลือง ตามลาํดบั 
  
ตารางที ่6.2  ค่า L*  a* และ b* ของขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณต่างๆ 

Chitosan whisker content 

(%w/w) 

Color Day 0 Day 1 Day 3 

0 

L* 81.711.71 81.530.97 80.583.14 

a* 18.910.72 17.511.47 13.291.65 

b* 26.192.13 24.100.57 24.650.32 

0.3 

L* 80.051.11 74.210.63 71.034.48 

a* 17.340.19 18.193.09 16.321.88 

b* 25.070.15 25.981.14 22.562.09 

0.6 

L* 80.260.27 76.870.88 75.650.46 

a* 17.100.34 18.512.47 17.744.13 

b* 25.800.14 26.100.40 24.870.53 

1.5 

L* 76.080.50 75.211.01 75.800.82 

a* 20.290.24 19.082.33 16.370.36 

b* 28.300.27 25.550.70 26.590.13 
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6.3.4. คุณลกัษณะเนือ้สัมผสั 
คุณลกัษณะเน้ือสัมผสัมีความสาํคญัต่อการยอมรับของผูบ้ริโภค คุณลกัษณะเน้ือสัมผสัท่ีสาํคญั

ของอาหาร ไดแ้ก่ ค่าความแขง็ (hardness, หน่วยนิวตนั) การเกาะรวมตวักนัของเจล (cohesiveness) การ
คืนตวักลบั (springiness, หน่วยมิลลิเมตร) ความยากง่ายในการเค้ียว (gumminess, หน่วยนิวตนั) และ
พลงังานในการเค้ียว (chewiness, หน่วยนิวตนัเมตร)    

จากการทดลองพบว่าขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ตอ้งใช้
แรงสูงสุดในการกดสูงกวา่ (5.83-7.14 นิวตนั) ขนมสาล่ีชุดควบคุม (4.73 นิวตนั) (ตารางท่ี 6.3) แสดงว่า
ขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์มีลกัษณะแขง็กว่ากรณีของขนมสาล่ีท่ีไม่เติมสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ และเม่ือเวลาในการเก็บรักษานานข้ึน เช่น 3 วนั พบว่าความแขง็ของขนม
สาล่ีชุดควบคุมแทบไม่มีการเปล่ียนแปลง ในขณะท่ีขนมสาล่ีชุดทดลองมีความแข็งเพ่ิมข้ึน ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองจากขนมสาล่ีชุดทดลองมีนํ้ าเป็นองคป์ระกอบมาก และมีการสูญเสียนํ้ าในระหว่างการเก็บรักษา 
ส่งผลให้ขนมมีลกัษณะแขง็ข้ึน   เม่ือพิจารณาค่า cohesiveness หรือการเกาะรวมตวักนัภายในของ
อาหาร พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 0.60-0.62 (ตารางท่ี 6.3) ช้ีให้เห็นว่าขนมสาล่ีนั้นมีการเกาะรวมตวักัน
ภายในอยูใ่นระดบัปานกลาง หรืออาจกล่าวอีกนยัหน่ึงว่าพลงังานท่ีใชใ้นการบดเค้ียวหรือในการทาํลาย
ขนมสาล่ีให้แตกหักแยกออกจากกนัอยูใ่นระดบัปานกลาง   อยา่งไรก็ตามค่า cohesiveness มีแนวโนม้
เพิ่มข้ึนเลก็นอ้ยเม่ือปริมาณสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์เพิ่มข้ึน   ค่า cohesiveness ของขนมสาล่ีชุด
ควบคุม และชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณนอ้ย (0.3 และ 0.6 %w/w) 
ลดลง เม่ือเวลาการเก็บรักษาเพิ่มข้ึน ซ่ึงตรงกนัขา้มกบักรณีของขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณมาก (1.5 %w/w)   สําหรับการคืนตวักลบัหรือ springiness ของ
ขนมสาล่ีพบวา่อยูใ่นช่วง 16-18 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 6.3) โดยระยะเวลาในการเก็บรักษาและปริมาณสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีเติมลงไปไม่มีผลต่อการกลบัคืนสู่ขนาดและรูปร่างเดิมของขนมสาล่ี   
เม่ือพิจารณาความยากง่ายในการเค้ียว หรือ gumminess ซ่ึงคาํนวนไดจ้ากผลคูณของค่า hardness และค่า 
cohesiveness พบว่ามีค่า 2.94 นิวตนั สาํหรับขนมสาล่ีชุดควบคุม และมีค่าในช่วง 3.62-4.41 นิวตนั 
สาํหรับขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (ตารางท่ี 6.3) ช้ีให้เห็นว่าขนม
สาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์มีลกัษณะคลา้ยยางหรือแป้งเปียกในขณะบดเค้ียว
มากกว่าขนมสาล่ีท่ีไม่ไดเ้ติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ หรืออาจกล่าวไดว้่าขนมสาล่ีท่ีมีการเติม
สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์มีความยากในการเค้ียวมากกวา่หรือขนมสาล่ีท่ีไม่ไดเ้ติมสารแขวนลอย
ไคโตซานวิสเกอร์ และเม่ือเวลาในการเกบ็รักษานานข้ึนลกัษณะคลา้ยยางหรือแป้งเปียกในขณะบดเค้ียว 
หรือความยากในการเค้ียวของขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ก็เพิ่มข้ึนดว้ย ซ่ึง
แตกต่างจากกรณีของขนมสาล่ีท่ีไม่มีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์   สาํหรับพลงังานในการ
เค้ียว หรือ chewiness สามารถคาํนวนไดจ้ากผลคูณของค่า hardness ค่า cohesiveness และค่า 
springiness   จากการทดลองพบว่าพลงังานท่ีใชใ้นการเค้ียว (เพื่อให้มีขนาดเล็กลง) ของขนมสาล่ีชุด
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ทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์อยูใ่นช่วง 63.97-74.43 นิวตนัมิลลิเมตร ซ่ึงมากกว่า
กรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุม (47.76 นิวตนัมิลลิเมตร) (ตารางท่ี 6.3) ซ่ึงผลท่ีไดน้ี้สอดคลอ้งกบัค่าความ
แขง็ (hardness) และความเหนียว (gumminess) ท่ีกล่าวไปขา้งตน้   นอกจากน้ียงัพบว่าเวลาในการเก็บ
รักษามีผลต่อพลงังานท่ีใชใ้นการเค้ียวขนมสาล่ีดว้ย กล่าวคือ เม่ือเวลาในการเก็บขนมนานข้ึน พลงังาน
ท่ีตอ้งใชใ้นการเค้ียวขนมกเ็พิ่มข้ึนดว้ย หรือเค้ียวยากข้ึน สาํหรับกรณีของขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติม
สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์   ในส่วนของขนมสาล่ีชุดควบคุม พบว่าพลงังานท่ีตอ้งใชใ้นการเค้ียว
ขนมลดลงเลก็นอ้ย เม่ือเวลาในการเกบ็ขนมนานข้ึน 

 
ตารางที ่6.3  ค่าความแขง็ การเกาะรวมตวักนัของเจล การคืนตวักลบั ความยากง่ายในการเค้ียว และ
พลงังานในการเค้ียวของขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณต่างๆ 

Chitosan 
whisker 
content 
(%w/w) 

Day Hardness  
(N) 

Cohesiveness Springiness
(mm) 

Gumminess 
(N) 

Chewiness
(N.mm) 

0 0 4.730.31 0.620.02 16.221.00 2.940.18 47.765.19 
3 4.540.81 0.580.00 17.030.77 2.640.46 44.776.68 

0.3 0 5.830.56 0.620.02 17.610.73 3.620.41 63.979.00 
3 9.512.08 0.600.03 17.430.60 5.771.39 100.3623.44 

0.6 0 7.140.86 0.610.03 16.951.30 4.410.72 74.4311.49 
3 8.440.82 0.550.01 17.180.37 4.650.43 79.958.51 

1.5 0 6.490.60 0.600.02 16.581.36 3.880.41 63.994.98 
3 7.691.79 0.630.03 17.030.76 4.831.23 81.6819.35 

 
6.3.5 ปริมาณจุลนิทรีย์ทั้งหมด และปริมาณยสีต์และรา 
 จากการทดลองพบว่าขนมสาล่ีชุดควบคุมมีปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดประมาณ 77 โคโลนี/กรัม 
ในวนัท่ี 0 หรือวนัแรกของการเตรียม ในขณะท่ีขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซาน
วิสเกอร์ไม่พบจุลินทรียเ์ลย (ตารางท่ี 6.4 และรูปท่ี 6.1)   อย่างไรก็ตามเม่ือเวลาในการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิหอ้งของขนมเพ่ิมข้ึน ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดกเ็พิ่มข้ึนดว้ย เช่น เม่ือเวลาในการเกบ็รักษาเป็น 1 
วนั ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดของขนมสาล่ีชุดควบคุมเท่ากบั 1950 โคโลนี/กรัม ซ่ึงเพิ่มข้ึนจากวนัแรกท่ี
เตรียมขนมประมาณ 25 เท่า และปริมาณจุลินทรียท์ั้ งหมดของขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณนอ้ย เช่น 0.3 และ 0.6 %w/w เท่ากบั 117-147 โคโลนี/กรัม ซ่ึง
เพิ่มข้ึนจากวนัแรกท่ีเตรียมขนม แต่ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดดงักล่าวของขนมสาล่ีชุดทดลองนอ้ยกว่า
กรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุมประมาณ 13 เท่า ช้ีให้เห็นว่าไคโตซานวิสเกอร์อาจหน่วงการเจริญของ
จุลินทรียใ์นช่วงแรกของการเก็บรักษา   อย่างไรก็ตามเม่ือพิจารณาปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดของขนม
สาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ ปริมาณมาก เช่น 1.5 %w/w พบว่าเป็น 
10.8104 โคโลนี/กรัม ซ่ึงมากกว่ากรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุม ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากปริมาณนํ้ าหรือ
ความช้ืนท่ีมีอยูม่ากในเน้ือขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณมาก   เป็นท่ีน่า
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สังเกตว่าเม่ือเวลาในการเก็บรักษาขนมสาล่ีเป็น 2 และ 3 วนั ไม่สามารถนบัจาํนวนจุลินทรียท์ั้งหมดท่ี
เจริญได ้เม่ือเตรียมขนมให้เจือจาง 104 และ 105 เท่า ตามลาํดบั สาํหรับขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติม
สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (รูปท่ี 6.1) ทั้งน้ีเน่ืองจากไม่มีการปรากฏของโคโลนีเด่ียว ท่ีเป็นเช่นน้ี
อาจเน่ืองจากตวัอย่างมีลกัษณะเยิ้มซ่ึงเป็นผลมาจากความช้ืน ทาํให้ไม่สามารถมองเห็นโคโลนีของ
จุลินทรีย ์หรืออาจเน่ืองจากปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญมากกว่า 104 และ 105 โคโลนี/กรัม เม่ือเวลา
ในการเกบ็รักษาเป็น 2 และ 3 วนั ตามลาํดบั  
   
ตารางที ่6.4  ปริมาณจุลินทรยท์ั้งหมด และปริมาณยสีตแ์ละราของขนมสาล่ีท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไค
โตซานวิสเกอร์ปริมาณต่างๆ 

Chitosan whisker content 
(%w/w) 

Day จุลนิทรีย์ทั้งหมด (โคโลนี/กรัม) ยสีต์และรา (โคโลนี/กรัม) 

0 0 76.6725.17 0 
1 1950.00393.45 100 
2 51.710446.0104 4010 
3 19.81042.4104 UC (DF=103) 

0.3 0 0 0 
1 146.6747.26 0 
2 UC* (DF=104) 9036 
3 UC (DF=105) UC (DF=103) 

0.6 0 0 0 
1 116.6725.17 0 
2 UC* (DF=104) 25094 
3 UC (DF=105) UC (DF=103) 

1.5 0 0 0 
1 10.81049.5104 8051 
2 UC* (DF=104) 7015 
3 UC (DF=105) 6510316103 

*UC= uncountable 
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Day 0 

 
Day 1 

Day 2 

Day 3 

 
 

รูปที่ 6.1  จุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญในตวัอย่าง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ของขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไค
โตซานวิสเกอร์ปริมาณต่างๆ (0.3, 0.6 และ 1.5 %w/w) เม่ือมีการผนัแปรเวลาในการเก็บรักษาในกล่อง
พลาสติกใสพอลิสไตรีน ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

0 %w/w 0.3 %w/w 0.6 %w/w 1.5 %w/w 

0 %w/w 0.3 %w/w 0.6 %w/w 1.5 %w/w 

0 %w/w 0.3 %w/w 0.6 %w/w 1.5 %w/w 

0 %w/w 
0.3 %w/w 

0.6 %w/w 

1.5 %w/w 
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สาํหรับการตรวจสอบปริมาณยสีตแ์ละรา พบวา่ในวนัท่ี 0 หรือวนัแรกของการเตรียมขนม ไม่มี
การเจริญของยสีตแ์ละราปรากฏเลย ทั้งกรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติม
สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณต่างๆ (ตารางท่ี 6.4 และรูปท่ี 6.2)   อย่างไรก็ตามขนมสาล่ีชุด
ควบคุมมีปริมาณยีสตแ์ละราเท่ากบั 10 โคโลนี/กรัม เม่ือเวลาในการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องเป็น 1 วนั 
ส่วนขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณน้อย คือ 0.3 และ 0.6 
%w/w ยงัไม่พบการเจริญของยสีตแ์ละรา ช้ีใหเ้ห็นวา่ไคโตซานวิสเกอร์สามารถหน่วงการเจริญของยสีต์
และราไดใ้นช่วงตน้ของการเก็บรักษา เช่นเดียวกบักรณีของจุลินทรียห์รือแบคทีเรีย   อยา่งไรก็ตามเม่ือ
ขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณมาก คือ 1.5 %w/w มีปริมาณ
ยีสตแ์ละราท่ีเจริญเท่ากบั 80 โคโลนี/กรัม ซ่ึงมากกว่ากรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุมประมาณ 4 เท่า ท่ี
เป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองจากเหตุผลเดียวกนักบัการเจริญของแบคทีเรีย คือปริมาณนํ้ าหรือความช้ืนในเน้ือ
ขนมสูง ซ่ึงเอ้ือต่อการเจริญของยีสตแ์ละรา   เม่ือพิจารณาท่ีระยะเวลาในการเก็บรักษานานข้ึน เช่น 2 
และ 3 วนั พบว่าปริมาณยีสตแ์ละราท่ีเจริญในขนมเพ่ิมข้ึน ทั้งกรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนม
สาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (ตารางท่ี 6.4 และรูปท่ี 6.2)   อยา่งไรก็ตาม
ในวนัท่ี 3 ไม่สามารถตรวจสอบปริมาณยีสตแ์ละราท่ีเจริญ ของขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ีชุด
ทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณนอ้ย คือ 0.3 และ 0.6 %w/w ได ้เม่ือตวัอยา่ง
ถูกเจือจาง 103 เท่า ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากความเขม้ขน้ดงักล่าวเป็นความเขม้ขน้ท่ีเจือจางมากเกินไป หรืออาจ
สรุปไดว้่าในวนัท่ี 3 ของการเก็บรักษา ปริมาณยีสตแ์ละราท่ีเจริญในขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ี
ชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณน้อย คือ 0.3 และ 0.6 %w/w น้อยกว่า
ปริมาณยีสตแ์ละราท่ีเจริญในขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ ปริมาณ
มาก คือ 1.5 %w/w ซ่ึงผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัลกัษณะทางกายภาพท่ีเห็นดว้ยตาเปล่า ซ่ึงจะกล่าวต่อไป   
อย่างไรก็ตามปริมาณจุลินทรีย  ์ยีสต์และราควรเป็นไปตามเกณฑ์คุณภาพอาหารท่ีกาํหนด ซ่ึงจะมี
การศึกษาคน้ควา้ขอ้มูลต่อไป  
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Day 0 

 
Day 1 

 
Day 2 

Day 3 

 
หมายเหตุ: ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งเจือจางเกินไป (10-3) จึงไม่เห็นเช้ือในวนัท่ี 3 
 

รูปที ่ 6.2  ยสีตแ์ละราท่ีเจริญในตวัอยา่ง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 5 วนั ของขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเก
อร์ปริมาณต่างๆ (0.3, 0.6 และ 1.5 %w/w) เม่ือมีการผนัแปรเวลาในการเกบ็รักษาในกล่องพลาสติกใส
พอลิสไตรีน ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

0 %w/w 0.3 %w/w 0.6 %w/w 1.5 %w/w 

0 %w/w 0.3 %w/w 0.6 %w/w 1.5 %w/w 

0 %w/w 0.3 %w/w 0.6 %w/w 1.5 %w/w 

0 %w/w 0.3 %w/w 0.6 %w/w 1.5 %w/w 
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สําหรับลักษณะทางกายภาพของขนมสาล่ีเม่ือเก็บไวใ้นกล่องพลาสติกใสพอลิสไตรีน ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วนั (ไม่นบัวนัท่ีผลิต) พบว่าเป็นดงัแสดงในรูปท่ี 6.3 ซ่ึงมีการเจริญของราท่ีมี
ลกัษณะเป็นจุดสีดาํปรากฏท่ีผิวหน้าขนม โดยจะเห็นไดช้ดัเจนสําหรับกรณีของขนมสาล่ีชุดควบคุม 
และขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณมาก เช่น 1.5 %w/w   ท่ีเป็น
เช่นน้ีอาจเน่ืองจากการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณมาก ส่งผลใหน้ํ้ าหรือความช้ืนท่ีอยู่
ในเน้ือขนมสาล่ีมีปริมาณมากตามไปดว้ย ซ่ึงเอ้ือต่อการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์   สาํหรับขนมสาล่ีชุด
ทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณนอ้ย เช่น 0.3 และ 0.6 %w/w แทบมองไม่
เห็นจุดสีดาํท่ีเป็นราเลย ช้ีใหเ้ห็นวา่การเจริญของจุลินทรียล์ดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ทั้งน้ีอาจ
เป็นผลของไคโตซานวิสเกอร์ อยา่งไรก็ตามการเปรียบเทียบดงักล่าวอาจให้ผลท่ีคลาดเคล่ือนเน่ืองจาก
ในการเตรียมขนมสาล่ีชุดควบคุม ไม่ไดเ้ติมนํ้ าเพิ่มลงไป ในขณะท่ีการเตรียมขนมสาล่ีชุดทดลองมีการ
เติมนํ้าเพิ่มลงไปซ่ึงมาจากการเติมสารแขวนลอยไคโตซาน ถึงกระนั้นก็ดีผลท่ีไดก้็ยงัสนบัสนุนว่าไคโต
ซานวิสเกอร์สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์ยีสตแ์ละราได ้เม่ือปริมาณนํ้ าท่ีใชใ้นการเตรียมขนม
สาล่ีนอ้ย 

 

 
 

รูปที ่6.3  ลกัษณะทางกายภาพของของขนมสาล่ีภายหลงัการเก็บรักษาในกล่องพลาสติกใสพอลิสไตรีน 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วนั (ไม่นบัวนัท่ีผลิต) (a) ขนมสาล่ีชุดควบคุม และ (b)-(d) ขนมสาล่ีชุด
ทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณต่างๆ; (b) 0.3, (c) 0.6 และ (d) 1.5 %w/w 
 

(a) (b) 

(d) (c) 
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6.4 สรุปผลการทดลอง 
สาํหรับการทดลองการศึกษาเบ้ืองตน้ในการประยกุตใ์ชอ้นุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในอาหาร ได้

