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การเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ทีผ่ลิตด้วยเอนไซม์ไคติเนส 
และเอนไซม์ไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนกระถินบ้าน 

 

มานะ  ขาวเมฆ1* ปรานอม ขาวเมฆ2 
 
 
บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้ศึกษาการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตด้วยเอนไซม ์
ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้ 
จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคติเนสที่ใช้เวลา 0.5 
ช่ัวโมง มีค่าร้อยละของโมเลกุลขนาดใหญ ่(GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 รวมเท่ากับ 93.74  
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย 6 สายพันธุ์คือ เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกประกอบด้วย B. cereus ATCC 11778, L. 
monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923 และเช้ือแบคทีเรียแกรมลบประกอบด้วย E. col 
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, V. parahaemolyticus ATCC 17802 ได้ดีที่สุด โดยมีค่าความ
เข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียและค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรีย
เท่ากับ 0.195/0.195, 0.390/0.390, 0.195/0.195, 0.390/0.390, 0.390/0.390 และ 0.390/0.390 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล่าดับ ส่าหรับไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์
โดยมวลต่อปริมาตร ที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง มีค่าร้อยละของโมเลกุลขนาดใหญ่ (GlcN)5, (GlcN)6, (GlcN)7 และ 
(GlcN)8 เท่ากับ 94.09 ยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย 6 สายพันธุ์คือ เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกประกอบด้วย B. cereus 
ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923  และเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ
ประกอบด้วย E. col ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, V. parahaemolyticus ATCC 17802 ได้
ดีที่สุด โดยมีค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจรญิของเชื้อแบคทีเรียและค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถ
ฆ่าเ ช้ือแบคทีเรีย เท่ากับ 0.195/0.195, 0.195/0.195, 0.195/0.195, 0.390/0.390, 0.390/0.390 และ 
0.390/0.390 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล่าดับ ดังนั้นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง จะมีความสามารถในการยับยั้งและ
ฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้ดีกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดย
มวลต่อปริมาตรด้วยเอนไซม์ไคติเนสที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง 
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A COMPARISON OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF 
CHITOOLIGOSACCHARIDES PRODUCED BY CHITINASE AND CHITOSANASE 
EXTRACT FROM SEEDLINGS OF LEUCAENA LEUCOCEPHALA (LAM.) DE WIT 

 

Mana Khaomek1*  Pranorm Khaomek2 

Abstract  
 This research aimed to compare the antibacterial activity of chitooligosaccharides (COS) 
produced by chitinase and chitosanase extracted from two- week- old seedlings of Leucaena 
leucocephala de Wit. It was observed that COS obtained from chitinase through the hydrolysis of 
1 percent weight per volume of colloidal chitin for 0. 5 hours contained a percentage of larger 
molecules such as (GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7, and (GlcNAc)8, which made up 93.74% of the 
total. This COS exhibited the strongest inhibition against six bacterial strains, including gram-positive 
bacteria such as B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 15313, and S. aureus ATCC 25923, 
as well as gram-negative bacteria like E.  coli ATCC 25922, P.  aeruginosa ATCC 27853, and V. 
parahaemolyticus ATCC 17802.  The minimum inhibitory concentration ( MIC)  and minimum 
bactericidal concentration (MBC) were both measured at 0.195/0.195, 0.390/0.390, 0.195/0.195, 
0.390/0.390, 0.390/0.390, and 0.390/0.390 μg/mL, respectively.  For chitosanase, COS obtained 
from the hydrolysis of one percent weight per volume of chitosan for 0. 5 hours contained a 
percentage of total larger molecules such as (GlcN)5, (GlcN)6, (GlcN)7, and (GlcN)8, accounting for 
94. 09%  of the total.  This COS exhibited the strongest inhibition against six bacterial strains, 
including gram-positive bacteria such as B.  cereus ATCC 11778, L.  monocytogenes ATCC 15313, 
and S. aureus ATCC 25923, as well as gram-negative bacteria like E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa 
ATCC 27853, and V. parahaemolyticus ATCC 17802. The minimum inhibitory concentration (MIC) 
and minimum bactericidal concentration (MBC) were both measured at 0.195/0.195, 0.390/0.390, 
0.195/0.195, 0.390/0.390, 0.390/0.390, and 0.390/0.390 μg/mL, respectively. Therefore, it can be 
concluded that COS obtained by digesting one percent chitosan by mass per volume with 
chitosanase for 0. 5 hours exhibited better antibacterial activity than COS obtained by digesting 
one percent colloidal chitin by mass per volume with chitinase enzyme for 0.5 hours. 
 