เลือกใชไ้คโตซานวิสเกอร์ในรูปของสารแขวนลอยเป็นอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานตน้แบบ และขนมสาล่ี
เป็นอาหารตน้แบบ โดยในการทดลองไดมี้การผนัแปรปริมาณสารแขวนลอยโตซานวิสเกอร์เป็น 0.3, 
0.6 และ 1.5%w/w และพบว่าขนมสาล่ีท่ีไดจ้ากการเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์มีลกัษณะทาง
กายภาพท่ีแขง็ข้ึน ฟนูอ้ยลง และมีสีเขม้ข้ึน โดยลกัษณะดงักล่าวชดัเจนข้ึนตามปริมาณสารแขวนลอยไค
โตซานวิสเกอร์ท่ีเติมลงไป อยา่งไรก็ตามการเติมไคโตซานวิสเกอร์ ปริมาณ 0.3 และ 0.6 %w/w ยงัให้
ขนมสาล่ีท่ีมีลกัษณะทางกายภาพไม่แตกต่างจากขนมสาล่ีชุดควบคุมมากนกั   สาํหรับค่า aw หรือ water 
activity ของขนมสาล่ีพบว่าเพิ่มข้ึนตามปริมาณสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีเติมลงไปในสูตร 
ส่งผลใหค้วามเส่ียงในการเน่าเสียของขนมเพิ่มข้ึนดว้ย   ในส่วนของสี พบว่าขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการ
เติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ปริมาณน้อย เช่น 0.3 และ 0.6 %w/w มีสีและความสว่างท่ีไม่
แตกต่างจากขนมสาล่ีชุดควบคุมมากนกั   ในขณะท่ีขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโต
ซานวิสเกอร์ปริมาณมาก เช่น 1.5 %w/w มีสีเขม้ข้ึน หรือมีความสว่างของสีลดลง แต่ยงัคงมีโทนสีแดง 
และสีเหลืองเหมือนขนมสาล่ีชุดควบคุมและขนมสาล่ีชุดทดลองท่ีมีการเติมสารแขวนลอยไคโตซาน
วิสเกอร์ปริมาณน้อย นอกจากน้ีขนมมีสีเข้มข้ึนเม่ือเวลาในการเก็บรักษานานข้ึน   เม่ือพิจารณา
คุณลกัษณะเน้ือสมัผสัพบวา่การเติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ลงในสูตรขนมสาล่ีส่งผลใหข้นมท่ี
ได้มีลกัษณะแข็งข้ึน มีความยากในการเค้ียวมากข้ึน และตอ้งพลังงานท่ีใช้ในการเค้ียวสูงข้ึน เม่ือ
เปรียบเทียบกบัขนมสาล่ีชุดควบคุมหรือชุดท่ีไม่ไดเ้ติมสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ และลกัษณะ
ดงักล่าวเพิ่มข้ึนเม่ือเวลาในการเก็บรักษานานข้ึน   จากการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียท์ั้ งหมดและ
ปริมาณยีสตแ์ละรา พบว่าไคโตซานวิสเกอร์สามารถหน่วงการเจริญของจุลินทรียห์รือแบคทีเรีย ยีสต์
และราได ้โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในช่วงแรกหรือช่วงตน้ของการเก็บรักษา อย่างไรก็อาจตอ้งมีการควบคุม
ปริมาณนํ้าท่ีใส่ลงไปในสูตร เพื่อลดปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย ์ยสีตแ์ละรา  
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บทที ่7 
การศึกษาเบือ้งต้นของการประยุกต์ใช้อนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานในถ่ัวกวน 

Preliminary study on utilization of chitin-chitosan derivatives in bean paste 
 

7.1 บทนํา 
ไคติน-ไคโตซานเป็นโคพอลิแซคคาไรดท่ี์ประกอบดว้ย ß-(1-4)-D-glucosamine (deacetylation 

unit) และ N-acetyl-D-glucosamine (acetylation unit) ซ่ึงพบในเปลือกกุง้ กระดองปู หรือแกนปลาหมึก 
ไคโตซานเป็นวสัดุท่ีสามารถละลายไดใ้นกรดอินทรียเ์จือจาง ทาํให้สามารถนาํมาเตรียมเป็นฟิลม์และ
สารเคลือบบริโภคได ้นอกจากน้ีไคโตซานยงัแสดงสมบติัท่ีน่าสนใจอ่ืนๆอีก เช่น การเขา้กนัไดก้บัเซลล์
ของส่ิงมีชีวิต การยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ การมีฤทธ์ิตา้นจุลินทรีย ์และความไม่มีพิษ1, 2, 3, 4   ปัจจุบนัมี
การรายงานการใชป้ระโยชน์ของไคโตซานในรูปแบบต่างๆสําหรับอุตสาหกรรม เช่น ไคโตซานผง
สาํหรับการบาํบดันํ้ าเสีย สารเร่งการเจริญเติบโตของพืช ไหมละลาย เจลรักษาบาดแผล สารลดความ
อว้น สารกระตุน้การเจริญเติบโตของพืช และสารเติมแต่งในอาหาร เป็นตน้  

ไคติน-ไคโตซานไดถู้กนาํมาประยุกตเ์ป็นสารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร เช่น เช้ือแบคทีเรีย 
และเช้ือรา   ไคโตซานสามารถละลายและมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียดี์กวา่ไคติน เน่ืองจากหมู่อะมิโนท่ี
คาร์บอนตาํแหน่งท่ี 2 ของหน่วยยอ่ยกลูโคซามีนสามารถถูกโปรโตเนตให้ประจุบวกในสภาวะท่ีเป็น
กรด   คณะวิจยัของ Chang5 ไดร้ายงานการนาํไคโตซานไปผสมกบัเตา้หู ้ สารละลายไคโตซานถูกเตรียม
ในกรดนํ้ าส้มเขม้ขน้ 5%  จากนั้นนาํไปผสมกบันมถัว่เหลืองท่ีอุณหภูมิ 95 C เป็นเวลา 10 นาที  
ผลงานวิจยัน้ีแสดงใหเ้ห็นว่าการเติมไคโตซานลงไปในเตา้หู ้สามารถช่วยยดือายกุารเก็บรักษาเตา้หูจ้าก
ปกติ 5 วนั เป็นนานถึง 7-13 วนั นอกจากน้ียงัรายงานว่าการใชไ้คโตซานท่ีมี %DD สูง สามารถช่วยยดื
อายกุารเก็บรักษาไดน้านกว่าไคโตซานท่ีมี %DD ตํ่า เน่ืองจากไคโตซานท่ีมี %DD สูงมีจาํนวนประจุ
บวกมากกวา่ ซ่ึงประจุบวกน้ีเองจะทาํหนา้ท่ีไปจบักบัประจุลบของผนงัเซลลข์องเช้ือจุลินทรีย ์ช่วยยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียไ์ด ้ อยา่งไรก็ตามสารละลายไคโตซานในกรดอินทรียเ์จือจางมีความ
หนืดค่อนขา้งสูง ซ่ึงส่งผลกระทบต่อกระบวนการผลิต  นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าในลาํไส้ของสัตวส่์วน
ใหญ่ โดยเฉพาะในร่างกายมนุษย ์ไม่สามารถผลิตเอนไซม์จาํพวกไคติเนสและไคโตซาเนส ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยสลายสายโซ่โมเลกุลของไคตินและไคโตซานโดยตรง ทาํให้ร่างกายไม่สามารถ
ยอ่ยสลายไคโตซานมวลโมเลกุลสูงและดูดซึมต่อไปได ้ ดงันั้นการใชไ้คโตซานท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่า เช่น 
ออลิโกไคโตซาน (มวลโมเลกุลระดับ 103  104 Dalton) และไคโตซานท่ีสามารถกระจายตวัหรือ
แขวนลอยในนํ้าจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง  

เน้ือหางานวิจยัในบทน้ีกล่าวถึงการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการนาํอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ี
เตรียมไดจ้ากโครงการวิจยัฯมาใชป้ระโยชน์ในการเป็นสารเติมแต่งเพ่ือเพิ่มคุณค่า และรักษาคุณภาพ
อาหาร หรือสารถนอมอาหาร โดยอาหารตน้แบบท่ีเลือกใช ้คือ ถัว่กวนซ่ึงเป็นผลิตภณัฑท่ี์ใชใ้นการทาํ
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ไส้ขนมไทยประเภทต่างๆ เช่น ขนมไหวพ้ระจนัทร์และขนมเป๊ียะ เป็นตน้  ถัว่กวนมีถัว่และนํ้ าตาลเป็น
องค์ประกอบหลัก  การบรรจุหรือหีบห่อถั่วกวนจะทาํในถุงพลาสติกทั่วไปซ่ึงปิดผนึกในระบบ
สุญญากาศ  ถัว่กวนท่ีบรรจุในบรรจุภณัฑด์งักล่าวสามารถเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้งหรืออุณหภูมิตูเ้ยน็ได้
นาน 6-12 เดือน อยา่งไรก็ตามเม่ือเปิดถุงใชแ้ลว้ไม่สามารถเก็บถัว่กวนไวไ้ดน้าน ผลิตภณัฑน้ี์มกัเส่ือม
เสียโดยเช้ือรา ดงันั้นคณะผูว้ิจยัคาดหวงัว่าการผสมวสัดุไคติน-ไคโตซานกบัถัว่กวนจะสามารถยืดอายุ
การเก็บรักษาถัว่กวนใหน้านข้ึนได ้วสัดุไคติน-ไคโตซานตน้แบบท่ีเลือกใชส้าํหรับงานวิจยัในบทน้ี คือ 
ออลิโกไคโตซาน ไคตินวิสเกอร์และไคโตซานวิสเกอร์ เ น่ืองจากเป็นวัสดุท่ีมีหมู่อะมิโนเป็น
องคป์ระกอบในโครงสร้างและเป็นอนุภาคท่ีมีขนาดเลก็  

 
7.2 วธีิการทดลอง 
7.2.1 การเตรียมตัวอย่าง 

ผสมตวัอยา่งถัว่กวนกบัอนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซาน ไดแ้ก่ ออลิโกไคโตซาน ไคตินวิสเกอร์และ
ไคโตซานวิสเกอร์ ในรูปแบบผงแหง้ (ความเขม้ขน้ 0.5% โดยนํ้าหนกั) จากนั้นเกบ็ใส่ถุงใสพอลิสไตรีน 
สาํหรับตวัอยา่งชุดควบคุมกเ็ตรียมโดยวิธีเดียวกนั แต่ไม่เติมสารไคติน-ไคโตซาน 
 
7.2.2 การตรวจสอบปริมาณจุลนิทรีย์ทั้งหมด และปริมาณยสีต์และรา 
7.2.2.1 การตรวจสอบปริมาณจุลนิทรีย์ทั้งหมด 

อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้าํหรับการทดลองน้ีมีดงัน้ี Standard plate count agar (PCA) สาร
ละลายเปปโตน (peptone water) เขม้ขน้ 0.1% แท่งแกว้รูปสามเหล่ียม (spreader) ถุงพลาสติกปราศจาก
เช้ือ เคร่ืองตีผสมอาหาร (stomacher) ไมโครปิเปต (micropipet) และทิป (tip) 
 
7.2.2.1.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

ละลายอาหาร standard plate count agar (PCA) ปริมาณ 23.5 กรัมในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 
มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที  เทอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียสลงในจานเพาะเช้ือ จานละ 15- 
20 มิลลิลิตร  รอจนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็แลว้จึงเกบ็จานอาหารเล้ียงเช้ือในลกัษณะควํ่าลง (อาหารเล้ียงเช้ือ
ควรเตรียมก่อนทาํการทดลอง 1 วนั) 
 
7.2.2.1.2 การเตรียมตัวอย่างและการตรวจสอบปริมาณจุลนิทรีย์ทั้งหมด 

ชัง่ตวัอย่างถัว่กวนปริมาณ 25 กรัม ใส่ลงในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ จากนั้นเทสารละลาย
สารละลายเปปโตนเขม้ขน้ 0.1% ปริมาตร 225 มิลลิลิตร (อตัราส่วน 1:10) ลงในถุง แลว้นาํไปตีผสมให้
เขา้กนัโดยใชเ้คร่ืองตีผสมอาหาร Stomacher (BagMixer®400) ดว้ยความเร็วสูง นาน 3 นาที จะได้
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ตวัอยา่งท่ีผสมเขา้กนัและมีความเขม้ขน้เท่ากบั 10-1 จากนั้นนาํมาเจือจางในอตัราส่วน 1:10 เพื่อให้ได้
ตวัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ลดลงเร่ือยๆ คร้ังละ 10 เท่า (10-2, 10-3,…) จนไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
 จาํนวนจุลินทรียท์ั้งหมดวิเคราะห์โดยวิธี spread plate ซ่ึงมีหลกัการโดยยอ่ดงัน้ี นาํจานอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไวม้าผึ่งผวิหนา้ใหแ้หง้ ประมาณ 15-30 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีมีระดบั
ความเขม้ขน้เท่ากับ 10-1 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ แล้วใช้แท่งแก้วรูป
สามเหล่ียม (spreader) กระจายเช้ือ (spread) ใหท้ัว่ผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ  สาํหรับสารตวัอยา่งท่ีระดบั
ความเขม้ขน้อ่ืนๆ ไดแ้ก่ 10-2  10-3 จนถึง 10-5 ก็ทาํการทดลองเช่นเดียวกนั  การทดลองแต่ละระดบัความ
เขม้ขน้ทาํ 3 ซํ้ า  จากนั้นนาํจานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
นบัจาํนวนโคโลนีบนจานเพาะเช้ือโดยเลือกจานเพาะเช้ือท่ีมีจาํนวนโคโลนี 30-300 โคโลนี 
 
7.2.2.2 การตรวจสอบปริมาณยสีต์และรา 

อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้าํหรับการทดลองน้ีมีดงัน้ี Potato dextrose agar (PDA) สาร
ละลายเปปโตนเขม้ขน้ 0.1% แท่งแกว้รูปสามเหล่ียม (spreader) ถุงพลาสติกปราศจากเช้ือ เคร่ืองตีผสม
อาหาร (stomacher) ไมโครปิเปต (micropipet) ทิป (tip) และสารละลายกรดทาร์ทาริก (tartaric acid) 
เขม้ขน้ 10% (ฆ่าเช้ือแลว้และเกบ็ในตูเ้ยน็) 
 
7.2.2.2.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

ละลายอาหาร PDA ปริมาณ 39 กรัมในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  จากนั้นนาํไปฆ่าเช้ือ
ดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  นาํอาหารเล้ียงเช้ือ
ใส่ตูค้วบคุมอุณหภูมิท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติมสารละลายกรดทาร์ทาริก 
(tartaric acid) เขม้ขน้ 10%  ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  แลว้เทอาหาร
เล้ียงเช้ือลงในจานเพาะเช้ือ จานละ 15 - 20 มิลลิลิตร  รอจนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็แลว้จึงเก็บจานอาหาร
เล้ียงเช้ือในตูเ้ยน็ (อาหารเล้ียงเช้ือควรเตรียมก่อนทาํการทดลอง 1 วนั) 
 

7.2.2.2.2 การเตรียมตัวอย่างและการตรวจสอบปริมาณยสีต์และรา 
การเตรียมตวัอยา่งสาํหรับการวิเคราะห์ปริมาณยสีตแ์ละราทาํเช่นเดียวกบักรณีของการวิเคราะห์

จุลินทรียท์ั้งหมด (ดู 7.2.2.1.2) 
จาํนวนยสีตแ์ละราวิเคราะห์โดยวิธี spread plate ซ่ึงมีหลกัการโดยยอ่ดงัน้ี นาํจานอาหารเล้ียง

เช้ือท่ีเตรียมไวม้าผึ่งผิวหนา้ให้แห้ง ประมาณ 15-30 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายตวัอย่างท่ีมีระดบั
ความเขม้ขน้ 10-1  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้ใชแ้ท่งแกว้รูปสามเหล่ียม 
(spreader) กระจายเช้ือ (spread) ใหท้ัว่ผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ  สาํหรับสารตวัอยา่งท่ีระดบัความเขม้ขน้
อ่ืนๆ ไดแ้ก่ 10-2  10-3 จนถึง 10-5 ก็ทาํการทดลองเช่นเดียวกนั  การทดลองแต่ละระดบัความเขม้ขน้ทาํ 3 
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ซํ้ า  จากนั้นนําจานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั นับจาํนวน
โคโลนีบนจานเพาะเช้ือโดยเลือกจานเพาะเช้ือท่ีมีจาํนวนโคโลนี 30-300 โคโลนี 
 
7.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

สําหรับการศึกษาเบ้ืองตน้ไดเ้ลือกถัว่กวนเป็นอาหารตน้แบบ เน่ืองจากมีแป้ง โปรตีนจากถัว่
และนํ้าตาลเป็นองคป์ระกอบหลกั  ถัว่กวนเป็นส่วนประกอบหลกัของขนมไทยส่วนใหญ่ เช่น ขนมเป๊ียะ 
ทาํใหข้นมมีอายกุารเกบ็รักษาค่อนขา้งสั้นประมาณ 5 วนั ในการทดลองไดเ้ลือกใชอ้อลิโกไคโตซาน ไค
ตินวิสเกอร์ และไคโตซานวิสเกอร์ ในรูปแบบผง เป็นสารเติมแต่งเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาถัว่กวน 
เน่ืองจากสารไคติน-ไคโตซานทั้ง 3 ชนิดเหมาะสาํหรับอาหารท่ีไม่มีนํ้ าเป็นองคป์ระกอบ และมีค่าความ
เป็นกรด-ด่างเป็นกลาง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่ 7.1  Total Viable Bacterial counts (log CFU/g) ของตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมสารไคติน-ไคโตซาน
ชนิดต่างๆท่ีความเขม้ขน้ 0.5% (w/w) ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะเวลาต่างๆ: :2 วนั 
และ :3 วนั  

 
จากการทดลองซ่ึงไดติ้ดตามการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย ยสีต ์และราของตวัอยา่งถัว่กวน

ท่ีผ่านการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลาต่างๆ พบว่าในวนัแรกของการทดลองไม่พบเช้ือ
แบคทีเรีย  อย่างไรก็ตามในวนัท่ี 2 ของการเก็บรักษาพบว่าตวัอย่างควบคุมมีการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย ประมาณ 4.5 log CFU/g (รูปท่ี 7.1 และ รูปท่ี 7.2(a)) ในขณะท่ีตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมออลิโก
ไคโตซานมีการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสูงกว่าตวัอยา่งควบคุมประมาณ 1 log CFU/g ในทางตรงกนั
ขา้มปริมาณแบคทีเรียท่ีเจริญในตวัอย่างถัว่กวนท่ีผสมไคตินวิสเกอร์และไคโตซานวิสเกอร์น้อยกว่า
กรณีของตวัอยา่งควบคุมประมาณ 1-1.5 log CFU/g และจากผลการวิเคราะห์ปริมาณยีสตแ์ละราใน
ตวัอยา่งถัว่กวนพบวา่ไม่มีการเจริญของเช้ือราและยสีตใ์นทุกตวัอยา่ง (ขอ้มูลไม่แสดง)  
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เม่ือพิจารณาตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผา่นการเกบ็รักษาในวนัท่ี 3 พบวา่ทุกตวัอยา่งมีปริมาณจุลินทรียท่ี์
เจริญเพิ่มข้ึน ยกเวน้ตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมไคตินวิสเกอร์สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้
ดี ในขณะท่ีตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมออลิโกไคโตซานและไคโตซานวิสเกอร์มีปริมาณแบคทีเรียท่ีสูงกว่า
ตวัอยา่งควบคุม (รูปท่ี 7.1 และ รูปท่ี 7.2 (b))   สาํหรับการวิเคราะห์ปริมาณยสีตแ์ละราในตวัอยา่งถัว่
กวนพบว่ามียีสตแ์ละราเกิดข้ึนในตวัอย่างชุดควบคุมและตวัอย่างท่ีผสมสารไคโตซานวิสเกอร์ (รูปท่ี 
7.3(a))  

ในวนัท่ี 4 ของการเก็บรักษาตวัอย่างถัว่กวนพบว่ามีเช้ือราเกิดข้ึนสาํหรับตวัอย่างถัว่กวนทุก
ประเภท ยกเวน้ตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมไคตินวิสเกอร์ โดยราท่ีพบมีลกัษณะปุย สีขาว เกาะกลุ่มรวมตวักนั
ดงัรูปท่ี 7.4 ดงันั้นจึงยติุการติดตามการเจริญของแบคทีเรีย ยีสตแ์ละราของตวัอยา่งถัว่กวนชุดควบคุม
และตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมออลิโกไคโตซานและไคโตซานวิสเกอร์ในวนัท่ี 4 ของการเก็บรักษา อยา่งไร
กต็ามตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมไคตินวิสเกอร์เม่ือทาํการทดสอบต่อในวนัท่ี 5 ของการเกบ็รักษา พบวา่มีการ
เจริญของยสีตแ์ละราเช่นกนั ดงัรูปท่ี 7.4 

จากผลการทดลองดงักล่าวทาํให้สามารถสรุปไดว้่าไคตินวิสเกอร์สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย
ยสีตแ์ละราของถัว่กวนได ้โดยยดือายกุารเกบ็รักษาของถัว่กวนไดน้านข้ึน 1 วนั ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 

 

 

 
 

 
 

 
 
 

              
                  

รูปที่ 7.2 จุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญในตวัอย่าง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ของตวัอยา่งถัว่กวนชุดควบคุมและชุดท่ีมีการเติมสารไคติน-ไคโตซานชนิด
ต่างๆ (0.5% (w/w)) ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะเวลาต่างๆ 
 
 
 

Day3 
 

Dilution: 10-2  10-3                               10-3                            10-2

      Ctrl                       OligoCS                   CTWK                       CSWK      

      Ctrl                       OligoCS                   CTWK                       CSWK      

 Day2 
 

Dilution: 10-2  10-2                               10-2                            10-2



บทท่ี 7 93 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

รูปที่ 7.3 ยีสตแ์ละราท่ีเจริญในตวัอยา่ง ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 48 ชัว่โมง ของตวัอยา่งถัว่กวนชุดควบคุมและชุดท่ีมีการเติมสารไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ (0.5% 
(w/w)) ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะเวลาต่างๆ  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่7.4 ลกัษณะทางกายภาพของตวัอยา่งถัว่กวนท่ีผสมสารไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ (0.5% (w/w)) 
ท่ีผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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7.4 สรุปการทดลอง 
จากการศึกษาเบ้ืองตน้ถึงความเป็นไปไดใ้นการประยกุตใ์ชส้ารไคติน-ไคโตซาน (ในรูปของออ

ลิโกไคโตซาน ไคตินวิสเกอร์ และไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.5% โดยนํ้ าหนกั) เพื่อยดือายกุาร
เก็บรักษาผลิตภณัฑถ์ัว่กวนท่ีมีแป้งและนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบหลกันั้น พบว่าไคตินวิสเกอร์สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ total viable bacteria และยีสตร์าไดดี้เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอ่ืน โดย
สามารถยดือายกุารเก็บรักษาถัว่กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งไดน้านข้ึน 1 วนั อยา่งไรก็ตามหลงัจากวนัท่ี 5 ของ
การเก็บรักษาพบว่ามีเช้ือราเกิดข้ึน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากอุณหภูมิหอ้งท่ีใชใ้นการทดลองอาจเป็นอุณหภูมิท่ี
ไม่เหมาะสมสาํหรับการเกบ็รักษาตวัอยา่งถัว่กวน  
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บทที ่8 
การพฒันาคุณภาพของกุ้งทะเลด้วยสารแขวนลอยระบบนํา้ของนาโนไคโตซานวสิเกอร์ 

Quality improvement of Pacific white shrimp by water-based nano-chitosan whiskers  
 

8.1 บทนํา 
 ผลิตภณัฑอ์าหารทะเลสามารถเส่ือมเสียมคุณภาพไดง่้ายในระหว่างขั้นตอนการขนส่งและ
การเก็บรักษา   ปัจจุบนัสารเติมแต่งจาํนวนมากไดถู้กนาํมาใชเ้พื่อรักษาคุณภาพและยดือายกุารเก็บ
รักษา นอกจากน้ี การความคุมการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์คุณลกัษณะทางกายภาพ และการควบคุม
ปัจจยัท่ีมีผลต่อคุณภาพของอาหารทะเล อาทิเช่น เน้ือสัมผสั (texture) รวมถึงโครงสร้างภายใน 
(microstructure) สี และความสามารถในการอุม้นํ้ า ท่ีเก่ียวเน่ืองกบันํ้ าหนกัของผลิตภณัฑ ์เป็นปัจจยั
ท่ีสําคญัท่ีต้องพิจจารณาร่วมด้วย1  โดยทั่วไปเกลืออนินทรีย์ เช่น เกลือฟอสเฟต ได้ถูกใช้ใน
ผลิตภณัฑอ์าหารประเภทเน้ือ สัตวปี์ก และอาหารทะเล เพื่อปรับปรุงคุณภาพอาหาร เช่น การอุม้นํ้ า 
และ นํ้าหนกัหลงัประกอบอาหาร (cooking yield)2, 3  อยา่งไรก็ตามการใชเ้กลือฟอสเฟตอาจมีผลต่อ
การเปล่ียนแปลงคุณลกัษณะของเน้ือสมัผสั เช่น ความใสและน่ิมของผลิตภณัฑ ์ปัจจุบนัผูบ้ริโภคใส่
ใจสุขภาพมากข้ึน ดงันั้นผลิตภณัฑ์หรือสารเติมแต่งท่ีมาจากธรรมชาติ จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ี
ผูบ้ริโภคใหค้วามสนใจมากกวา่ผลิตภณัฑท่ี์มีส่วนประกอบมาจากสารสงัเคราะห์ 
 ไคติน-ไคโตซานเป็นสารสกดัท่ีไดจ้ากเปลือกกุง้ กระดองปู และแกนปลาหมึก4  ซ่ึงเป็น
วสัดุธรรมชาติ จึงไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงมีชีวิต และส่ิงแวดลอ้ม   ไคติน-ไคโตซานสามารถนาํไป
ประยกุตไ์ดใ้นหลายอุตสาหกรรม รวมทั้งเภสัชกรรม การแพทย ์คอสเมติกส์ และอาหาร  ไคติน-ไค
โตซานไดถู้กนาํมาใชเ้ป็นสารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร เช่น เช้ือแบคทีเรีย และเช้ือรา5   ไคโต
ซานสามารถละลายและมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์เน่ืองจากโครงสร้างทางเคมีของไคโตซานมี
ประจุบวกของหมู่อะมิโนท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 2 ของหน่วยกลูโคซามีนเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีเป็นกรด  
ไคโตซานจึงแสดงคุณสมบติัพิเศษท่ีหลากหลาย   Tsai และคณะ6 ไดร้ายงานการใชส้ารละลายไคโต
ซานเขม้ขน้ 1% ในกรดไฮโดรคลอริค ในการแช่เน้ือปลาแซลมอล เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาจาก 5 
วนั เป็น 9 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   คณะวิจยัของ Soultos7 (2008) พบวา่สารละลายผสมของ
ไคโตซานเขม้ขน้ 0.5% ถึง 1% และไนเตรท สามารถลดปริมาณจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรียกรดแลคติก 
ยีสต ์ และ รา ในไส้กรอกหมู และสามรถยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภณัฑไ์ดน้านถึง 28 วนั ภายใต้
อุณหภูมิท่ีเยน็  

อย่างไรก็ตามไคตินเป็นพอลิเมอร์ท่ีไม่สามารถละลายในตวัทาํละลายทัว่ไปได ้ในขณะท่ี
ไคโตซานสามารถละลายไดใ้นตวัทาํละลายกรดอินทรียเ์จือจาง เช่น กรดฟอร์มิก และกรดอะซิติก 
เป็นตน้ ซ่ึงเป็นผลมาจากการรับโปรตอนหรือการถูกโปรโตเนทของหมู่อะมิโน (-NH2) เกิดเป็น
เกลือแอมโมเนียม (-NH3

+…-OOC-R) ซ่ึงไปขดัขวางการเกิดพนัธะไฮโดรเจนท่ีแขง็แรงระหว่างสาย
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โซ่พอลิเมอร์ เม่ือพนัธะดงักล่าวลดลง การละลายของไคโตซานจึงดีข้ึน   แมว้่าไคโตซานสามารถ
ละลายไดใ้นกรดอินทรีย ์แต่การประยุกตห์รือการใชป้ระโยชน์ของสารละลายไคโตซานในกรด
อินทรียส์าํหรับอุตสาหกรรมอาหาร ยา และคอสเมติกส์นั้นยงัมีขอ้จาํกดั ทั้งในเร่ืองของกล่ิน รสชาติ 
และอาการแพ ้เป็นตน้ นอกจากน้ีสารละลายไคโตซานในตวัทาํละลายกรดอินทรียเ์จือจางยงัมีความ
หนืดสูงอีกดว้ย จึงส่งผลต่อการใชง้าน ดงันั้นจึงไดมี้การพฒันาไคโตซานใหอ้ยูใ่นรูปของอนุพนัธ์ท่ี
สามารถละลายนํ้ าได ้เช่น คาร์บอกซีเมทิลไคโตซาน (carboxymethyl chitosan)8 ไอโอโดไคโตซาน 
(iodo chitosan)9 ตติยภูมิ- อะมิโนไคโตซาน (tert-amino chitosan)10 อยา่งไรก็ตาม การพฒันาไค
โตซานในรูปอนุพนัธ์ท่ีละลายนํ้าได ้ตอ้งผา่นขั้นตอนการดดัแปรโครงสร้างทางเคมี ซ่ึงจาํเป็นตอ้งมี
การระบุรายละเอียดในผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อความปลอดภยั ในอดีตท่ีผา่นมา กลุ่มวิจยัของสุวบุญ ได้
ประสบความสําเร็จในการเตรียมไคโตซานในรูปแบบเส้นใยวิสเกอร์11  ซ่ึงมีขนาดในระดบันาโน
เมตร ท่ีแขวนลอยอยู่ในนํ้ า โดยสามารถเตรียมได้จากเส้นใยไคตินวิสเกอร์12 ด้วยขั้นตอนท่ีไม่
ซบัซอ้น จากมุมมองดงักล่าว นาํไปสู่การประยกุตใ์ชไ้คโตซานวิสเกอร์ในอุตสาหกรรมอาหาร โดย
ไคโตซานวิสเกอร์ท่ีใชจ้ะแขวนลอยในนํ้ าและปราศจากการดดัแปรโครงสร้างทางเคมี  ทั้งน้ีเพื่อ
พิสูจน์วา่ไคโตซานวิสเกอร์สามารถแสดงสมบติัพิเศษในการใชง้านดา้นอาหารไดห้รือไม่   

เน้ือหางานวิจยัในบทน้ีจึงกล่าวถึงการใช้สารไคติน-ไคโตซานหรืออนุพนัธ์ในรูปแบบ
ต่างๆ ท่ีสามารถละลายนํ้ าหรือแขวนลอยในนํ้ าได ้เป็นสารเติมแต่งในอาหารทะเล โดยใชกุ้ง้ขาว 
(Pacific white shrimp) เป็นอาหารทะเลตน้แบบในการศึกษาถึงประสิทธิภาพของอนุพนัธ์ไคติน-ไค
โตซาน 

 
8.2 วธีิการทดลอง 
8.2.1 การทรีทตัวอย่างกุ้งขาวด้วยสารไคตนิ-ไคโตซานในรูปแบบสารแขวนลอยในนํา้ 
  กุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ท่ีใชใ้นการทดลอง (ขนาด 40 ตวัต่อกิโลกรัม) ถูกเก็บ
รักษาขณะขนส่งท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซสเซียส จากนั้นถูกแกะเปลือกและผา่หลงั ก่อนนาํไปทรีทดว้ย
สารตัวอย่าง   โดยในขั้นตอนแรกได้ศึกษาผลของเกลือโซเดียมคลอไรด์  แช่กุ้งขาว ในสาร
แขวนลอยนาโนไคตินวิสเกอร์ (CTWK) นาโนไคโตซานวิสเกอร์ (CSWK) และ ออลิโกไคติน/ไค
โตซาน (OligoCS) ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.05% (w/v) ในระบบท่ีไม่มีเกลือและมีเกลือโซเดียม
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5% เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   จากนั้นเลือกระบบท่ีดีท่ีสุด
โดยพิจารณาจากนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผ่านความร้อน (cooking yield) และ นํ้ าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight 
gain ควบคู่กบัเน้ือสัมผสัของตวัอย่าง  จากนั้นผนัแปรความเขม้ขน้ของสารแขวนลอยตวัอย่าง 4 
ระดบั คือ 0.01%, 0.05%, 0.25% และ 0.5% (w/v) เลือกระบบท่ีดีท่ีสุดโดยพิจารณาเช่นเดียวกบั
ขา้งตน้แลว้ผนัแปรความเขม้ขน้ของสารละลายเกลือโซเดียมไบคาร์บอเนต 3 ระดบั คือ 1%  3% 
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และ 5% (w/v) โดยควบคุม pH ของระบบใหเ้ท่ากบั 6, 7 และ 8 ตามลาํดบั การปรับ pH ทาํโดยใช้
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่8.1 ลกัษณะทางกายภาพของสารแขวนลอยในนํ้าของ (a) เกร็ดไคโตซาน (b) ไคตินวิสเกอร์ 
(c) ไคโตซานวิสเกอร์ และ (d) ออลิโกไคโตซาน  
 
8.2.2 การตรวจสอบสมบัติทางกายภาพของกุ้งทีท่รีทด้วยสารไคติน-ไคโตซาน 
 สมบติัทางกายภาพของกุง้ ไดแ้ก่ นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่น
ความร้อน (cooking loss) และนํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ถูกตรวจสอบดงัน้ี 
 นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึนของกุง้สามารถคาํนวณไดจ้ากสมการท่ี (1) 
  
Weight gain (%) = [(B - A) / A] x 100 %       (1) 
 
เม่ือ A คือนํ้าหนกัของกุง้ก่อนแช่ในสารแขวนลอยของตวัอยา่ง และ B คือนํ้าหนกัของกุง้หลงัแช่ใน
สารแขวนลอยของตวัอยา่งแลว้ผึ่งแหง้เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

จากนั้นกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยของตวัอยา่งถูกนาํไปผา่นความร้อนโดยการตม้ใน
นํ้าเดือดนาน 2 นาที และตามดว้ยการแช่ในนํ้าแขง็เป็นเวลา 1 นาที และผึ่งใหแ้หง้เป็นเวลา 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน (cooking loss) และนํ้าหนกัสุทธิ
หลงัผา่นความร้อน (cooking yield) สามารถคาํนวนไดจ้ากสมการท่ี (2) และ (3) ตามลาํดบั 

 
Cooking loss (%) = [(B – C) / B] x 100       (2) 
 
Cooking yield (%) = (C /A) x 100        (3) 
เม่ือ A คือนํ้าหนกัของกุง้ก่อนแช่ในสารแขวนลอยของตวัอยา่ง และ B คือนํ้าหนกัของกุง้หลงัแช่ใน
สารแขวนลอยของตวัอยา่งแลว้ผึ่งแหง้เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ C คือ
นํ้าหนกัของกุง้หลงัผา่นความร้อนและตามดว้ยการแช่ในนํ้าแขง็ 

(a) (b) (c) (d) 



บทท่ี 8  98 

8.2.3 การติดตามการแพร่ผ่านของไคโตซานวสิเกอร์ภายในโครงสร้างกล้ามเนือ้โปรตีนของกุ้ง 
   ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ จะถูกแช่ต่อในสารละลายคอป
เปอร์ซลัเฟต เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นตรวจสอบการแพร่ผา่นของไค
โตซานวิสเกอร์ในกลา้มเน้ือโปรตีนของกุง้โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด รุ่น Hitachi SEM 
(TM1000) scanning electron microscopy/ (SEM-EDX) ภายใตอ้ตัราเร่ง 30 kV 
 
8.2.4 การตรวจสอบคุณลกัษณะเนือ้สัมผสัของกุ้งทีท่รีทด้วยสารไคติน-ไคโตซาน 

คุณลกัษณะเน้ือสมัผสั (texture) ของตวัอยา่งกุง้ ตรวจสอบโดยเคร่ืองวดัลกัษณะเน้ือสมัผสั 
(texture analyzer) รุ่น TA-XT2i (Stable Micro Systems, Surrey, England) โดยใชห้วัทดสอบชนิด 
Warner-Bratzler shear apparatus13 ซ่ึงมีสภาวะการทดสอบดงัน้ี load cell ขนาด 25 กิโลกรัม 
ความเร็วของหวัทดสอบเท่ากบั 2 มิลลิเมตรต่อวินาที การทดสอบทาํตวัอยา่งละ 5 ซํ้า โดยทดสอบ
ในทิศทางการเคล่ือนท่ีของหวัทดสอบตั้งฉากกบักลา้มเน้ือโปรตีน 

 
8.2.5 การตรวจสอบเสถียรภาพทางความร้อนของกล้ามเนือ้โปรตนีของกุ้งทีท่รีทด้วยสารไคติน-ไค
โตซาน 
 เสถียรภาพทางความร้อนของตวัอย่างกุง้ตรวจสอบไดโ้ดยเคร่ืองวิเคราะห์ทางความร้อน 
(Thermal gravimetric analyzer) รุ่น Perkin Elmer Pyris Diamond ภายใตส้ภาวะบรรยากาศ
ไนโตรเจน ท่ีมีอตัราการไหลของก๊าซไนโตรเจนเท่ากบั 20 มิลลิลิตรต่อนาที และอตัราการใหค้วาม
ร้อนเท่ากบั 10 องศาเซลเซียสต่อนาที ในช่วงอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ถึง 600 องศาเซลเซียส 
 
8.2.6 การตรวจสอบสีของกุ้งทีผ่่านการทรีทด้วยสารไคตนิ-ไคโตซานและผ่านความร้อน 
 สีของตวัอยา่งกุง้ ซ่ึงแสดงผลโดยค่า L* (ค่าความสว่าง) a* (ค่าสีแดง/เขียว) และ b*(ค่าสี
เหลือง/นํ้าเงิน) ตรวจสอบโดยเคร่ืองวดัสี chromameter (รุ่น CR-300 ของบริษทั Minolta Co.Ltd., 
Japan) การทดลองทาํตวัอยา่งละ 3 ซํ้ า   ค่าความแตกต่างของสี (Delta E*) จะคาํนวณจากสมการท่ี 
(4) โดยเทียบกบัตวัอยา่งควบคุม  
 
 Delta E* = √ [(∆L*) 2 + (∆a*) 2 + (∆b*) 2]         (4) 
 
8.2.7 การวเิคราะห์โครงสร้างของโปรตีนในกุ้ง 

 โครงสร้างของโปรตีนในตวัอยา่งกุง้สามารถวิเคราะห์ไดโ้ดยใชเ้ทคนิคการแยกสารแบบอิ
เลก็โตรโฟรีซิส (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) โดย
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ใช ้4% stacking gel และ 12.5% separating gel ตามเทคนิคของ Laemmli (1970)14  ตวัอยา่งโปรตีน
เตรียมไดจ้ากการผสมสารแขวนลอยท่ีผา่นการแช่ตวัอยา่งกุง้ปริมาตร 20 mL กบัสารละลาย SDS 
เขม้ขน้ 10%  w/v ปริมาตร 10 mL   แลว้ป่ันจนเป็นอิมลัชนัโดยเคร่ือง homogenizer รุ่น IKA 
labortechnik homogenizer   จากนั้นบ่มสารผสมในนํ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 85 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้
เซนตริฟิวจเ์พื่อแยกสาร นาํสารละลายส่วนใสไปวิเคราะห์โดยเทคนิคการแยกสาร จากนั้นยอ้มสีเจล
โดยใช ้coomassie blue R-250 ในสารละลายผสมของกรดอะแซติก (10%) เมทาทอล (40%) และนํ้ า 
(50%)  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทาํไดโ้ดยใชซ้อฟแวร์ UN-SCAN-IT Gel digitizing software 

Ver.6.1 (Silk Scientific Corp., Orem, UT)15 โดยวิเคราะห์จากผลรวมของจาํนวนพิกเซลของแถบ
โปรตีน ซ่ึงมีค่าเท่ากบัผลรวมของจาํนวนโปรตีน  
 

8.2.8 การวเิคราะห์โครงสร้างจุลภาค (microstructure) ของตัวอย่างกุ้ง 
 โครงสร้างระดบัจุลภาคของตวัอยา่งกุง้ตรวจสอบท่ีขอ้ปลอ้งของกุง้ตาํแหน่งท่ี 2   เตรียมขอ้
ปลอ้งตาํแหน่งท่ี 2 ของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการทรีทดว้ยสารไคติน-ไคโตซานใหมี้ขนาด 4 มิลลิเมตร × 
4 มิลลิเมตร × 4 มิลลิเมตร จากนั้นนาํไปแช่ในสารละลายกลูตารัลดีไฮน์ (glutaraldehyde) เป็นเวลา 
2 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ยนํ้าท่ีไม่มีประจุ ตามดว้ยสารละลายเอทานอลเขม้ขน้ตั้งแต่ 50% ถึง 100%  
จากนั้นทาํใหแ้หง้โดยใชเ้ทคนิค super critical fluid แลว้ตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งกุง้โดยกลอ้ง
จุลทรรศน์แบบส่องกราด รุ่น Hitachi SEM S-4800 ultra-high resolution cold field emission 
scanning electron microscope (FE-SEM) 
 
8.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
8.3.1 ผลของชนิดสารตัวอย่างไคติน-ไคโตซานในรูปแบบสารแขวนลอยในนํา้ต่อคุณภาพของกุ้ง 
 ในการทดลองน้ีไดศึ้กษาอิทธิพลของชนิดสารตวัอย่างไคติน-ไคโตซานในรูปแบบสาร
แขวนลอยในนํ้าต่อคุณภาพของกุง้ ซ่ึงประเมินจากนํ้ าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) นํ้าหนกัท่ีสูญเสีย
หลงัผา่นความร้อน (cooking loss) และนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของกุง้  
การศึกษาอิทธิพลดงักล่าวทาํในระบบท่ีแตกต่างกนั 2 ระบบ คือ ระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์
เข้มข้น 2.5%และระบบท่ีไม่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์  ผลการทดลองท่ีได้แสดงดังรูปท่ี 8.2   
โดยทัว่ไปการเพิ่มคุณภาพกุง้ เช่น นํ้ าหนกัตวั สามารถทาํไดโ้ดยการแช่ในสารละลายเกลือ  จากผล
การทดลองพบว่าตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการแช่ในนํ้ าเกลือโซเดียมคลอไรด์มีนํ้ าหนักเพิ่มข้ึน ~ 9.4%  
ในขณะท่ีตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไค
โตซาน ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.05% (w/v) มีการเพ่ิมข้ึนของนํ้ าหนกัลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบั
ตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการแช่ในนํ้ าเกลือโซเดียมคลอไรด์  อยา่งไรก็ตามตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสาร
แขวนลอยไคตินและไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5%) มีนํ้ าหนกัเพิ่มข้ึน  
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~ 9.5% และ 10.1% ตามลาํดบั ซ่ึงมากกว่ากรณีของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในนํ้ าเกลือโซเดียมคลอ
ไรด ์ช้ีใหเ้ห็นวา่ไคตินวิสเกอร์และไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมีเกลือสามารถช่วยเพิ่มนํ้ าหนกัของ
ตวัอยา่งกุง้ได ้   

รูปท่ี 8.2(b) และ 8.2(c) แสดงถึงนํ้ าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อนและนํ้ าหนกัสุทธิหลงั
ผา่นความร้อนของตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการทรีทดว้ยสารตวัอย่างชนิดต่างๆ  จากผลการทดลองพบว่า
นํ้ าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผ่านความร้อนและนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อนของตวัอย่างกุง้ท่ีผา่นการ
แช่ในนํ้าเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ท่ากบั 25% และ 82% ตามลาํดบั  สาํหรับตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ใน
สารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไคโตซานนั้น มีนํ้ าหนกัท่ีสูญเสียหลงั
ผ่านความร้อนเพ่ิมข้ึน (ประมาณ 34.8-36.5%) และมีนํ้ าหนักสุทธิหลงัผ่านความร้อนลดลง 
(ประมาณ 68.0-70.0%) เม่ือเทียบกบัตวัอย่างตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการแช่ในนํ้ าเกลือโซเดียมคลอไรด ์
แสดงให้เห็นว่าสารตัวอย่างไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์  และออลิโกไคโตซานยังมี
ประสิทธิภาพไม่ดีพอในการปรับปรุงคุณภาพทางดา้นนํ้าหนกัของกุง้ ดงันั้นโครงการวิจยัน้ีจึงศึกษา
การปรับปรุงประสิทธิภาพของสารไคติน-ไคโตซานในระบบท่ีมีการเติมเกลือร่วมดว้ย  

จากผลการทดลองพบว่านํ้ าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผ่านความร้อนของตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการแช่
ในสารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไคโตซานในระบบท่ีมีเกลือโซเดียม
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5% ลดลง เม่ือเทียบกบัระบบท่ีไม่มีการเติมเกลือ และตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ใน
สารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไคโตซานในระบบท่ีมีเกลือโซเดียม
คลอไรดย์งัมีนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อนเพิ่มข้ึนอีกดว้ย เม่ือเทียบกบัระบบท่ีไม่มีการเติมเกลือ 
และมีค่าใกลเ้คียงกบัตวัอยา่งกุง้ท่ีไม่ไดผ้า่นการแช่สาร (ประมาณ 80.0%)   อยา่งไรก็ตามระบบสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีการเติมเกลือสามารถช่วยเพิ่มนํ้ าหนักตวัอย่างกุ้งได้มากท่ีสุด   
คณะวิจยัของ Sathivel16 ไดร้ายงานเก่ียวกบัการใชไ้คโตซานเป็นสารเคลือบท่ีสามารถบริโภคได ้
(edible coating) เช่น สารละลายไคโตซานในสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 1-2 % สาํหรับแช่เน้ือ
ปลาพิ้งคแ์ซลมอลแล่ ฟิลม์เคลือบของไคโตซานสามารถป้องกนัการสูญเสียความช้ืนและช่วยรักษา
สีสรรของปลาหลงัผา่นการให้ความร้อนได ้  เม่ือพิจารณากรณีของไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมี
เกลือพบว่าผลท่ีไดเ้ป็นการเสริมประสิทธิภาพ (synergistic effect) ในแง่ของการเพิ่มนํ้ าหนกัสุทธิ
หลงัผา่นความร้อน  โดยทัว่ไปโมเลกุลของนํ้ าในกลา้มเน้ือโปรตีนของกุง้จะสร้างพนัธะไฮโดรเจน
กบัโปรตีน17 ดงันั้นการสูญเสียของนํ้าอาจเกิดจากการเสียสภาพของโปรตีนระหว่างกระบวนการให้
ความร้อน18  นอกจากน้ีไอออนคลอไรดใ์นเกลือโซเดียมคลอไรดย์งัสามารถช่วยเพิ่มการบวมตวัของ
เส้นใยกลา้มเน้ือโปรตีน และสามารถช่วยการเพิ่มความสามารถในการเก็บกกันํ้ า (water holding 
capacity)19 
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รูปที ่8.2  (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน (cooking 
loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสาร
แขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไคโตซาน ความเขม้ขน้ 0.05% (w/v) ใน
ระบบท่ีไม่มี (  ) และมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5%  (  )  ผลการทดลองรายงานเป็น
ค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3)  ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็และตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ระบุถึงความ
แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่งสารระบบเดียวกนัและระหวา่งสารชนิดเดียวกนั
ตามลาํดบั  
 

  ลกัษณะเน้ือสมัผสัของตวัอยา่งเน้ือกุง้ เช่น ความแน่น สามารถวิเคราะห์ไดโ้ดยพิจารณาจาก
ค่าแรงเฉือน (shear force) ของตวัอยา่งท่ีผา่นการการแช่ในสารไคติน-ไคโตซานเป็นเวลา 24 ชัว่โมง
(รูปท่ี 8.3) จากผลการทดลองพบวา่ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์และไคโต
ซานวิสเกอร์หลงัผา่นความร้อนมีแรงเฉือนท่ีใกลเ้คียงกนั แต่ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารแขวนลอย
ออลิโกไคโตซานในระบบท่ีมีเกลือมีค่าแรงเฉือนตํ่ากวา่ (~14.7 N) ซ่ึงอาจเกิดจากกรดแลคติคใน
ขั้นตอนการเตรียมออลิโกไคโคซานมีผลต่อโครงสร้างโปรตีนของกุง้ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลงานวจิยั
ของ Sims และ Bailey20 ท่ีรายงานเก่ียวกบัผลของกรดทาํใหค้อลลาเจนในเน้ือสตัวมี์โครงสร้างท่ี
หลวมข้ึน  
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รูปที ่8.3 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซาน
วิสเกอร์ และออลิโกไคโตซาน ความเขม้ขน้ 0.05% (w/v) ในระบบท่ีไม่มี (  ) และมีเกลือโซเดียม
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5% (  ) ภายหลงัการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง  ผล
การทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5)  ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็และตวัอกัษร
พิมพใ์หญ่ระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่งสารระบบเดียวกนัและระหวา่ง
สารชนิดเดียวกนัตามลาํดบั    
 

 นอกจากน้ีปัจจยัทางดา้นคุณภาพ เช่น เน้ือสมัผสัและสี ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเก็บรักษาตวัอยา่ง
กุง้ท่ีผา่นการแช่สารไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆ ในช่วง 48 ชัว่โมง ในระบบท่ีมีเกลือ  ตวัอยา่งกุง้มี
ค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 6.3-6.5   จากรูปท่ี 8.4 พบว่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีไม่ผา่นการทรีทหรือแช่
สารมีค่าลดลงอยา่งชดัเจนเม่ือเวลาในการเกบ็รักษาเพิ่มข้ึน (เช่น จาก ~19 N เป็น 13.5 N เม่ือเวลาใน
การเก็บรักษาเท่ากับ 48 ชั่วโมง)  นอกจากน้ีค่าแรงเฉือนของตัวอย่างกุ้งท่ีผ่านการแช่ในสาร
แขวนลอยออลิโกไคโตซาน ก็ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั จาก ~18.8 N เป็น 9.50 N เม่ือเวลาในการเก็บ
รักษาเท่ากับ 48 ชั่วโมง และการลดลงของค่าแรงเฉือนของตัวอย่างกุ้งท่ีผ่านการแช่ในสาร
แขวนลอยออลิโกไคโตซานมากกว่ากรณีของตวัอยา่งกุง้ท่ีไม่ผ่านการทรีทอีกดว้ย   ในทางตรงกนั
ขา้มสารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์และไคโตซานวิสเกอร์สามารถช่วยรักษาเน้ือสัมผสัของตวัอยา่งกุง้
ในระหวา่งการเกบ็รักษาได ้อีกทั้งยงัช่วยรักษาเน้ือสมัผสัใหใ้กลเ้คียงกบักุง้ท่ีไม่ผา่นการแช่สารท่ีวนั
แรกของการเก็บรักษาอีกดว้ย  นอกจากน้ีผลท่ีไดจ้ากการตรวจสอบค่าสีของตวัอยา่งกุง้ (L*, a*, b* 
และ ΔE*) สามารถยืนยนัไดว้่า สารไคตินวิสเกอร์และไคโตซานวิสเกอร์สามารถช่วยรักษาสีของ
ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นความร้อน ในทางตรงกนัขา้ม ถึงแมว้่ากุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารละลายเกลือโซเดียม
คลอไรด์จะมีนํ้ าหนกัเพิ่มข้ึน แต่ค่าความสว่าง (L*) ของตวัอยา่งกุง้ลดลง ในขณะท่ีค่าสีแดง (a*) 
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และค่าความแตกต่างของสี (Delta E*) เพิ่มข้ึน (P < 0.05) ช้ีให้เห็นว่าการแช่ตวัอย่างกุง้ใน
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์ส่งผลต่อคุณภาพสีของกุง้ ดงัแสดงในตารางท่ี 8.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่8.4 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคตินวิสเกอร์ ไคโตซาน
วิสเกอร์ และออลิโกไคโตซาน ความเขม้ขน้ 0.05% (w/v) ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 
2.5% หลงัการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 0-48 ชัว่โมง  : 0 ชัว่โมง   : 24 ชัว่โมง 
และ  : 48 ชัว่โมง ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5) ตวัอกัษร
พิมพเ์ลก็และตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่งสารระบบ
เดียวกนัและระหวา่งสารชนิดเดียวกนัตามลาํดบั    
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Samples

front

No treatment 72.43 ± 1.80 aA 73.14 ± 2.13 aA 72.69 ± 2.92 aA 4.93 ± 0.90 bA 3.30 ± 1.24 aA 6.41 ± 3.68 aA 10.88 ± 2.48 aA 11.57 ± 2.68 aA 11.06 ± 4.47 aA 3.35 ± 1.37 aA 5.13 ± 2.45 aA

2.5%NaCl 67.47 ± 3.72 bA 69.58 ± 5.31 aA 70.03 ± 3.49 aA 12.31 ± 5.67 aA 8.10 ± 7.09 aA 8.43 ± 4.02 aA 16.50 ± 5.10 aA 11.08 ± 5.10 aA 12.60 ± 3.86 aA 10.64 ± 8.26 aA 8.04 ± 5.92 aA 6.37 ± 3.74 aA

2.5%NaCl+CTWK 70.12 ± 1.94 abA 69.66 ± 1.19 aA 70.30 ± 0.71 aA 8.86 ± 1.22 abA 9.14 ± 3.77 aA 9.01 ± 0.69 aA 14.05 ± 2.54 aA 15.23 ± 4.59 aA 14.80 ± 1.33 aA 5.74 ± 2.92 abA 7.33 ± 4.75 aA 6.19 ± 0.55 aA

2.5%NaCl+CSWK 69.70 ± 3.04 abA 69.05 ± 2.65 aA 73.37 ± 1.58 aA 9.03 ± 5.09 abA 10.22 ± 6.06 aA 5.71 ± 2.96 aA 13.55 ± 4.50 aA 16.12 ± 7.47 aA 11.99 ± 5.42 aA 7.03 ± 5.34 abA 10.22 ± 6.58 aA 5.34 ± 1.37 aA

2.5%NaCl+OligoCS/Lactate 71.77 ± 0.11 abA 73.00 ± 4.26 aA 68.40 ± 5.79 aA 6.51 ± 2.45 abA 5.62 ± 3.00 aA 10.06 ± 5.76 aA 12.13 ± 2.98 aA 11.37 ± 3.50 aA 14.14 ± 4.92 aA 3.60 ± 1.49 abA 4.87 ± 2.33 aA 9.68 ± 5.50 aA

middle

No treatment 74.54 ± 5.26 aA 72.14 ± 1.95 aA 72.99 ± 2.59 aA 3.79 ± 3.50 bA 6.43 ± 3.61 aA 5.02 ± 1.34 bA 9.61 ± 5.62 aA 13.07 ± 2.95 aA 11.32 ± 2.32 aA 5.70 ± 3.73 aA 3.14 ± 3.06 aA

2.5%NaCl 67.94 ± 0.26 bA 67.84 ± 1.22 aA 69.16 ± 3.09 aA 11.85 ± 0.85 aA 8.97 ± 2.78 aA 9.75 ± 3.36 aA 16.04 ± 1.21 aA 13.64 ± 3.85 aA 13.92 ± 3.32 aA 12.27 ± 1.08 aA 9.83 ± 3.35 aA 9.15 ± 5.54 aA

2.5%NaCl+CTWK 71.76 ± 2.92 abA 70.89 ± 4.02 aA 71.29 ± 1.42 aA 7.40 ± 2.21 abA 6.23 ± 4.44 aA 8.54 ± 0.59 abA 12.48 ± 3.29 aA 11.40 ± 5.55 aA 13.89 ± 1.16 aA 5.68 ± 4.39 bA 7.73 ± 3.30 aA 7.25 ± 1.39 aA

2.5%NaCl+CSWK 70.70 ± 2.33 abA 71.44 ± 3.59 aA 71.54 ± 2.58 aA 8.46 ± 1.34 aA 7.28 ± 2.05 aA 5.84 ± 2.11 abA 12.46 ± 3.07 aA 12.31 ± 1.26 aA 10.75 ± 0.83 aA 7.14 ± 2.69 bA 5.58 ± 3.94 aA 3.87 ± 3.32 aA

2.5%NaCl+OligoCS/Lactate 70.56 ± 0.79 abA 72.27 ± 2.67 aA 71.49 ± 2.73 aA 7.66 ± 2.81 abA 5.36 ± 1.00 aA 6.99 ± 2.31 abA 13.32 ± 2.34 aA 11.77 ± 1.72 aA 12.24 ± 1.08 aA 6.92 ± 3.03 bA 3.83 ± 2.76 aA 5.33 ± 3.30 aA

tail

No treatment 70.31 ± 1.73 aA 68.19 ± 2.09 aA 70.25 ± 1.67 aA 10.78 ± 2.73 aA 12.79 ± 2.25 aA 9.74 ± 2.87 bA 14.65 ± 2.95 abA 17.76 ± 0.95 aA 14.28 ± 3.02 aA 4.87 ± 1.46 aA 3.36 ± 2.24 aA

2.5%NaCl 64.75 ± 2.64 bA 67.75 ± 1.46 aA 64.48 ± 3.57 bA 14.74 ± 1.28 aA 11.10 ± 0.54 aB 14.66 ± 2.49 aA 17.94 ± 2.53 aA 13.33 ± 2.98 bcA 17.74 ± 4.70 aA 7.74 ± 3.36 aA 3.62 ± 2.04 aA 8.37 ± 4.89 aA

2.5%NaCl+CTWK 67.69 ± 3.78 abA 67.10 ± 1.60 aA 68.91 ± 2.86 aA 10.55 ± 3.40 aA 12.52 ± 1.27 aA 7.50 ± 3.50 bA 14.85 ± 4.93 abA 16.60 ± 1.20 abA 11.48 ± 4.67 aA 6.33 ± 0.68 aA 4.32 ± 1.81 aA 6.36 ± 3.95 aA

2.5%NaCl+CSWK 68.30 ± 2.35 abA 68.46 ± 1.31 aA 69.06 ± 1.30 aA 10.14 ± 2.51 aA 10.87 ± 1.81 aA 11.12 ± 1.21 abA 9.51 ± 4.48 bA 14.86 ± 2.07 abcA 15.83 ± 2.64 aA 6.72 ± 3.22 aA 2.78 ± 1.70 aA 3.04 ± 0.94 aA

2.5%NaCl+OligoCS/Lactate 65.23 ± 2.01 bB 69.60 ± 1.08 aA 67.18 ± 0.72 abAB 12.52 ± 2.21 aA 7.43 ± 1.45 bB 10.22 ± 1.42 abAB 17.26 ± 2.75 aA 11.53 ± 1.62 cB 13.58 ± 2.33 aAB 6.24 ± 3.39 aA 4.68 ± 2.29 aA 4.03 ± 0.72 aA

-

-

-

Delta E

0 hrs 24 hrs 48 hrs

b*

0 hrs 24 hrs 48 hrs

L

0 hrs 24 hrs 48 hrs

a*

0 hrs 24 hrs 48 hrs

 ตารางที ่8.1 ค่าสี L* a* b* และ delta E ของตวัอยา่งกุง้ที่ผา่นการแช่สารแขวนลอยไคติน-ไคโตซาน ระหวา่งการเกบ็รักษา 48 ชัว่โมง  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉลี่ย  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็ภายในคอลมัน์เดียวกนัและตวัอกัษรพมิพใ์หญ่ภายในแถวเดียวกนัระบุถึงความ
แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)      
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การศึกษาเชิงลึกเก่ียวกบัความเสถียรทางความร้อนของตวัอย่างกุง้ ซ่ึงประเมินจากการ
สูญเสียนํ้ าและโปรตีนจากโครงสร้างกลา้มเน้ือกุง้ สามารถตรวจสอบไดโ้ดยเคร่ืองวิเคราะห์ทาง
ความร้อน (TGA)  จากรูปท่ี 8.5 พบว่าการสูญเสียนํ้ าหนกัของตวัอยา่งกุง้เกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่
อุณหภูมิหอ้งจนถึงอุณหภูมิ 450 °C  การสูญเสียนํ้ าหนกัในช่วงแรกท่ีอุณหภูมิช่วง 90 °C ถึง 150 °C
เก่ียวขอ้งกบัการระเหยของนํ้ าในตวัอย่างกุง้   ตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการแช่สารไคติน-ไคโตซานชนิด
ต่างๆในระบบท่ีไม่มีเกลือ มีการสูญเสียนํ้ ามากกว่าตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารไคติน-ไคโตซานใน
ระบบท่ีมีเกลือ แสดงให้เห็นว่าสารไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆในระบบท่ีมีเกลือแสดงผลของการ
เสริมประสิทธิภาพ (synergistic effect) ในแง่การป้องกนัการสูญเสียนํ้ า  สาํหรับการสูญเสียนํ้ าหนกั
ในช่วงท่ีสองซ่ึงเกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิ 320 °C อาจเก่ียวขอ้งกบัการเสียสภาพขององคป์ระกอบโปรตีน
ทั้งหมดในตวัอยา่งกุง้   ระบบสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ป็น
ระบบท่ีดีท่ีสุดในการช่วยลดนํ้ าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน เพ่ิมนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความ
ร้อน และช่วยรักษาเน้ือสมัผสัและสีของตวัอยา่งกุง้  ดงันั้นระบบสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ี
มีการเติมเกลือจึงถูกเลือกเพื่อทาํการศึกษาต่อไป (ดูหวัขอ้ 8.3.2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่8.5 เทอร์โมแกรม TGA ของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคติน-ไคโตซานใน
ระบบท่ีมีและไม่มีเกลือโซเดียมคลอไรด:์ :ชุดควบคุม   :CTWK เขม้ขน้ 0.05%   

:CSWK เขม้ขน้ 0.05%   :OligoCS เขม้ขน้ 0.05%   :CTWK เขม้ขน้ 0.05% ท่ีมี
การเติมเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5%   :CSWK เขม้ขน้ 0.05% ท่ีมีการเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5% และ  :OligoCS เขม้ขน้ 0.05% ท่ีมีการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์
เขม้ขน้ 2.5% 
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 ประเด็นสาํคญัอีกประเด็นหน่ึงท่ีตอ้งศึกษา คือ การแพร่ผ่านของสารแขวนลอยไคโตซาน
วิสเกอร์เขา้ไปในตวัอยา่งกุง้  โดยทัว่ไปสารไคติน-ไคโตซานมีความสามารถในการเกิดโครงสร้าง
เชิงซ้อน (complex) กบัไอออนคอปเปอร์ ดงันั้นไอออนคอปเปอร์จึงเป็นตวัช้ีวดัท่ีดีสําหรับไคโต
ซานเม่ืออยูใ่นรูปของโครงสร้างเชิงซอ้นกบัไอออนคอปเปอร์ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่8.6 ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM-EDX) แสดงการกระจายตวัของคอป
เปอร์ในตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารละลายคอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) ของ (a) ชุดควบคุม (b) 
CSWK-CuSO4 และ (c) CSWK-CuSO4 ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์ 
 

1 µm 

(c) 

1 µm 

(b) 

(a) 

1 µm 
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 ในงานวิจยัน้ี ไดน้าํตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการทรีทดว้ยสารตวัอย่างไคติน-ไคโตซาน ไปแช่ใน
สารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต จากนั้นล้างสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟตส่วนเกินออกก่อนนําไป
วิเคราะห์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM-EDX) ท่ีจะแสดงใหเ้ห็นถึงการกระจายตวัของ
คอปเปอร์ ซ่ึงสามารถระบุตาํแหน่งของไคโตซานในตวัอยา่งกุง้ได ้  จากรูปท่ี 8.6(a) และ 8.6(b) 
พบวา่กระจายตวัของคอปเปอร์ในตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์เกิดข้ึนดี 
ซ่ึงสามารถยืนยนัไดว้่าไคโตซานวิสเกอร์มีการกระจายตวัท่ีดีภายในตวัอย่างกุง้ ในทาํนองเดียวกนั
ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมีเกลือก็ใหก้ารกระจายตวัของคอปเปอร์ท่ี
ดีในทุกบริเวณของตวัอยา่งกุง้ (รูปท่ี 8.6(c)) แสดงใหเ้ห็นว่าเกลือโซเดียมคลอไรดส์ามารถช่วยเพิ่ม
การบวมตวัของเสน้ใยกลา้มเน้ือโปรตีนและช่วยใหไ้คโตซานวิสเกอร์สามารถแพร่ผา่นและกระจาย
ตวัไดดี้ภายในโครงสร้างกลา้มเน้ือโปรตีนของกุง้ดว้ย  

 
8.3.2 ผลของความเข้มข้นของไคโตซานวสิเกอร์ในระบบเกลอืโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 2.5% (w/v) 
ต่อคุณภาพของกุ้ง 
 สําหรับการทดลองในหัวขอ้น้ี ได้เลือกสารตวัอย่างไคติน-ไคโตซานท่ีดีท่ีสุดจากการ
ทดลองในหวัขอ้ 8.3.1 มาใชเ้พื่อศึกษาถึงอิทธิพลของความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งไคติน-ไคโตซาน
ต่อคุณภาพของตวัอยา่งกุง้  สารตวัอยา่งไคติน-ไคโตซานท่ีเลือกใช ้คือ ไคโตซานวิสเกอร์  ความ
เขม้ขน้ของไคโตซานวิสเกอร์ท่ีศึกษามี 4 ระดบั คือ 0.01, 0.05, 0.25 และ 0.50%  และคุณภาพของ
ตวัอย่างกุง้พิจารณาจากนํ้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) นํ้ าหนักท่ีสูญเสียหลงัผ่านความร้อน 
(cooking loss) และนํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield)  ผลการทดลองท่ีไดแ้สดงในรูป
ท่ี 8.7   โดยทัว่ไปสารพอลิฟอสเฟตนิยมใชเ้ป็นสารเติมแต่งท่ีมีจาํหน่ายเชิงพานิชยส์าํหรับ
ประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมเน้ือสัตว ์เพ่ือช่วยเพ่ิมนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อนและลดนํ้ าหนกัท่ี
สูญเสียหลงัผา่นความร้อน21 ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงใชส้ารฟอสเฟตเป็นตวัเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของสารไคโตซานวิสเกอร์ในการปรับปรุงคุณภาพของตวัอยา่งกุง้  ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.01% (w/v) และ 0.05% (w/v) ในระบบท่ีมีเกลือ
โซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) มีการเพิ่มข้ึนของนํ้ าหนกัใกลเ้คียงกนั (P > 0.05)   การเพิ่มข้ึนของ
นํ้ าหนักตวัอย่างกุง้เพ่ิมข้ึนประมาณ 2% เม่ือความเขม้ขน้ของสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์
เพิ่มข้ึนเป็น 0.25-0.50% (w/v)  อยา่งไรกต็ามการเพ่ิมข้ึนของนํ้ าหนกัตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ยงัคงนอ้ยกว่ากรณีของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารละลายฟอสเฟต
ผสม (mixed phosphate) (P < 0.05)   เม่ือพิจารณานํ้ าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อนและนํ้ าหนกั
สุทธิหลังผ่านความร้อนของตัวอย่างกุ้ง พบว่าไม่มีความแตกต่างเม่ือแช่ตัวอย่างกุ้งด้วยสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.05% (w/v) ถึง 0.5% (w/v) (P > 0.05)  
นอกจากน้ียงัพบว่านํ้ าหนักท่ีสูญเสียหลังผ่านความร้อนของตัวอย่างกุ้งท่ีผ่านการแช่ในสาร
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แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์มากกว่ากรณีของตวัอย่างกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารละลายฟอสเฟตผสม 
(P < 0.05) ในขณะท่ีนํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อนนอ้ยกวา่ 
 คุณลกัษณะเน้ือสัมผสัของกุง้ท่ีผ่านการทรีทดว้ยสารไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้
ต่างๆ ท่ีผา่นความร้อนแสดงดงัรูปท่ี 8.8  ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอย
ไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.01% (w/v) ถึง 0.25% (w/v) มีค่าใกลเ้คียงกนั (P > 0.05)  
ตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการแช่ในแขวนลอยสารไคโตซานวิสเกอร์มีค่าแรงเฉือนลดลง เม่ือความเขม้ขน้
เท่ากบั 0.5% (w/v) (P < 0.05) ซ่ึงสามารถสรุปไดว้่าไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้นอ้ยกว่าหรือ
เท่ากบั 0.25% (w/v) ในระบบท่ีมีเกลือ (2.5% w/v) สามารถรักษาเน้ือสัมผสัของกุง้ไดใ้กลเ้คียงกบั
ตวัอยา่งกุง้ท่ีไม่ไดผ้า่นการแช่สาร  ในทางตรงกนัขา้ม ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารละลายผสมของ
ฟอสเฟตผสม (3.5% w/v) และเกลือ (2.5% w/v) มีค่าแรงเฉือนลดลงเม่ือเทียบกบัตวัอยา่งกุง้ท่ีไม่ได้
ผ่านการแช่สาร และมีค่าตํ่าท่ีสุด   ถึงแมว้่าสารละลายผสมของฟอสเฟตผสมและเกลือจะสามารถ
ช่วยเพิ่มนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อนได ้แต่คุณลกัษณะเน้ือสัมผสัของกุง้มีการเปล่ียนแปลงโดย
มีลกัษณะน่ิมลง  
 จากผลการทดลองท่ีไดก้ล่าวไปแลว้ขา้งตน้ ตวัอย่างกุง้ท่ีผ่านการแช่สารแขวนลอยไคโต
ซานวิสเกอร์ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.25% (w/v) ในระบบท่ีมีเกลือ มีประสิทธิภาพในการช่วยเพิ่ม
นํ้าหนกั ลดการสูญเสียนํ้ าหนกัหลงัผา่นความร้อน และช่วยเพิ่มนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน อีก
ทั้งยงัสามารถรักษาเน้ือสัมผสัของตวัอย่างกุง้ไดใ้กลเ้คียงกบัธรรมชาติหรือตวัอย่างกุง้ท่ีไม่ผ่านกา
รทรีทอีกดว้ย ดงันั้นไคโตซานวิสเกอร์ภายใตเ้ง่ือนไขน้ีจึงถูกเลือกเพื่อทาํการศึกษาต่อไป 
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รูปที ่8.7   (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน (cooking 
loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ชุดควบคุม  ตวัอยา่ง
กุง้ท่ีผา่นการแช่สารละลายผสมของสารละลายฟอสเฟต (3.5% w/v) และเกลือ (2.5% w/v) และ
ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆในระบบท่ีมีเกลือ
โซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v)   ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3)  
ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
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รูปที ่8.8 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ชุดควบคุม ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารละลายผสมของ
สารละลายฟอสเฟต (3.5% w/v) และเกลือ (2.5% w/v) และตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v)   
ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5) ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัระบุถึง
ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
 
8.3.3 อทิธิพลของความเข้มข้นของเกลอืโซเดียมไบคาร์บอเนตและอทิธิพลของค่าพเีอชของระบบ
สารแขวนลอยไคโตซานวสิเกอร์ ต่อคุณภาพของกุ้ง 
 ถึงแมว้่าสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ (2.5% (w/v)) 
แสดงผลดีในดา้นการเพิ่มนํ้าหนกัของตวัอยา่งกุง้ อยา่งไรกต็ามนํ้าหนกัของตวัอยา่งกุง้ยงัคงนอ้ยเม่ือ
เทียบกบัตวัอยา่งกุง้ท่ีผ่านการแช่สารละลายผสมของฟอสเฟตผสมและเกลือ  ในการทดลองน้ีไดมี้
การเติมโซเดียมไบคาร์บอเนตเพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของระบบ เน่ืองจากโซเดียมไบร์คาบอเนต
เป็นสารท่ีนิยมใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือช่วยลดการสูญเสียนํ้ าหนักและช่วยเพิ่มนํ้ าหนกัสุทธิ
หลงัผา่นกระบวนการให้ความร้อน22,23  รูปท่ี 8.9(a) แสดงอิทธิพลของความเขม้ขน้ของโซเดียมไบ
คาร์เนตต่อนํ้ าหนกัของตวัอยา่งกุง้ในระบบท่ีมีค่าพีเอชแตกต่างกนั  ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% w/v) ในระบบท่ีมีเกลือและโซเดียมไบคาร์บอร์เนต มีนํ้ าหนกั
เพ่ิมข้ึนประมาณ 11-23% ซ่ึงมากกว่ากรณีของตวัอย่างกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคโตซาน
วิสเกอร์ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์พียงอยา่งเดียว (7.70-10.70%) (P < 0.05)  เม่ือพิจารณา
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ผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมไบคาร์บอเนตและค่าพีเอชของระบบต่อนํ้ าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่น
ความร้อนและนํ้ าหนกัสุทธิหลงัผ่านความร้อนพบว่าไดผ้ลดงัแสดงในรูปท่ี 8.9 (b) และ 8.9(c) 
ตามลาํดบั   สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ในระบบเกลือและโซเดียมไบคาร์บอเนตสามารถลด
การสูญเสียนํ้ าหนักหลงัผ่านความร้อนและสามารถช่วยเพิ่มนํ้ าหนักสุทธิหลงัผ่านความร้อนของ
ตวัอยา่งกุง้ได ้ จากผลการทดลองดงักล่าวสามารถสรุปไดว้่าไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมีเกลือ
และโซเดียมไบคาร์บอเนตแสดงผลของการเสริมประสิทธิภาพในการลดการสูญเสียนํ้ าหนักและ
สามารถช่วยเพิ่มนํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน 
  เม่ือพิจารณาลกัษณะเน้ือสัมผสัของตวัอยา่งกุง้จากค่าแรงเฉือนในรูปท่ี 8.10 พบว่าตวัอยา่ง
กุง้ท่ีผา่นการแช่สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีการเติมโซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 3% (w/v) 
มีค่าแรงเฉือนลดลงอยา่งชดัเจน (P < 0.05)  อยา่งไรก็ตามการหาระบบท่ีดีท่ีสุดตอ้งคาํนึงถึงระบบท่ี
สามารถให้ค่านํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อนสูงท่ีสุดและสามารถลดการสูญเสียนํ้ าหนกัหลงัผา่น
ความร้อนมากท่ีสุด  ระบบสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% w/v) ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์
(2.5% w/v) และโซเดียมไบคาร์บอเนต (5% w/v) ท่ีสภาวะพีเอช 8 เป็นระบบท่ีมีประสิทธิภาพมาก
ท่ีสุดท่ีสามารถช่วยเพิ่มคุณภาพของกุง้ในแง่ของนํ้าหนกัและการรักษาเน้ือสมัผสัของตวัอยา่งของกุง้ 
โดยตวัอยา่งกุง้จะมีเน้ือสัมผสัใกลเ้คียงกบักรณีของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการทรีทในระบบท่ีไม่ใส่เกลือ
โซเดียมไบคาร์บอเนต 
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รูปที ่8.9  (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน (cooking 
loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% w/v) ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และเกลือ
โซเดียมไบคาร์บอเนตท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และมีการผนัแปรพีเอชของระบบ: :pH 6   :pH 7 
และ :pH 8   ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3)  ตวัอกัษรพิมพเ์ลก็
และตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่งสาร
ระบบเดียวกนัและระหวา่งสารชนิดเดียวกนัตามลาํดบั  

1 2 3 4

  

 

 

30 
 

25 
 

20 
 

15 
 

10 
 

5 
 

0 
 

C
oo

ki
ng

 lo
ss

 (
%

) 
aB 

aA 

aB bA

bB bB
bB

cB

cB

cB

aA
abA

%  NaHCO3 
 0.25% CSWK + 2.5% NaCl 

1  3 5 
 

0 

(b) 

1 2 3 4

 

 

 

 

100 

 

80 

 

60 

 

40 

 

20 

 

0 

 

aAaA
bBbB

bAbA bA aAB
cBcA 

cB 
dAB 

C
oo

ki
ng

 y
ie

ld
 (

%
) 

%  NaHCO3 
 0.25% CSWK + 2.5% NaCl 

1  3 5 
 

0 

(c) 



บทท่ี 8  114 

  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที ่8.10  ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่ในสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% 
w/v) ในระบบท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และเกลือโซเดียมไบคาร์บอเนตท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ และมีการผนัแปรพีเอชของระบบ: :pH 6   :pH 7 และ  :pH 8   ผลการทดลองรายงาน
เป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5)  ตวัอกัษรพมิพเ์ลก็และตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนั
ระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05) ระหวา่งสารระบบเดียวกนัและระหวา่งสารชนิด
เดียวกนัตามลาํดบั 

 
8.3.4 การศึกษาเชิงเปรียบเทยีบระหว่างโซเดียมไบคาร์บอเนตและค่าพเีอชของระบบสารแขวนลอย
ไคโตซานวสิเกอร์ต่อคุณภาพของกุ้ง 
  โซเดียมไบคาร์บอเนตเป็นสารเติมแต่งสําหรับอาหารท่ีนิยมนาํมาใชเ้พื่อช่วยเพิ่มนํ้ าหนัก
ของอาหารและลดการสูญเสียนํ้ าหนกัของอาหาร  พีเอชก็เป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ีสําคญัท่ีมีผลต่อการ
บวมตวัของเส้นใยโปรตีน17  การศึกษาคุณภาพของกุง้เชิงเปรียบเทียบระหว่างระบบสารแขวนลอย
ไคโตซานวิสเกอร์ (2.5% w/v) ท่ีมีการเติมสารละลายโซเดียมไบคาร์บอเนตความเขม้ขน้ตํ่าท่ีสุด 
(1% w/v) และระบบสารละลายฟอสเฟตผสม แสดงดงัรูปท่ี 8.11   คุณภาพของกุง้ประมินจาก
นํ้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน นํ้ าหนักท่ีสูญเสียหลังผ่านความร้อน และนํ้ าหนักสุทธิหลังผ่านความร้อน 
ตามลาํดบั  จากผลการทดลองพบว่าการแช่ตวัอยา่งกุง้ในสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% 
w/v) ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และโซเดียมไบคาร์บอเนต (1% w/v) ท่ีมีการปรับพีเอช
ของระบบเท่ากบั 8 สามารถช่วยเพ่ิมนํ้ าหนกัและลดการสูญเสียนํ้ าหนกัหลงัผ่านกระบวนการให้
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ความร้อนของตวัอยา่งกุง้ไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารฟอสเฟตผสมเพียงอยา่ง
เดียว (P < 0.05) สะทอ้นให้เห็นถึงความสามารถของไคโตซานวิสเกอร์ในการช่วยป้องกนัการ
สูญเสียนํ้ าภายใตเ้ง่ือนไขท่ีระบุ เช่น ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 2.5% w/v และ
โซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1% w/v และมีการปรับพีเอชของระบบเท่ากบั 8  โดยสภาวะดงักล่าว
ให้ผลท่ีใกล้เคียงกับตัวอย่างกุ้งท่ีผ่านการแช่ด้วยสารละลายฟอสเฟตผสม ซ่ึงอาจกล่าวได้ว่า
โซเดียมไบคาร์บอเนตเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีช่วยเพิ่มนํ้าหนกั 
 รูปท่ี 8.12 แสดงค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารชนิดต่างๆ  ตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่น
การแช่สารละลายฟอสเฟตผสมมีค่าแรงเฉือนตํ่าท่ีสุด  ในขณะท่ีตวัอย่างกุ้งท่ีผ่านการแช่สาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% w/v) ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และโซเดียมไบ
คาร์บอเนต (1% w/v) ท่ีมีการปรับพีเอชของระบบเท่ากบั 8 มีค่าแรงเฉือนไม่แตกต่างจากกรณีของ
ตวัอย่างกุง้ท่ีผา่นการแช่สารโซเดียมไบคาร์บอเนต (1% w/v) ทั้งท่ีไม่มีและมีการปรับพีเอชของ
ระบบเท่ากบั 8  ซ่ึงยนืยนัไดว้่าฟอสเฟตมีผลเชิงลบต่อคุณลกัษณะเน้ือสัมผสัของกุง้  อยา่งไรก็ตาม
ตวัอยา่งกุง้ไม่ผา่นการทรีทหรือการแช่สารมีค่าแรงเฉือนของสูงท่ีสุดหรือลกัษณะเน้ือสัมผสัดีท่ีสุด 
(เน้ือแน่น) 
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รูปที ่8.11 (a) นํ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน (weight gain) (b) นํ้าหนกัท่ีสูญเสียหลงัผา่นความร้อน (cooking 
loss) และ (c) นํ้าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (cooking yield) ของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารชนิด
ต่างๆ   ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3)  ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนั
ระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (P < 0.05)  
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รูปที ่8.12 ค่าแรงเฉือนของตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารชนิดต่างๆ   ผลการทดลองรายงานเป็น
ค่าเฉล่ีย  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=5) ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัระบุถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั 
(P < 0.05)  
 

โครงสร้างของโปรตีนในตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% 
w/v) ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และโซเดียมไบคาร์บอเนต (1% w/v) ท่ีมีการปรับพีเอช
ของระบบเท่ากบั 8 ถูกศึกษาเปรียบเทียบกบัโครงสร้างของโปรตีนในตวัอยา่งกุง้ท่ีผา่นการแช่สาร
โซเดียมไบคาร์บอเนต (1% w/v) ทั้งท่ีไม่มีและมีการปรับพีเอชของระบบเท่ากบั 8   โครงสร้างของ
โปรตีนวิเคราะห์โดยใชเ้ทคนิคการแยกสารแบบอิเลก็โตรโฟรีซิส   เม่ือนาํสารแช่ชนิดต่างๆมาหยด
บนเจลพบวา่ใหผ้ลดงัแสดงในรูปท่ี 8.13   ค่าความเขม้ของแถบโปรตีน (band intensity) ค่อนขา้งสูง
สาํหรับสารแช่ตวัอยา่งกุง้ชุดควบคุม ไดแ้ก่ สารแช่โซเดียมไบคาร์บอเนต (1% w/v) ทั้งท่ีไม่มีและมี
การปรับพีเอชของระบบเท่ากบั 8 (เลนท่ี 1 และ 2) แสดงใหเ้ห็นว่าปริมาณโปรตีนท่ีละลายและหลุด
ออกมาจากตวัอยา่งกุง้มีค่ามาก  ในทางกลบักนัความเขม้ของแถบโปรตีนของสารแช่ฟอสเฟตผสม 
(เลนท่ี 3) และสารแช่ระบบสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ท่ีมีโซเดียมไบคาร์บอเนตและมีการ
ปรับพีเอชเท่ากบั 8 (เลนท่ี 4) มีค่านอ้ยลงหรือจางลง ช้ีใหเ้ห็นว่าสารละลายฟอสเฟตผสมและสาร
แขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมีโซเดียมไบคาร์บอเนตและมรการพีเอชเท่ากบั 8 สามารถ
ป้องกนัการสูญเสียโปรตีนได ้ โดยค่าความเขม้ของแถบโปรตีนท่ีตาํแหน่ง 200 kDa และ 50 kDa 
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เป็นตาํแหน่งท่ีแสดงถึงโปรตีนไมโอซินเส้นใยชนิดหนกั (myosin heavy chain, MHC) และโปรตีน
แอคติน (actin) ตามลาํดบั   การวิเคราะห์เชิงปริมาณของโปรตีนสามารถทาํไดโ้ดยใชเ้ทคนิคการ
วิเคราะห์ความหนาแน่น (densitometry scan) เพื่อแปลงขอ้มูลจากความเขม้ของแถบโปรตีน  เม่ือ
พิจารณาแถบโปรตีนท่ีตาํแหน่ง 200 kDa พบวา่จาํนวนพิกเซลของแถบโปรตีนสาํหรับ เลนท่ี 1  เลน
ท่ี 2  เลนท่ี 3 และเลนท่ี 4 เท่ากบั 121 418, 107 281, 77 662 และ 55 849 พิกเซล ตามลาํดบั ซ่ึงเม่ือ
คิดเป็นอตัราส่วนจะได ้0.34: 0.30: 0.21: 0.15   

 
 
รูปที ่8.13 เจลอิเลก็โตรโฟรีซิสของโปรตีนในสารแช่ตวัอยา่งกุง้ชนิดต่างๆ: M: Standard marker  
แถบท่ี1:โซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1%  แถบท่ี2:โซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1% ท่ีมีการปรับพี
เอช = 8  แถบท่ี3:เกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และสารละลายฟอสเฟตผสม (3.5% w/v) และ
แถบท่ี4:สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25 % w/v) ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด(์2.5% w/v) 
โซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1% และมีการปรับพีเอช = 8 
  
 นอกจากน้ียงัพบว่าจาํนวนพิกเซลของแถบโปรตีนท่ีตาํแหน่ง 50 kDa สาํหรับเลนท่ี 1  เลน
ท่ี 2  เลนท่ี3 และเลนท่ี 4 เท่ากบั 56 373, 28 930, 9 202 และ 3675 ตามลาํดบั ซ่ึงเม่ือคิดเป็น
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อตัราส่วนจะได ้0.57: 0.29: 0.09: 0.04   จากผลการทดลองขา้งตน้สามารถสรุปไดว้่าไคโตซาน
วิสเกอร์ในระบบท่ีมีเกลือและโซเดียมไบคาร์บอเนตสามารถป้องกนัการสูญเสียของโปรตีนใน
ตวัอยา่งกุง้ไดดี้ท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอ่ืน 
 นอกจากน้ีโครงการวิจยัฯ ยงัศึกษาโครงสร้างจุลภาคในทิศทางตามยาวของกลา้มเน้ือกุง้ท่ี
ผา่นการแช่สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ (0.25% w/v) ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) 
และโซเดียมไบคาร์บอเนต (1% w/v) ท่ีมีการปรับพีเอชของระบบเท่ากบั 8 เปรียบเทียบกบั
โครงสร้างของกลา้มเน้ือกุง้ท่ีผา่นการแช่สารละลายฟอสเฟตผสม  จากรูปท่ี 8.14 พบว่าโครงสร้าง
ของตวัอย่างกุง้ชุดควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นการแช่สารมีการจดัเรียงตวัท่ีแน่นหนาของเส้นใยไมโอไฟบ
ริล หรือซาโครเมียร์ (myofibril units, sarcomeres) และ Z line (เส้นกั้นแบ่งระหว่างซาโครเมียร์) 
(รูปท่ี 8.14(a))  อยา่งไรก็ตามเม่ือตวัอยา่งกุง้ถูกแช่ในสารละลายฟอสเฟตผสม โครงสร้างจุลภาค
ภายในของกลา้มเน้ือกุง้มีการเปล่ียนแปลงอยา่งชดัเจน กล่าวคือ เส้นใยไมโอไฟบริลมีลกัษณะบวม
ตวัและมีการหดในแนวยาวของเส้นใย Z line ส่งผลใหเ้กิดช่องว่างข้ึนในโครงสร้าง (รูปท่ี 8.14(b))  
ในขณะท่ีกลา้มเน้ือของตวัอย่างกุ้งท่ีผ่านการแช่สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ในระบบท่ีมี
โซเดียมไบคาร์บอเนตและเกลือ มีการบวมของตวัเส้นใยไมโอไฟบริล หรือ ซาโครเมียร์อย่างเห็น
ไดช้ดัเช่นกนั แต่เส้นใย Z line มีการหดตวัเพียงเลก็นอ้ย (รูปท่ี 8.14(c)) ซ่ึงยงัคงสภาพภายในได้
ใกลเ้คียงกบัตวัอยา่งกุง้ชุดควบคุม  จากผลการทดลองน้ีทาํให้สามารถสรุปไดว้่าไคโตซานวิสเกอร์
เป็นสารเติมแต่งท่ีช่วยป้องกันการสูญเสียโปรตีนไมโอไฟบริล และสามารถเก็บกักนํ้ าภายใน
โครงสร้างของโปรตีนซ่ึงส่งผลต่อนํ้าหนกัของตวัอยา่งกุง้โดยตรง 
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รูปที ่8.14 ภาพถ่ายกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของตวัอยา่งกลา้มเน้ือกุง้ในทิศทาง
ตามยาวของกุง้ท่ีผา่นการใหค้วามร้อน  โดยตวัอยา่งท่ีนาํมาส่องกลอ้งไดผ้า่นการแช่สารชนิดต่างๆ: 
(a) ตวัอยา่งท่ีไม่ผา่นการแช่สาร (b) ตวัอยา่งท่ีผา่นการแช่เกลือโซเดียมคลอไรด ์(2.5% w/v) และ
สารละลายฟอสเฟตผสม (3.5% w/v) และ (c) ตวัอยา่งท่ีผา่นการแช่สารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ 
(0.25% w/v) และโซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1% ท่ีมีการปรับพีเอช = 8 (S = Sarcomere, Z = Z 
line) 
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8.4 สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจยัในบทน้ีแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปไดใ้นการประยุกตใ์ชส้ารไคติน-ไคโตซาน
หรืออนุพนัธ์ไคติน-ไคโตซานท่ีมีขนาดในระดบันาโนเมตรในรูปแบบสารแขวนลอยในนํ้ า ไดแ้ก่ 
ไคตินวิสเกอร์ ไคโตซานวิสเกอร์ และออลิโกไคโตซาน เพื่อเป็นสารเติมแต่งในอาหารทะเล โดยใช้
กุง้ขาวเป็นอาหารทะเล ตน้แบบ   ระบบสารแช่ท่ีประกอบดว้ยสารแขวนลอยไคโตซานวิสเกอร์ 
เกลือโซเดียมคลอไรด์และโซเดียมไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1% (w/v) มีประสิทธิภาพในการเพ่ิม
นํ้ าหนกัสุทธิหลงัผา่นความร้อน (ประมาณ 24%) และนํ้ าหนกัท่ีเพิ่มข้ึนของตวัอยา่งกุง้ (ประมาณ 
14%)  นอกจากน้ียงัสามารถลดการสูญเสียนํ้ าหนกัหลงัผา่นความร้อนของตวัอยา่งกุง้ไดอี้กดว้ย อีก
ทั้งยงัสามารถคงสภาพเน้ือสัมผสัของกุง้ (ซ่ึงพิจารณาจากค่าแรงเฉือน (83%)) ไดใ้กลเ้คียงกบั
ตวัอยา่งกุง้ท่ีไม่ไดผ้า่นการแช่มากท่ีสุด   ไคโตซานวิสเกอร์ยงัสามารถแพร่ผา่นและกระจายตวัไดดี้
ในโครงสร้างกลา้มเน้ือโปรตีนกุง้ และช่วยเพิ่มการบวมตวัของเส้นใยไมโอไฟบริลหรือซาโครเมียร์ 
ซ่ึงสามารถคงสภาพภายในไดใ้กลเ้คียงกบักุง้ธรรมชาติ (กุง้ท่ีไม่ผา่นการทรีทหรือการแช่สาร) มาก
ท่ีสุด นอกจากน้ียงัรักษาโปรตีนไมโอซินและแอคตินของกุง้ไดดี้อีกดว้ย 
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บทที ่9 
สารยบัยั้งจุลนิทรีย์อนุภาคนาโนไคโตซานสําหรับการยดือายุการเกบ็รักษาหมูบด  

Chitosan nanoparticles as antimicrobial agent for minced pork shelf life extension  
 

9.1 บทนํา 
 ไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพในกลุ่มพอลิแซคคาไรด์ ซ่ึงประกอบดว้ยพนัธะ (1,4)-
linked 2 amino-2-deoxy-β-D-glucose และ 2-acetamido-2-deoxy-β-D-glucose  ไคโตซานผลิตได้
จากกระบวนการดีอะเซทิเลชนั (deacetylation) ของไคตินซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัในเปลือกกุง้ 
กระดองปู และแกนปลาหมึก ไคโตซานมีหมู่ฟังกช์นัท่ีสาํคญั เช่น หมู่อะมิโนท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี2 
หมู่ไฮดรอกซิลปฐมภูมิและทุติยภูมิ ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 6 และ 3 ตามลาํดบั1  ประจุบวกของหมู่อะ
มิโนท่ีถูกโปรโตเนท (NH3

+) บนโครงสร้างของโมเลกุลไคโตซานสามารถเกิดอนัตรกิริยากบัประจุ
ลบบนเมมเบรนของเซลลจุ์ลินทรียไ์ด ้ส่งผลให้ของเหลวภายในเซลลเ์กิดการร่ัวไหลและจุลินทรีย์
ตายในท่ีสุด2  จากกลไกดงักล่าวทาํให้ไคโตซานมีสมบติัพิเศษ เช่น ไม่มีพิษ สามารถยอ่ยสลายได้
เองตามธรรมชาติ สามารถเขา้กนัไดก้บัเน้ือเยือ่ของส่ิงมีชิวิต3 และมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือจุลินทรีย์4 
 ปัจจุบนัผูบ้ริโภคมีแนวโนม้ในการเลือกผลิตภณัฑท่ี์ปราศจากสารเติมแต่งสังเคราะห์ และ
ให้ความสนใจผลิตภณัฑท่ี์เติมสารเติมแต่งท่ีมาจากธรรมชาติมากข้ึน  ไคโตซานเป็นสารสกดัจาก
ธรรมชาติประเภทหน่ึงท่ีไดรั้บความสนใจมากในขณะน้ี อยา่งไรก็ตามไคโตซานมีพนัธะไฮโดรเจน
ท่ีเกิดข้ึนภายในโมเลกุลเดียวกันและระหว่างโมเลกุล ส่งผลให้โครงสร้างโมเลกุลไคโตซานมี
ลกัษณะแขง็แรง และเป็นสาเหตุทาํให้ไคโตซานไม่สามารถละลายไดใ้นตวัทาํละลายทัว่ไป  ไคโต
ซานสามารถละลายไดดี้ในตวัทาํละลายกรดอินทรีย ์เช่น กรดแอซิติก กรดซคัซินิค และกรดแลคติค 
เป็นตน้5 เพื่อปรับปรุงสมบติัการละลายของไคโตซาน จึงไดมี้การปรับปรุงโครงสร้างทางเคมีใหอ้ยุ่
ในรูปของอนุพนัธ์ท่ีละลายนํ้ าได ้อาทิเช่น ควอเทอร์ไนซ์คาร์บอกซี เมทิลไคโตซาน (quaternized 

carboxymethyl chitosan)6  
จากการสืบคน้เอกสารท่ีผ่านมาพบว่ามีการรายงานการใชไ้คโตซานเป็นสารเติมแต่งใน

อาหาร อย่างไรก็ตามอนุพนัธ์ไคโตซานท่ีเตรียมไดจ้ากการดดัแปรโครงสร้างทางเคมีอาจมีการ
ตกคา้งของสารเคมีท่ีใชท้าํปฏิกิริยา ดงันั้นเพื่อหลีกเล่ียงการใชส้ารเคมี โครงการวิจยัฯน้ีจึงพฒันา
อนุภาคนาโนไคโตซานท่ีสามารถละลายหรือกระจายตวัในนํ้ า โดยการย่อยดว้ยเอนไซม์7 และ    
กรด8, 9 เพื่อใชเ้ป็นสารกนัเสียในอาหาร 
 เน้ือหางานวิจยัในบทน้ีเน้นถึงการประยุกต์ใช้อนุภาคนาโนไคติน-ไคโตซานท่ีสามารถ
ละลายหรือกระจายตวัในนํ้ าและมีโครงสร้างอสัณฐานท่ีแตกต่างกนั เป็นสารตา้นจุลินทรียส์าํหรับ
อาหารประเภทเน้ือสัตวส์ด อาหารตน้แบบท่ีใชใ้นงานวิจยับทน้ีคือเน้ือหมูบด เน้ือหางานวิจยัจะ
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ครอบคลุมถึงฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียแ์ละการยืดอายุการเก็บรักษาของผลิดภณัฑ์
เน้ือหมูสด 

  

9.2 วธีิการทดลอง 
9.2.1 การเตรียมตัวอย่าง 

ไคตินวิสเกอร์ (CTWK) ไคโตซานวิสเกอร์ (CSWK) และออลิโกไคโตซาน (OligoCS) ถูก
ลา้งโดยผา่นเยือ่กั้น (dialyzed) เพื่อกาํจดัเกลือท่ีตกคา้ง และปรับค่าพีเอชใหเ้ป็นกลาง จากนั้นทาํให้
แหง้โดยการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (freeze drying)   ตวัอยา่งเน้ือหมูบดเตรียมไดจ้ากเน้ือหมูสัน
ใน การผสมหมูบดและสารไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆทาํโดยใชเ้คร่ืองบดความเร็วสูง 
และเทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic technique) ความเขม้ขน้ของสารไคติน-ไคโตซานท่ีใชใ้นการทดลอง
เพื่อเลือกชนิดของสารไคติน-ไคโตซานท่ีมีประสิทธิภาพในการตา้นจุลินทรียสู์งท่ีสุดเท่ากบั 0.25% 
(w/w)  สาํหรับการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของสารไคติน-ไคโตซานต่อประสิทธิภาพในการตา้น
จุลินทรียท์าํได้โดยผสมเน้ือหมูบดกับตวัอย่างไคโตซานวิสเกอร์และออลิโกไคโตซานท่ีความ
เขม้ขน้ 3 ระดบั คือ 0.1 %, 0.2 %, และ 0.4 % (w/w) ตวัอยา่งเน้ือหมูบดถูกเก็บภายในถุงพลาสติกท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนทาํการวิเคราะห์  
 
9.2.2 การตรวจสอบศักย์ซีต้า (Zeta-potential) 

ประจุบนพื้นผิวของสารไคติน-ไคโตซานชนิดต่างๆท่ีแขวนลอยในนํ้ า สามารถตรวจสอบ
ไดโ้ดยเคร่ืองวิเคราะห์ค่าศกัยซี์ตา้ (Malvern Zetasizer Nano Series, Malvern Instruments, Ltd.) 
โดยใชมุ้มตรวจวิเคราะห์ท่ี 173º  
 
9.2.3 การตรวจสอบพืน้ที่ผิวของสารไคติน-ไคโตซานโดยใช้เทคนิคบลูเนอร์-เอลเม็ท-เทลเลอร์ 
(Brunauer-Emmett-Teller, BET) 
 พื้นท่ีผวิของอนุภาคไคติน-ไคโตซาน สามารถตรวจวิเคราะห์ไดโ้ดยเคร่ือง Autosorp-1 gas 
sorption (Quantachrome Corporation) ตวัอยา่งถูกให้ความร้อนเร่ิมตน้และถูกกาํจดัแก๊สโดยวาง
ภายใตบ้รรยากาศแก๊สไนโตรเจน นาน 3-4 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 150 °C ก่อนทาํการตรวจวิเคราะห์ 
  

9.2.4 การวเิคราะห์ปริมาณจุลนิทรีย์ 

นาํตวัอยา่งเน้ือหมูบดปริมาณ 10 กรัม ผสมกบันํ้ าเปปโตน (peptone water) เขม้ขน้ 0.1 % 
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร โดยใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือเป็นเวลา 2 นาที ผสมโดยใชเ้คร่ือง Stomacher 
(Seward model 400, West Sussex, England) และทาํการเจือจางตวัอยา่ง 10 เท่า (ten fold serial 
dilution) เพื่อให้จาํนวนจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ท่ีมีในตวัอย่างอยู่ในช่วงท่ีสามารถวิเคราะห์ได ้จากนั้น
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ตรวจสอบจาํนวนจุลินทรียจ์ากตวัอยา่งโดยใชเ้ทคนิค spread plate ทาํการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียง
เช้ือใหอ้ยูใ่นช่วง 30-300 โคโลนี ภายใตส้ภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจน 

เช้ือจุลินทรียใ์นตวัอยา่งเน้ือหมูท่ีทาํการวิเคราะห์มีดงัน้ี Total Viable Bacteria counts 
(TVB), Lactic acid bacteria (LAB), Enterobacteriaceae counts, Salmonella spp., Staphylococcus 
counts และจุลินทรียอ่ื์นๆ  เช้ือจุลินทรียแ์ต่ละชนิดถูกเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม 
จากนั้นนาํไปวิเคราะห์จาํนวนโดยใชเ้ทคนิค spread plate  การทดลองทาํตวัอยา่งละ 2 ซํ้ า โดยแต่ละ
ซํ้ าวิเคราะห์ 2 คร้ัง  จาํนวนจุลินทรียท่ี์วิเคราะห์ไดร้ายงานค่าในรูปของ colony-forming units (log 
CFU)/g  การเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียแ์ต่ละชนิดทาํไดด้งัน้ี  การเพาะเล้ียง Total Viable Bacteria 
counts (TVB) ทาํในอาหาร Plate Count Agar (PCA, Difco®) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง สาํหรับ Lactic acid bacteria (LAB) ถูกเพาะเล้ียงในอาหาร deMan Rogosa Sharpe agar 
(MRS, Difco®) ท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  การเพาะเล้ียง Enterobacteriaceae counts ทาํ
ในอาหาร MacCONKEY agar (Oxoid) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  สาํหรับการวิเคราะห์
จาํนวนโคโลนีของ Salmonella spp. และจุลินทรียอ่ื์นๆท่ีสามารถเจริญไดบ้นจานเพาะเช้ือ XLD 
agar (Difco®) ซ่ึงจดัอยู่ในกลุ่ม total XLD count สามารถวิเคราะห์ไดจ้ากความแตกต่างของสี 
กล่าวคือโคโลนีของ Salmonella spp. จะมีลกัษณะกลม สีแดงและมีจุดศูนยก์ลางเป็นสีดาํ ในขณะท่ี
โคโลนีท่ีเหลือบนเพลทเป็น total XLD count ในกรณีของStaphylococcus counts ถูกเพาะเล้ียงใน
อาหาร Baird Parker agar supplement with egg yolk tellurite (Merck) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง  

 
9.2.5 การวเิคราะห์ไบโอเจนิกเอมีน (Biogenic Amine) 

เตรียมสารละลายผสมท่ีประกอบดว้ยทริปตามีน (Tryptamine, TRYP) บี-ฟีนิลอลานีน 
(phenylethylamine, PHE) พิวเทรสซีน(putrescine, PUT) คาดาเวอร์รีน (cadaverine, CAD) ฮีสตา
มีน (Histamine, HIS) ไทรามีน(tyramine, TY) สเปอร์มีดีน (spermidine, SPD) และสเปอร์มีน 
(spermine, SPM) ซ่ึงคาดว่าจะพบในเน้ือหมู และ 1,7- ไดอะมิโนเฮปเทน (diaminoheptane) ซ่ึงใช้
เป็น internal standard (IS) โดยละลายในตวัทาํละลาย HClO3 เขม้ขน้ 0.4 M  สารละลายผสมท่ี
เตรียมไดต้อ้งปราศจากเบสเพ่ือใชเ้ป็นสารละลายสต๊อก สําหรับสร้างกราฟมาตรฐาน Calibration 
standards (0-200 ppm)  

ตวัอยา่งเตรียมไดโ้ดยใชว้ิธีท่ีดดัแปลงจากวิธีของ Herna´ndez-Jover et al. 10 ไบโอเจนิกเอ
มีนสามารถวิเคราะห์โดยใชเ้ทคนิค HPLC (Alliance 2690 HPLC system, Waters, Milford, MA, 
USA) ท่ีมีคอลมัน์ Hypersil BDS C18 column, 4.6 x 200 mm, 5 μm (Thermo, Bellefonte, PA, 
USA) ในการแยกสาร และดีเทคเตอร์ชนิด Photo diode array detector (model 996, Waters, MA, 
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USA) ในการจบัสญัญาณ ในช่วงความยาวคล่ืนบริเวณ 254 นาโนเมตร ความเขม้ขน้ของไบโอเจนิก
เอมีนสามารถคาํนวนและเทียบไดจ้ากความเขม้ขน้ของกราฟมาตรฐาน  

 
9.2.6 การวิเคราะห์ฤทธ์ิการต้านออกซิเดชันของไขมันโดยใช้เทคนิค thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS) 

TBARS ในตวัอย่างเน้ือหมูบดวิเคราะห์โดยวิธีการท่ีดดัแปลงมาจากวิธีท่ีรายงานโดย 
Benjakul และ Nirmal (2010)11  ป่ันตวัอยา่งหมูบด 1 กรัม กบัสารละลายผสมของ HCl เขม้ขน้ 0.25 
N ในระบบท่ีมี thiobarbituric acid เขม้ขน้ 0.375% และ Trichloroacetic acid เขม้ขน้ 15% จนเป็น
เน้ืออิมลัชัน จากนั้นนําตัวอย่างไปตม้ในนํ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้สารละลายตวัอย่าง
เปล่ียนเป็นสีชมพ ูแลว้แช่ตวัอยา่งในนํ้ าแขง็ ทาํการแยกตวัอยา่งผสมโดยการหมุนแยกสาร (4000 g 
เป็นเวลา 20 min) นาํสารส่วนใสไปวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืนบริเวณ 532 nm 
โดยเคร่ือง UV-spectrophotometer  ความเขม้ขน้ของ TBARS สามารถคาํนวนและเทียบไดจ้าก
กราฟมาตรฐานของ malonaldehyde (0–2 ppm)  ผลท่ีได้รายงานค่าในรูปของ mg 
malonaldehyde/kg ของตวัอยา่งเน้ือหมูบด 
 
9.2.7 การวเิคราะห์ออกซิเดชันของโปรตีนโดยใช้เทคนิค SDS–PAGE of myofibrillar proteins 
 โครงสร้างของโปรตีนไมโอไฟบริลถูกวิเคราะห์โดยเทคนิคการแยกสารแบบอิเลก็โตรโฟรี
ซิส (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) ตามท่ีรายงาน
โดย Laemmli (1970)  การสกดัโปรตีนทั้งหมดท่ีมีในตวัอยา่งทาํไดโ้ดยการป่ันตวัอยา่งหมูปริมาณ 3 
กรัม ในสารละลาย SDS เขม้ขน้ 5% w/v ปริมาตร 27 มิลลิลิตร โดยใช ้homogenizer ดว้ยความเร็ว
รอบ 13500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จนไดส้ารผสมท่ีเป็นเน้ืออิมลัชนั จากนั้นละลายโปรตีนใน
ตวัอย่างโดยตม้ในนํ้ าเดือดท่ีอุณหภูมิประมาณ 85 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ป่ันเหวี่ยงโดยใช้
ความเร็วรอบเท่ากบั 3500 g  เป็นเวลา 20 นาที เพื่อกาํจดัส่วนท่ีไม่ละลายออกไป  จากนั้นโหลด
สารละลายโปรตีนปริมาณ 40 ไมโครกรัมต่อเลน ลงบน SDS–PAGE ท่ีประกอบดว้ย stacking gel 
เขม้ขน้ 4% และ separating gel เขม้ขน้ 5 % ภายใตส้ภาวะกระแสคงท่ีท่ี 20 มิลลิแอมแปร์ต่อเจลห
น่ึงแผ่น หลังจากแยกสารโดยใช้กระแสไฟฟ้าแล้ว โปรตีนบนแผ่นเจลถูกยอ้มโดยการแช่ใน
สารละลายผสมของ Coomassie Brilliant Blue R-250 เข้มข้น 0.02% (w/v) เมทาทอลเข้มข้น 

50% (v/v) และกรดอะแซติกเขม้ขน้ 7.5% (v/v)  
 อยา่งไรก็ตามโปรตีนไมโอซินเส้นใยชนิดหนกั (myosin heavy chain, MHC) ซ่ึงปรากฏท่ี
บริเวณ 200 kDa สามารถถูกออกซิไดซ์และเปล่ียนเป็นโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ (heavier protein) ได ้
โดยการสร้างพนัธะเช่ือมโยงไดซลัไฟด ์ (disulfide-crosslinked MHC)   โปรตีนไมโอซินเส้นใย
ชนิดหนักท่ีถูกออกซิไดซ์และเปล่ียนเป็นโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่จะปรากฏแถบโปรตีนท่ีบริเวณ
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สูงสุดของแผน่เจล สาํหรับการวิเคราะห์จาํนวน MHC ทั้งหมดจะเปรียบเทียบผลท่ีไดจ้ากสภาวะ 
non-reducing และ reducing  เน่ืองจากพนัธะเช่ือมโยงไดซลัไฟดส์ามารถถูกทาํลายไดภ้ายใตส้ภาวะ 
reducing โดยใช ้β-mercaptoethanol 

 
9.2.8 การวเิคราะห์ทางสถิต ิ

ค่าเฉล่ียของผลการทดลองคาํนวนไดจ้าก 3 ซํ้า การทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียใช้
โปรแกรม SPSS 11.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Ill., and U.S.A) การทดสอบความ
แปรปรวนของขอ้มูล (ANOVA) และการเปรียบเทียบค่าระหวา่งประชากรใช ้ Duncan’s multiple 
range test (DMRT) (Steel and Torries 1980)13 
 

9.3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
9.3.1 การต้านเช้ือจุลนิทรีย์ในเนือ้หมูบด ของสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ 
 จุดประสงคข์องงานวิจยัในบทน้ี คือ การประยุกต์ใชส้ารไคโตซานเพ่ือเป็นสารเติมแต่ง
อาหารสาํหรับตา้นเช้ือจุลินทรีย ์  ปัจจยัสาํคญัท่ีมีผลต่อความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียข์อง
สารไคโตซาน คือ ความหนาแน่นของประจุบวกท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 2 ของมอนอเมอร์กลูโคซามี
นบนสายโซ่โมเลกุลไคโตซานเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีเป็นกรด  ความหนาแน่นของประจุบวกข้ึนกบั
ระดบัการกาํจดัหมู่อะซิทิล (degree of deactylation, DD) ดงันั้นเพื่อศึกษาปัจจยัทางดา้นโครงสร้าง
และสัณฐานวิทยาของสารตวัอย่างไคโตซานต่อการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์DD ของสารตวัอย่างไคโต
ซานทุกชนิดท่ีใชใ้นการทดลองจึงควบคุมใหมี้ค่าเท่ากนั (DD = 0.91)  

การเน่าเสียภายใตส้ภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจนโดยแบคทีเรียท่ีส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะทางกายภาพ กล่ิน และรสชาติท่ีไม่พึงประสงค ์สามารถตรวจสอบไดจ้ากปริมาณของ Total 
viable bacteria   Total viable bacteria เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตในระหว่างการเก็บรักษา
ผลิตภณัฑอ์าหารท่ีอุณหภูมิ 4 °C   รูปท่ี 9.1 และ 9.2 แสดงผลของชนิดของตวัอยา่งไคโตซาน ต่อ
การตา้นเช้ือแบคทีเรีย 

จากการทดลองพบว่าตวัอยา่งเน้ือหมูบดชุดควบคุมมีปริมาณแบคทีเรียในวนัท่ี 0 ประมาณ 
6.8 log CFU/g และปริมาณแบคทีเรียมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเลก็นอ้ยในระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 
4 °C เป็น 7 log CFU/g – 7.2 log CFU/g   เม่ือพิจารณาปริมาณแบคทีเรียท่ีพบในตวัอยา่งเน้ือหมูบด
ท่ีผสมไคโตซานนํ้ าหนกัโมเลกุลสูงเขม้ขน้ 0.25% (w/w) พบว่ามีจาํนวนนอ้ยกว่าหรือใกลเ้คียงกบั
กรณีท่ีพบในตวัอย่างชุดควบคุม ตลอดระยะเวลาการทดลอง 7 วนั แสดงให้เห็นว่าไคโตซาน
นํ้าหนกัโมเลกลุสูงมีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียไดค่้อนขา้งตํ่า  สาํหรับปริมาณแบคทีเรียท่ี
พบในตวัอย่างเน้ือหมูบดท่ีผสมไคโตซานวิสเกอร์และออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.25% (w/w) มี
ค่าประมาณ 6 log CFU/g ในวนัแรกของการทดลอง และปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดมีแนวโน้ม
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เพิ่มข้ึนเช่นกนัเม่ือเวลาในการเกบ็รักษาเพิ่มข้ึน  อยา่งไรก็ตามปริมาณแบคทีเรียท่ีพบในตวัอยา่งเน้ือ
หมูบดท่ีผสมไคโตซานวิสเกอร์และออลิโกไคโตซานมีค่าใกล้เคียงกัน และน้อยกว่าปริมาณ
แบคทีเรียท่ีพบในตวัอย่างเน้ือหมูบดท่ีผสมไคโตซานนํ้ าหนักโมเลกุลสูง ช้ีให้เห็นว่าไคโตซาน
วิสเกอร์และออลิโกไคโตซานมีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียใกลเ้คียงกนัและดีกว่าไคโต
ซานนํ้ าหนกัโมเลกุลสูง  หรืออาจกล่าวไดว้่าไคโตซานวิสเกอร์และออลิโกไคโตซานสามารถยบัย ั้ง
และหน่วงการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้อย่างมีประสิทธิภาพ  จากขอ้มูลในการทดลอง
เบ้ืองตน้ดงักล่าวบ่งช้ีไดว้่า ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของไคโตซานข้ึนกบัปัจจยัดา้น
โครงสร้างทางกายภาพ เช่น สัณฐานวิทยา และขนาดของโมเลกุล  ไคโตซานท่ีมีโมเลกุลขนาดเลก็
ให้ผลในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดดี้กว่าไคโตซานท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ ทั้งน้ีอาจเป็นไปไดว้่า
พื้นท่ีผิวสัมผสัระหว่างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไคโตซานและผนังเซลล์ของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน  
นอกจากน้ียงัพบว่าตวัอย่างไคโตซานในรููปแบบอนุภาคให้ผลในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดดี้กว่า
ตวัอยา่งไคโตซานในรููปแบบเสน้ใยอีกดว้ย 

 
รูปที ่9.1  Total Viable Bacteria counts (log CFU/g) ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมสารตวัอยา่งไค
โตซานชนิดต่างๆท่ีมีความเขม้ขน้ 0.25% (w/w) เม่ือเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 °C: :ตวัอยา่งควบคุม  :ไค
โตซานนํ้าหนกัโมเลกลุสูง  :ไคโตซานวิสเกอร์ และ :ออลิโกไคโตซาน 
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Day 4 
Dilution:                10-6                         10-6                                10-6                               10-6   
 
 
 
 
                               (a)                             (b)                           (c)                            (d)           

Day 1 
Dilution:                10-5                           10-5                           10-5                           10-5 
 
 
 
 
                               (a)                             (b)                           (c)                            (d) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
    

 
 
 
รูปที ่9.2 จุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญในเน้ือหมูบด ภายหลงัการบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดชุดควบคุมและชุดท่ีมีการเติมสารตวัอยา่งไค
โตซานชนิดต่างๆ ท่ีความเขม้ขน้ 0.25% (w/w) ภายใตส้ภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจน และเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 
4 °C : (a) ตวัอยา่งควบคุม (b) ไคโตซานนํ้าหนกัโมเลกลุสูง (c) ออลิโกไคโตซาน และ (d) ไคโต
ซานวิสเกอร์ 

 
สาํหรับอิทธิพลของโครงสร้างทางกายภาพ เช่น สณัฐานวิทยา และขนาดของโมเลกลุของ

สารตวัอยา่งไคโตซาน (ไคโตซานวิสเกอร์และออลิโกไคโตซาน) และความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่ง
ไคโตซาน (0.1% 0.2% และ 0.4% (w/w)) ต่อการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด (Total viable bacteria) 
ในเน้ือหมูบด แสดงในรูปท่ี 9.3  

จากรูปท่ี 9.3 พบวา่ total viable bacterial counts ของตวัอยา่งชุดควบคุมในวนัแรกของการ
ทดลอง มีค่าประมาณ 5.5 log CFU/g   ปริมาณแบคทีเรียในวนัแรกของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออ
ลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.1% (w/w) มีค่าใกลเ้คียงกบักรณีของตวัอยา่งชุดควบคุม   ปริมาณแบคทีเรีย
หรือ total viable bacterial counts ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดัประมาณ 0.5 และ 1 log CFU/g (p < 0.05) 
เม่ือความเขม้ขน้ของออลิโกไคโตซานเพิ่มข้ึนเป็น 0.2% และ 0.4% (w/w) ตามลาํดบั   สาํหรับ
ตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมไคโตซานวิสเกอร์กมี็ค่า total viable bacterial counts ลดลงเม่ือความ
เขม้ขน้ของสารไคโตซานวิสเกอร์เพิ่มข้ึนเช่นกนั   ในระหวา่งการเกบ็รักษาค่า total viable bacterial 



บทท่ี 9  130 
 

counts ของทุกตวัอยา่งมีค่าเพิ่มข้ึน   อยา่งไรกต็ามออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.4% (w/w) สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดดี้ท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอ่ืน (p < 0.05) ซ่ึงบ่งช้ีไดว้า่
ความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องไคโตซานไม่เพียงแต่ข้ึนกบัโครงสร้างทางกายภาพ เช่น 
สณัฐานวิทยา และขนาดของโมเลกลุของสารแต่ยงัข้ึนกบัความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งอีกดว้ย 

 
รูปที ่9.3  Total Viable Bacteria Counts (log CFU/g) ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมสารตวัอยา่งไค
โตซานท่ีมีการผนัแปรชนิดและความเขม้ขน้ และเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C: :ตวัอยา่งควบคุม  ●:

ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.1%  ▲:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2%  ▼:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 
0.4%  ○: ไคโตซานวิสเกอร์เขม้ขน้ 0.1%  :ไคโตซานวิสเกอร์เขม้ขน้ 0.2% และ :ไคโตซาน
วิสเกอร์เขม้ขน้ 0.4%  

   
 นอกจากน้ีเพื่อศึกษาฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรียท่ีทาํให้เกิดโรคทั้งแกรมบวกและแกรมลบ 
ดงันั้นออลิโกไคโตซานท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.2% และ 0.4% (w/w) ซ่ึงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
แบคทีเรียจากผลการทดลองขา้งตน้ จึงถูกเลือกเพื่อใชใ้นการวิเคราะห์ lactic Acid Bacteria (LAB) 
count ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีพบในอาหารประเภทหมกั   จากรูปท่ี 9.4(a) และ 9.5(a) พบว่า 
LAB counts ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดชุดควบคุมมีค่าเพิ่มข้ึนจาก 5.5 log CFU/g ในวนัแรกของการ
ทดลอง เป็น 6.5 log CFU/g ในวนัท่ี 7  สาํหรับตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 
0.2% (w/w) มีการเจริญเติบโตของ LAB ท่ีชา้ลงเม่ือเทียบกบักรณีชุดควบคุม กล่าวคือ LAB counts 
มีค่าเพิ่มข้ึนจาก 5 log CFU/g ในวนัแรกของการทดลอง เป็น 5.5 log CFU/g ในวนัท่ี 7   นอกจากน้ี
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ความเขม้ขน้สูงสุดของออลิโกไคโตซาน (0.4% (w/w)) สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดดี้ท่ีสุด โดย 
LAB counts มีค่า ~5 log CFU/g ในวนัสุดทา้ยของการทดลอง (วนัท่ี 7) (p < 0.05) 
 งานวิจยัน้ียงัศึกษาฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียตระกลู Staphylococcus ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย
ชนิดแกรมบวกท่ีมกัพบจากการปนเป้ือนของเช้ือโรคในดินหรือในกระบวนการผลิตเน้ือ ซ่ึงเช้ือโรค
น้ีส่งผลให้เกิดการติดเช้ือท่ีผวิหนงัหรือเน้ือเยือ่ของมนุษย ์  จากรูปท่ี 9.4(b) และ 9.5(b) พบว่าออลิ
โกไคโตซานท่ีความเขม้ขน้ 0.2% และ 0.4% (w/w) สามารถลดการเจริญเติบโตของ Staphylococcus 
ไดถึ้ง 0.5 และ 1 log CFU/g ตามลาํดบั (p < 0.05) 
 เ ม่ื อพิ จ ารณา อิท ธิพลของออ ลิโกไคโตซานต่อแบคที เ รี ยช นิดแกรมลบ  เ ช่น 
Enterobacteriaceae ท่ีมกัพบในลาํไส้ของมนุษยห์รือสัตวห์รือจากของเสีย พบว่าออลิโกไคโตซาน
ท่ีความเขม้ขน้ 0.2% และ 0.4% (w/w) สามารถลดการเจริญเติบโตของ Enterobacteriaceae ในเน้ือ
หมูบดในระหวา่งการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วนั ไดถึ้ง 1 และ 2 log CFU/g 
ตามลาํดบั (p < 0.05) (รูปท่ี 9.4(c) และ 9.5(c))  
 สาํหรับการทดสอบประสิทธิภาพของออลิโกไคโตซานในการตา้น Salmonella spp ซ่ึงเป็น
แบคทีเรียท่ีมกัปนเป้ือนในอาหารและก่อให้เกิดโรคทอ้งร่วงและอาเจียนอยา่งรุนแรง  การทดสอบ
ทาํโดยใชอ้าหารจาํเพาะ (XLD) ในการแยกเช้ือ Salmonella spp ออกจากเช้ือชนิดอ่ืน ซ่ึงเอกลกัษณ์
ของแบคทีเรีย Salmonella spp คือ มีจุดศูนยก์ลางสีดาํ รูปร่างกลมเงา ดงัรูปท่ี 9.5(d)   จากการ
ทดลองพบว่า Salmonella spp.สามารถเจริญเติบโตในตวัอย่างเน้ือหมูบดชุดควบคุมไดดี้ โดย
ปริมาณ Salmonella spp. ท่ีพบอยูใ่นช่วง 2-3 log CFU/g (ขอ้มูลไม่แสดง) ในระหว่างการเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  แต่เม่ือเติมออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% (w/w) ลงในตวัอยา่งเน้ือหมู
บดพบว่ามีเช้ือ Salmonella spp.เติบโตประมาณ 2 log CFU/g ในวนัแรกของการทดลอง  อยา่งไรก็
ตามภายหลงัการเก็บรักษา 1 วนั พบว่าไม่พบเช้ือแบคทีเรีย (ขอ้มูลไม่แสดง)  นอกจากน้ีเม่ือเพิ่ม
ปริมาณออลิโกไคโตซานเป็น 0.4% พบว่าสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ Salmonella spp. ได้
ตั้งแต่วนัแรกของการทดลอง (ขอ้มูลไม่แสดง)   สําหรับแบคทีเรียประเภทอ่ืนท่ีเจริญบนอาหาร 
XLD สามารถทาํการตรวจนับเป็น total XLD counts ซ่ึงระบุถึงแบคทีเรียตระกูล 
Enterobacteriaceae   จากการตรวจนับ total XLD counts พบว่าสารออลิโกไคโตซานมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียตระกูล Enterobacteriaceae เม่ือเทียบกบัตวัอย่างชุดควบคุม
เช่นกนั (รูปท่ี 9.4(d)) 
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รูปที ่9.4  Microbial counts (log CFU/g) ชนิดต่างๆ: (a) Lactic acid bacteria (b) total 
Staphylococcus counts (c) total Enterobacteriaceae counts และ (d) total XLD counts ของตวัอยา่ง
เน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ เม่ือเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C : :ตวัอยา่ง
ควบคุม  ▲:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% และ ▼:ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.4%  
 
 จากผลการทดลองขา้งตน้สามารถสรุปไดว้่าประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียหลายสาย
พนัธ์ุของออลิโกไคโตซานข้ึนกบัความเขม้ขน้ของสารออลิโกไคโตซานท่ีเติมลงไป ซ่ึงสอดคลอ้ง
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(a) 

Day0 
Dilution:                10-2                           10-2                                   10-2           
 
 
 
 
                            
Day5 
Dilution:                10-3                           10-2                                   10-2        
  
 
 
 
                               
                             (1)                              (2)                              (3)                  

 

กบัการรายงานของคณะวิจยั Youn14 ท่ีกล่าววา่สารละลายไคโตซานเขม้ขน้ 1% ในกรดแลคติก (120 
kDa, DD 85%) สามารถยั้บย ั้งการเติบโตของ total bacterial counts ในระหว่างการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 10 วนัได ้ ถึงแมว้่าไคโตซานสามารถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ด ้แต่กลไกในการ
ยบัย ั้งยงัถูกเสนอหลากหลายรูปแบบ  อย่างไรก็ดีกลไกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดอนัตรกิริยาระหว่าง
ประจุบวกของหมู่อะมิโนท่ีถูกโปรโตเนตบนสายโซ่โมเลกุลไคโตซานและประจุลบของผนงัเซลเม
มเบรนของจุลินทรียเ์ป็นกลไกหน่ึงท่ีไดรั้บการยอมรับอยา่งแพร่หลาย  การเกิดอนัตรกิริยาดงักล่าว
เป็นสาเหตุให้เกิดการร่ัวไหลของโปรตีนและสารภายในเซลล์15  นอกจากน้ียงัมีผลงานวิจยัจาํนวน
มากท่ีระบุวา่ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียของไคโตซานข้ึนกบัความหนาแน่นของประจุบวก
ซ่ึงนาํไปสู่อนัตรกิริยาทางไฟฟ้า (electrostatic interaction)  ประจุบวกของไคโตซานข้ึนกบัระดบั
การจาํกดัหมู่อะซิทิลดงัท่ีไดก้ล่าวไปแลว้ขา้งตน้  โดยทัว่ไปไคโตซานจะแสดงประจุบวกเม่ืออยูใ่น
สารละลายท่ีเป็นกรด อยา่งไรก็ตามสารตวัอยา่งไคโตซานท่ีใชใ้นการทดลองน้ีรวมทั้งออลิโกไคโต
ซานอยู่ในรูปอนุภาคซ่ึงเป็นของแข็ง ดังนั้นจึงตอ้งมีการพิสูจน์ว่าสารดังกล่าวแสดงประจุบวก
หรือไม่   
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Day0 
Dilution:                10-1                          10-1                                  10-1             
 
 
 
 
 
Day5 
Dilution:               10-1                           10-1                                   10-1        
  
 
 
 
                             (1)                              (2)                              (3)         

(b) 

(c) 

Day0 
Dilution:             10-1                          10-1                                  10-1         
 
 
 
 
 
 
 

 
Day7 
Dilution:            10-2                         10-1                              10-1     
 
 
 
 
                           
                           (1)                              (2)                              (3)               
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รูปที ่9.5  Microbial counts (log CFU/g) ชนิดต่างๆ: (a) Lactic acid bacteria (b) total 
Staphylococcus counts (c) total Enterobacteriaceae counts และ (d) total XLD counts ของตวัอยา่ง
เน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% และ 0.4% (w/w) เม่ือเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C : (1) 
ตวัอยา่งควบคุม  (2):ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% และ (3):ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.4%  
 
9.3.2 ค่าศักย์ซีต้าของสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ  
 การวิเคราะห์ค่าของศกัยซี์ตา้ของไคโตซานมีความสําคญัต่อการศึกษาถึงกลไกการยบัย ั้ง
จุลินทรียแ์ละความสัมพนัธ์ระหว่างประจุบนพื้นผิวของอนุภาคสารตวัอย่างและประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งจุลินทรีย  ์ ค่าศกัยซี์ตา้ท่ีวิเคราะห์ได้ไม่เพียงแต่ให้ขอ้มูลเก่ียวกับประจุบนพื้นผิวของ
อนุภาคสารตัวอย่าง แต่ยงัให้ข้อมูลด้านความเสถียรของสารตัวอย่างในตัวกลางท่ีใช้สําหรับ
วิเคราะห์ดว้ย  สารตวัอยา่งไคโตซานท่ีใชใ้นการทดลองน้ีมี 2 ชนิด คือ ออลิโกไคโตซานและไคโต
ซานวิสเกอร์ซ่ึงกระจายตวัในนํ้ าท่ีมีค่าพีเอชตั้งแต่ 2 ถึง 10 (ใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซดแ์ละกรดไฮโดร
คลอริกในการปรับค่าพีเอชของตวักลางใหไ้ดต้ามท่ีตอ้งการ)  รูปท่ี 9.6 แสดงใหเ้ห็นว่าค่าศกัยซี์ตา้
หรือประจุบนพ้ืนผิวของไคโตซานวิสเกอร์และออลิโกไคโตซานเป็นบวกท่ีพีเอชตํ่ากว่า 6 และ 8 
ตามลาํดบั  ไคโตซานวิสเกอร์แสดงค่าศกัยซี์ตา้อยูใ่นช่วง 40-50 เม่ือพีเอชของตวักลางอยูใ่นช่วง 2-4 
บ่งบอกถึงความเสถียรในการกระจายตวัของสารสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัออลิโกไคโตซานในตวักลาง
ท่ีมีพีเอชเดียวกนั  ผลการทดลองน้ีสะทอ้นให้เห็นว่าแรงผลกัระหว่างประจุเป็นบวกบนโมเลกุลไค

(d) 

Day0 
Dilution:             10-1                          10-1                                  10-1         
 
 
 
 
 
 
 

Day7 
Dilution:            10-2                         10-1                              10-1     
 
 
 
 
 
                       (1)                              (2)                              (3)                  
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โตซานวิสเกอร์เด่นกวา่กรณีของออลิโกไคโตซาน  อยา่งไรก็ตามความแรงของประจุบวกของไคโต
ซานวิสเกอร์และออลิโกไคโตซานลดลงเม่ือพีเอชของตวักลางเพิ่มข้ึน  ศกัยซี์ตา้ของไคโตซาน
วิสเกอร์มีค่าเป็นบวกนอ้ยมากหรือแทบไม่แสดงประจุเม่ือพีเอชของตวักลางเท่ากบั 6 และมีค่าตํ่า
กวา่กรณีของออลิโกไคโตซาน แสดงใหเ้ห็นวา่ไคโตซานวิสเกอร์สูญเสียประจุบวกและความเสถียร
ในตวักลางท่ีมีพีเอชเท่ากบั 6  ในขณะท่ีออลิโกไคโตซานยงัคงแสดงประจุบวกบนพื้นผิวและมี
ความเสถียรในการกระจายตวัระดบัหน่ึง  เม่ือค่าพีเอชของตวักลางเพิ่มข้ึนมากกว่า 7 จะเห็นไดว้่าค่า
ศกัยซี์ตา้ของไคโตซานวิสเกอร์เป็นลบ (~ -18 mV) ในขณะท่ีค่าศกัยซี์ตา้ของออลิโกไคโตซานเขา้
ใกล ้0 หรือมีค่าเป็นบวกหรือลบนอ้ยๆ ส่งผลใหค้วามเสถียรของออลิโกไคโตซานในตวักลางท่ีมีค่า
พีเอชมากกว่า 7 มีแนวโนม้ลดลง  จากผลการทดลองขา้งตน้ทาํให้ทราบว่าช่วงพีเอชท่ีเหมาะสมใน
การใชง้านของไคโตซานวิสเกอร์ คือ ตํ่ากว่า 6  ในขณะท่ีออลิโกไคโตซานมีช่วงพีเอชท่ีเหมาะสม
ในการใชง้านตํ่ากว่า 7  ขอ้มูลดงักล่าวยืนยนัไดว้่าสารไคโตซานทั้งสองรูปแบบมีประจุบนพ้ืนผิว
เป็นบวก และออลิโกไคโตซานมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียดี์กว่าไคโตซานวิสเกอร์ 
เน่ืองจากค่าพีเอชของตวัอยา่งเน้ือหมูบดอยูใ่นช่วง 5.8-6.1 ซ่ึงเป็นช่วงท่ีออลิโกไคโตซานมีค่าศกัย์
ซีตา้ท่ีมีความแรงของประจุบวกหรือความหนาแน่นของประจุบวกมากกวา่ไคโตซานวิสเกอร์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่9.6  ศกัยซี์ตา้ของสารตวัอยา่งไคโตซานชนิดต่างๆ: ○:ไคโตซานวสิเกอร์ และ ■:ออลิโกไคโต
ซาน ในสารตวักลางท่ีมีการผนัแปรค่าพีเอช 
 
9.3.3 ลกัษณะทางกายภาพและพืน้ทีผ่วิของสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ 
 โดยทัว่ไปลกัษณะทางกายภาพและพ้ืนท่ีผวิของสารจะส่งผลต่อประสิทธิภาพในการใชง้าน
ดา้นอาหารและการกระจายตวัในอาหารของสารนั้นๆ  ดงันั้นสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ ท่ีนาํมาใช้
ในการทดลองน้ีตอ้งผา่นการกาํจดันํ้ าโดยเทคนิคการทาํแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (freeze dry)  ลกัษณะ
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ทางกายภาพของสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ แสดงดงัรูปท่ี 9.7  ไคโตซานวิสเกอร์มีลกัษณะคลา้ย
สําลีและมีการเกาะกลุ่มกันบางส่วนของอนุภาค โดยการเกาะกลุ่มเกิดข้ึนอย่างหลวมๆเม่ือ
เปรียบเทียบกบัไคโตซานนํ้ าหนกัโมเลกุลสูง และอนุภาคมีขนาดเลก็กว่า  สาํหรับออลิโกไคโตซาน
พบวา่อนุภาคมีลกัษณะเป็นผงละเอียด 

 

 
 

                        
 
 
 

 
รูปที ่9.7 ลกัษณะทางกายภาพของสารตวัอยา่งไคโตซานชนิดต่างๆ: (a) ไคโตซานนํ้าหนกัโมเลกลุ
สูง (b) ไคโตซานวิสเกอร์ และ (c) ออลิโกไคโตซาน 

 
 

รูปที ่9.8  พื้นท่ีผวิของสารตวัอยา่งไคโตซานชนิดต่างๆ: (a) ไคโตซานนํ้ าหนกัโมเลกุลสูง (b) ไคโต
ซานวิสเกอร์ และ (c) ออลิโกไคโตซาน 
 

นอกจากกน้ีในการทดลองยงัใชเ้ทคนิค BET ในการวิเคราะห์พื้นท่ีผวิของสาร  การ
วิเคราะห์ทาํโดยการดูดซบัโมเลกลุของแก๊สบนพ้ืนผวิของสารซ่ึงสะทอ้นใหเ้ห็นถึงพื้นท่ีผวิสมัผสั
ระหวา่งไคโตซานและแบคทีเรีย  จากรูปท่ี 9.8 พบวา่ออลิโกไคโตซานมีพื้นท่ีผวิสูงท่ีสุด (~ 43 
m2/g) รองลงมาคือไคโตซานวิสเกอร์ (~ 28 m2/g) และไคโตซานนํ้าหนกัโมเลกลุสูง (~ 22 m2/g) 
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ตามลาํดบั  จากขอ้มูลดงักล่าวสามารถสรุปไดว้า่ทั้งออลิโกไคโตซานและไคโตซานวิสเกอร์สามารถ
นาํมาใชเ้ป็นสารเติมแต่งในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียข์องอาหารประเภทเน้ือหมูบดได ้และออลิโกไค
โตซานใหผ้ลดีท่ีสุด 
 
9.3.4 ปริมาณไบโอเจนิคเอมีนในเนือ้หมูบดทีผ่่านการทรีทด้วยสารไคโตซานรูปแบบต่างๆ 

  ไบโอเจนิคเอมีน คือ สารประกอบไนโตรเจนท่ีเกิดจากกระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพ 
มกัพบในอาหารท่ีมีปริมาณโปรตีนสูง16  ไบโอเจนิคเอมีนเป็นตวับ่งช้ีถึงคุณภาพของอาหาร17  
อยา่งไรก็ตามไบโอเจนิคเอมีนอาจเกิดจากแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดการเน่าเสียหรือจากจุลินทรียท์ัว่ไป  
ไบโอเจนิคเอมีนมีหลายรูปแบบทั้งแบบโซ่ตรง (putrescine, cadaverine, spermine, spermidine) 
แบบวง (histamine, tryptamine) หรือแบบอโรมาติก (tyramine, phenylethylamine)   คณะวิจยัของ 
Santos18 และ Hernández-Jover19 ไดเ้สนอเก่ียวกบัการใชค่้าไบโอเจนิกเอมีน (BAI = cadaverine + 
putrescine + tyramine + histamine) เป็นดชันีช้ีวดัคุณภาพอาหาร ดงัน้ี ค่า BAI < 5 mg/kg หมายถึง
เน้ือสด  BAI = 5-20 mg/kg หมายถึงเน้ือยงัอยูใ่นช่วงท่ียอมรับไดแ้ต่เร่ิมมีการเส่ือมเสีย  BAI = 20-
50 mg/kg หมายถึงเน้ือมีคุณภาพตํ่า และ BAI > 50 mg/kg หมายถึงเน้ือเน่าเสีย   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่9.9  BAI ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมสารตวัอยา่งไคโตซานท่ีมีการผนัแปรชนิดและความ
เขม้ขน้ และผา่นการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลาต่างๆ: ■:0 วนั  □:1 วนั  :2 วนั  : 
3 วนั และ :7 วนั 
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รูปท่ี 9.9 แสดงค่าไบโอเจนิคเอมีน (BAI) ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดในระหวา่งการเกบ็รักษา
ในช่วง 7 วนั  จากผลการทดลองพบวา่ BAI มีค่าเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาในการเกบ็รักษานานข้ึน 
ช้ีใหเ้ห็นวา่คุณภาพของเน้ือหมูบดลดลง  ภายหลงัการเกบ็รักษา  1 วนั พบวา่ตวัอยา่งท่ีผสมออลิโก
ไคโตซานและไคโตซานวิสเกอร์ความเขม้ขน้ 0.2% ข้ึนไปมีค่า BAI อยูใ่นช่วง 5-20 ซ่ึงเป็นช่วงท่ี
เน้ือยงัมีคุณภาพอยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับได ้ในขณะท่ีความเขม้ขน้ตํ่ากวา่ 0.2% ใหค่้า BAI อยูใ่นช่วง 
20-50 ซ่ึงแสดงถึงเน้ือท่ีมีคุณภาพตํ่า  และภาพหลงัการเกบ็รักษา 2 วนั พบวา่ค่า BAI ท่ีตรวจพบสูง
เกินค่าท่ียอมรับได ้ ผลการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ทั้งออลิโกไคโตซานและไคโตซานวิสเกอร์ไม่มี
ผลในการยบัย ั้งจุลินทรียใ์นตระกลูท่ีสามารถผลิตไบโอเจนิกเอมีนได ้

 
9.3.5 ฤทธ์ิการต้านออกซิเดชันของไขมันในเนื้อหมูบดที่ผ่านการทรีทด้วยสารไคโตซานรูปแบบ
ต่างๆ 
 ออกซิเดชนัของไขมนัเป็นตวัแปรหน่ึงท่ีสาํคญัในการบ่งช้ีการเน่าเสียของอาหาร โดยทัว่ไป
ไขมันในอาหารสามารถเกิดออกซิเดชันได้ง่ายในสภาวะท่ีมีตัวเร่ง เช่น แสง ความร้อน และ 
เอนไซม ์เป็นตน้  ออกซิเดชนัของไขมนัมกัพบในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวท่ี์อยูใ่นระหว่างการเก็บรักษา
มากกวา่ผลิตภณัฑเ์น้ือสด20   โดยทัว่ไปผลิตภณัฑป์ฐมภูมิท่ีเกิดจากออกซิเดชนัของไขมนัคือไฮโดร
เปอร์ออกไซด์ ซ่ึงสลายตัวอย่างรวดเร็ว  และสามารถเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์ทุติยภูมิ  เ ช่น 
สารประกอบอลัดีไฮด์ คีโตน และแอลกอฮอลไ์ด ้ดงันั้นโครงการวิจยัน้ีจึงวิเคราะห์ผลิตภณัฑทุ์ติย
ภูมิท่ีเกิดจากออกซิเดชนัของไขมนั โดยใชเ้ทคนิค TBARS21 

ในการทดลองน้ีได้เลือกเน้ือหมูบดท่ีผ่านการทรีทด้วยออลิโกไคโตซานมาใช้ในการ
วิเคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของไขมนั เน่ืองจากออลิโกไคโตซานมีประสิทธิภาพ
ในการตา้นจุลินทรียดี์ท่ีสุด  รูปท่ี 9.10 แสดงค่า TBARS ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโต
ซานความเขม้ขน้ต่างๆ โดยวนัแรกของการเก็บรักษาพบว่า TBARS มีค่าประมาณ 5-7 mg MDA / 
kg of meat  ภายหลงัการเก็บรักษาเป็นเวลา 3 วนั พบว่า TBARS ของตวัอยา่งชุดควบคุมมีค่าสูงกว่า
TBARS ของตวัอย่างเน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซาน และค่า TBARS ของตวัอย่างเน้ือหมูบดท่ี
ผสมออลิโกไคโตซานตํ่ากว่ากรณีของตวัอยา่งชุดควบคุมอยา่งชดัเจนในวนัท่ี 7 ของการเก็บรักษา 
(p < 0.05)  จากผลการทดลองขา้งตน้แสดงให้เห็นว่าออลิโกไคโตซานสามารถป้องกนัการเกิด
ออกซิเดชนัของไขมนัในเน้ือหมูบดได ้ซ่ึงอาจมาจากเหตุผลท่ีวา่ไคโตซานมีความสามารถในการจบั
อนุมูลอิสระของอนุพนัธ์ไขมนัได้22, 23, 24 
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รูปที ่9.10  TBARS ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานความเขม้ขน้ต่างๆ และผา่นการ
เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C ■: control  ▲: ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% และ ▼: ออลิโกไคโต
ซานเขม้ขน้ 0.4%  
 
9.3.6 การวเิคราะห์ออกซิเดชันของโปรตนีในเนือ้หมูบด โดยใช้เทคนิค SDS–PAGE of 
myofibrillar proteins 
 นอกจากปัจจยัเก่ียวกบัการออกซิเดชนัของไขมนัแลว้ การออกซิเดชนัของโปรตีนยงัเป็น
สาเหตุหลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเส่ือมเสียของอาหาร เน่ืองจากโปรตีนสามารถทาํปฎิกริยากบัโมเลกุล
ออกซิเจนได ้ดงันั้นการออกซิเดชนัของโปรตีนในกลา้มเน้ือของสัตวจึ์งเป็นสาเหตุหลกัท่ีทาํใหเ้กิด
การสูญเสียนํ้ า (WHC) และเกิดการเปล่ียนแปลงความเสถียรของโปรตีน25, 26  คณะวิจยัของ Davies 
ไดร้ายงานว่าการออกซิเดชนัของโปรตีนสามารถเกิดผา่นกลไกปฎิกริยาลูกโซ่ ซ่ึงเป็นสาเหตุหลกัท่ี
ทาํให้เกิดการแตกตวัของพนัธะเปปไทด์ การเปล่ียนแปลงหมู่อะมิโนท่ีโซ่ก่ิง และการเช่ือมโยง
ระหว่างโมเลกุลของโปรตีนซ่ึงเกิดไดโ้ดยผ่านกลไกของการเกิดการออกซิเดชนัของหมู่ cysteine 
thiol ทาํใหเ้กิดเป็นพนัธะไดซลัไฟด ์การเกิด dityrosine และการเกิดปฎิกริยาระหว่างหมู่คาร์บอนิล
ในโปรตีนและหมู่อะมิโนของ lysine27 
 SDS-PAGE ของโปรตีนทั้งหมดท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งเน้ือหมูบดภายใตส้ภาวะท่ีมีและไม่มี 
β-mercaptoethanol ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น reducing agent แสดงดงัรูปท่ี 9.11  เทคนิคน้ีใชเ้พื่อวิเคราะห์
องคป์ระกอบของโปรตีนไมโอไฟบริลซ่ึงเป็นโปรตีนไมโอซินเส้นใยชนิดหนกั (myosin heavy 
chain, MHC) ท่ีว่องไวต่อการออกซิไดซ์ ภายใตส้ภาวะท่ีปราศจาก reducing agent ดงัรูปท่ี 9.11 (a)   
แถบโปรตีนท่ีมีมวลโมเลกุลสูงกว่า 200 kDa (cross-linked MHC) ถูกพบท่ีตาํแหน่งบนสุดของเจล 
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ซ่ึงโปรตีนน้ีอาจเกิดจากการเช่ือมต่อของพนัธะไดซัลไฟด์ หรืออาจเป็นพนัธะอ่ืนๆ อาทิเช่น 
ditryptophan และ dityrosine cross-linked protein28  เน้ือหมูบดชุดควบคุมท่ีผา่นการเก็บรักษา 0 
และ 3 วนั แสดงแถบของโปรตีน cross-linked MHC ชดัเจนท่ีสุดเม่ือเทียบกบักรณีของตวัอยา่งเน้ือ
หมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซาน อยา่งไรก็ตามแถบโปรตีนท่ีเกิดข้ึนของตวัอยา่งเน้ือหมูบดท่ีผสมออ
ลิโกไคโตซานท่ีมีความเขม้ขน้ต่างกนั ไม่แตกต่างกนั  เม่ือพิจารณาเน้ือหมูบดท่ีผ่านการเก็บรักษา
เป็นเวลา 7 วนั พบว่าแถบของ cross-linked MHC และแถบของ MHC ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดชุด
ควบคุมจางลง และมีแถบโปรตีนตาํแหน่งใหม่ปรากฏท่ีบริเวณมวลโมเลกุลช่วง 97 ถึง 105 kDa ซ่ึง
ตํ่ากว่าแถบของ cross-linked MHC และ MHC ช้ีใหเ้ห็นว่าการออกซิเดชนัของโปรตีนนาํไปสู่การ
แตกของพนัธะโปรตีน 
 สาํหรับผลการทดสอบภายใตส้ภาวะท่ีมี reducing agent แสดงดงัรูปท่ี 9.11 (b) ซ่ึงพบว่า
แถบโปรตีน cross-linked MHC ไม่ปรากฎบน SDS-PAGE บ่งบอกถึงการเช่ือมโยงของโปรตีนเกิด
ผ่านการเช่ือมต่อของพนัธะไดซัลไฟด์  นอกจากน้ียงัพบว่ารูปแบบของโปรตีนทั้งหมดไม่มีการ
เปล่ียนแปลงภายหลงัการเก็บรักษาเน้ือหมูบดนาน 3 วนั จนส้ินสุดการทดลอง   อยา่งไรก็ตามพบ
การแตกของพนัธะโปรตีน MHC ของตวัอยา่งเน้ือหมูบดชุดควบคุม ซ่ึงเป็นรูปแบบเดียวกนักบัการ
ทดลองในสภาวะท่ีไม่มี reducing agent  สาเหตุหลกัของการสลายพนัธะโปรตีน MHC อาจมาจาก
การออกซิเดชนัของโปรตีน29 การยอ่ยภายในเซลลข์องกลา้มเน้ือโปรตีน หรือเอนไซมข์องโปรตีน30 

ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ออลิโกไคโตซานสามารถช่วยป้องกนัการเกิดออกซิเดชนัของโปรตีนในเน้ือสัตว์
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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รูปที ่9.11  SDS-PAGE patterns ของโปรตีนท่ีสกดัจากตวัอยา่งเน้ือหมูบดในระหวา่งการเกบ็รักษา 
(a) ภายใตส้ภาวะท่ีไม่มี β-mercaptoethanol (b) ภายใตส้ภาวะท่ีมี β-mercaptoethanol: แถบท่ี 0: 
protein marker; แถบท่ี 1-3: ตวัอยา่งควบคุม; แถบท่ี 4-6: ออลิโกไคโตซานเขม้ขน้ 0.2% ท่ีผา่นการ
เกบ็รักษาเป็นเวลา 0  3 และ 7 วนั; แถบ 7-9: ออลิโกไคโตซา เขม้ขน้ 0.4 % ท่ีผา่นการเกบ็รักษาเป็น
เวลา 0  3 และ 7 วนั; MHC: myosin heavy chain 
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9.4 สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจยัในบทน้ีไดศึ้กษาการใชส้ารไคโตซานในรูปแบบต่างๆ เช่น ออลิโกไคโตซาน และ
ไคโตซานวิสเกอร์ ในการตา้นจุลินทรียใ์นอาหารตน้แบบประเภทเน้ือหมูบด โดยพบว่าออลิโกไค
โตซานในรูปแบบอนุภาคมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียท์ั้งแกรมบวกและแกรมลบใน
เน้ือหมูบดดีท่ีสุด  ประสิทธิภาพในการต้านจุลินทรีย์ของสารออลิโกไคโตซานข้ึนกับความ
หนาแน่นของประจุบวกบนโมเลกุล  พื้นท่ีผวิ รูปร่าง และปริมาณของสาร  นอกจากน้ีออลิโกไคโต
ซานยงัสามารถยืดอายุการเก็บรักษาเน้ือหมูบดได้โดยผ่านกลไกการป้องกันการเกิดปฎิกริยา
ออกซิเดชนั เช่น ออกซิเดชนัของไขมนัหรือโปรตีนของเน้ือสัตวไ์ดอี้กดว้ย อย่างไรก็ตามตวัอย่าง
เน้ือหมูบดท่ีผสมออลิโกไคโตซานยงัคงมีปริมาณไบโอเจนิคเอมีนสูง อาจเน่ืองมาจากออลิโกไคโต
ซานไม่สามารถยบัย ั้งจุลินทรียใ์นตระกลูท่ีสามารถผลิตไบโอเจนิกเอมีนได ้
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