Keywords:  Chitooligosaccharides, Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit Seedlings 
      Antibacterial activity, Chitinase, Chitosanase 

                                           
1 Associate Professor of Chemistry, Faculty of Science and Technology, Valaya Alongkorn Rajabhat University   
  under the Royal Patronage Pathum Thani Province, e-mail: mana@vru.ac.th 
2 Assistant Professor of Chemistry, Faculty of Science, Rangsit University, e-mail:  pranom.k@rsu.ac.th 
* Corresponding author, e-mail: mana@vru.ac.th 



 วารสารวิจัยและพัฒนา วไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์                                     สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี | 33   

บทน า 
เอนไซม์ไคติเนสเป็นเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิกของไคตินได้ผลผลติ

เป็นเอนอะซิติลกลูโคซามีน (GlcNAc) และไคตินโอลิโอแซคคาไรด์ที่มีความยาวของโมเลกุลขนาด 2-10 โมเลกุล 
ส่าหรับเอนไซม์ไคโตซาเนสเป็นเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิกของไคโตซาน 
ได้ผลผลิตเป็นกลูโคซามีน (GlcN) และไคโตซานโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีความยาวขนาด 2-10 โมเลกุล เอนไซม ์
ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสพบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น พืช เช้ือแบคทีเรีย เช้ือรา และเช้ือยีสต์  
มีความส่าคัญโดยประยุกต์ใช้ทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรมการเกษตร เช่น ใช้ควบคุมโรคพืชที่เกิด
จากเชื้อรา เชื้อแบคทีเรีย และแมลงที่เป็นอันตรายต่อพืช (Chernin et al., 1997) 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคตินและไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ของมอนอแซคคาไรด์ตั้งแต่ 2-10 โมเลกุล 
ต่อด้วยพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิกของเอนอะซิติลกลูโคซามีนกับเอนอะซิติลกลูโคซามีน และกลูโคซามีน
กับกลูโคซามีนตามล่าดับ ซึ่งเป็นสายน้่าตาลที่เกิดจากการย่อยไคตินและไคโตซานด้วยเอนไซม์ไคติเนสและ
เอนไซม์ไคโตซาเนสหรือ ปฏิกิริยาเคมีจากกรด ไคโตโอลิโกแซคคาไรดส์ามารถใช้ต้านโรคต่าง ๆ เช่น ไขข้ออักเสบ 
ลดคอเลสเตอรอลและไขมันในเส้นเลือด การปล่อยตัวยาส่าคัญ (Coelho et al., 2010) และยับยั้งเช้ือราและ
เช้ือแบคทีเรีย (Baureithel et al., 1994; Shibuya et al., 1993)  ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ละลายน้่าและดูดซึม
ดีกว่าไคตินและไคโตซาน จึงท่าให้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มีมูลค่ามากกว่าไคตินและไคโตซาน ดังนั้น จึงมีการ
เปลี่ยนไคตินและไคโตซานพอลิเมอร์ให้เป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนส 
โดยพืชที่มีค่ากิจกรรมจ่าเพาะสูงจะเปลี่ยนไคตินและไคโตซานเป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้ดี เช่น ก้ามปูและ
กระถินบ้าน (มานะ ขาวเมฆ, 2562ข) 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยของเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสจากพืชสามารถ
ยับยั้งเชื้อราและต้านอนุมูลอิสระได้ดี เช่น งานวิจัยของมานะ ขาวเมฆ (2565) ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย
ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตโดยเอนไซม์ไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปูอายุ 2 สัปดาห์  พบว่า  
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้่าหนักต่อปริมาตร ที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง 
มีปริมาณร้อยละรวมโมเลกุลขนาดใหญ่ของ (GlcN)4, (GlcN)5, (GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 เท่ากับ  
94.99 จะยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ดีที่สุดทั้ง 8 สายพันธุ์คือ เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกประกอบด้วย Bacillus 
cereus, Listeria monocytogenes, Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus และเช้ือแบคทีเรีย
แกรมลบประกอบด้ วย  Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Vibrio 
parahaemolyticus โดยมีค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียและค่าความเข้มข้น
ต่่าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียเท่ากับ 0.39/0.39, 0.78/0.78, 0.39/0.39, 0.39/0.39, 0.39/0.78, 0.39/0.39, 
0.78/1.56/ และ 0.78/0.78 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล่าดับ และงานวิจัยของมานะ ขาวเมฆ (2563) ศึกษา
การย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์ เข้มข้น 1 เปอร์ เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร  ด้ วยเอนไซม์ ไคติ เนส 
ที่สกัดจากต้นอ่อนกระถินบ้านที่มีอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาในการย่อย 0.5 ช่ัวโมง จะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
โมเลกุลขนาดใหญ่ของไคโตเพนโตส ((GlcNAc)5) ไคโตเฮกโซส ((GlcNAc)6) ไคโตเฮปโตส ((GlcNAc)7) และ 
ไคโตออกโตส ((GlcNAc)8) มากกว่าโมเลกุลขนาดเล็กของเอนอะซิติลกลูโคซามีน ((GlcNAc)1) ไคโตไบโอส 
((GlcNAc)2) ไคโตไตรโอส ((GlcNAc)3) และไคโตเตโตรส ((GlcNAc)4) โดยมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของ 
เอนอะซิติลกลูโคซามีน ไคโตไบโอส ไคโตไตรโอส ไคโตเตโตรส ไคโตเพนโตส ไคโตเฮกโซส ไคโตเฮปโตส  
และไคโตออกโตส ร้อยละ 1.14, 1.55, 2.33, 8.07, 10.23, 23.16, 25.49 และ 28.03 ตามล่าดับ สามารถ 
ยังยั้งเช้ือราจ่านวน 4 สายพันธุ์  คือ Bipolaris oryzae, Curvularia lunata, Magnaporthe oryzae และ 
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Setosphaeria oryzae ที่ความเข้มข้นของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 5-10 ไมโครกรัม และจากงานวิจัยของมานะ 
ขาวเมฆ (2562ก) ศึกษาการต้านอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้น
อ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ไดจ้ากการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดย
มวลต่อปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนกระถินบ้านที่มีอายุ 2 สัปดาห์ ท่ีใช้เวลาในการย่อย 
0.5 ช่ัวโมง มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารมาตรฐานบิวทิลไฮดรอกซิโทลูอีน (BHT) โดยมีค่า EC50 ของ 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เท่ากับ 1.15±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งต่่ากว่าค่า EC50 ของสารมาตรฐาน BHT ที่มีค่า
เท่ากับ 1.34 ±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และจากงานวิจัยของมานะ ขาวเมฆ และวรางคณา เทศทอง (2564) 
ศึกษาการต้านอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตด้วยเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ  
2 สัปดาห์ พบว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ
ปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคติเนสที่สกัดจากต้นอ่อนกระถินบ้านที่มีอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาในการย่อย 0.5 ช่ัวโมง 
มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารมาตรฐานบิวทิลไฮดรอกซิโทลูอีน (BHT) โดยมีค่า EC50 ของไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์เท่ากับ 1.21±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งต่่ากว่าค่า EC50 ของสารมาตรฐาน BHT ที่มีค่าเท่ากับ 
1.34±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และจากงานวิจัยของ Yamada et al. (1993) พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มี
โมเลกุลขนาดใหญ่ 6-8 โมเลกุล ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ดีกว่าโมเลกุลขนาดเล็ก 1-4 โมเลกุล โดยใช้ไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์เข้มข้น 100-500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังนั้น ผู้วิจัยจึงสนใจน่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการ
ย่อยของเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสที่ผลิตจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ที่มีค่ากิจกรรม
จ่าเพาะสูง ซึ่งมีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อราและต้านอนุมูลอิสระได้ดีมาใช้ทดสอบเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรีย 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 เพื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตด้วยเอนไซม์ไคติเนสและ
เอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สกัดเอนไซม์ไคตเินส โดยใช้ต้นอ่อนกระถินบ้านอาย ุ2 สัปดาห์ หนัก 10 กรัม บดให้ละเอียดแล้วเตมิ
โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์พีเอช 4.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่มีฟีนิลเมธิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์หนัก 0.017 กรัม และ
พอลิไวนิลพอลิไพโรลิโดน 0.50 กรัม น่าของผสมไปปั่นเหวี่ยงที่ 25,000 g เป็นเวลา 30 นาที จะได้สารละลายใส
ข้างบนเป็นสารสกัดเอนไซม์ไคติเนส (Boller et al., 1983) 

2. หาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส โดยน่าสารสกัดเอนไซม์ไคติเนสปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
กับคอยลอยด์ไคตินในรูปคอลลอยด์ เข้มข้น 1 เปอร์ เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร (Berger et al. , 1958)  
ในสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 4.5 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร น่าของผสมไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วน่าของผสมไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 g เป็นเวลา 10 
นาที ดูดสารละลายใสด้านบน 500 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองแล้วเติมสารละลายโซเดียมเตตระบอเรตเข้ม
ข้น 0.8 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น่าของผสมไปต้มในน้่าเดือดเป็นเวลา 3 นาที  
เติมสารละลายพาราไดเมธิลอะมิโนเบนซัลดีไฮด์ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มของผสมในอ่างน้่าที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐาน 
เอนอะซิติลกลูโคซามีน (Boller et al., 1983)  

3. หาปริมาณโปรตีนของเอนไซม์ไคติเนส โดยปิเปตสารสกัดเอนไซม์ไคติเนสปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 4.5 ปริมาตร 490 ไมโครลิตร แล้วเติม
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สารละลายผสมคอปเปอร์ซัลเฟต 2.5 มิลลิลิตร เขย่าของผสมแล้วตั้งไว้ 10 นาที เติมสารละลายโฟลินเข้มข้น 50 
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เขย่าของผสมและตั้งไว้ 30 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 750 นาโนเมตร น่าผลที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีนโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (Lowry et al., 1951) 

4. สกัดเอนไซม์ไคโตซาเนส โดยน่าต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ หนัก 10 กรัม มาบดให้ละเอียดและ
เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ที่มีความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 4.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมฟีนิล
เมธิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์หนัก 0.017 กรัม และพอลิไวนิลพอลิไพโรลิโดนหนัก 0.50 กรัม น่าไปปั่นเหวี่ยงทีค่วามเร็ว
รอบ 25,000 g เป็นเวลา 30 นาที จะได้สารละลายใสข้างบนเป็นสารสกัดเอนไซม์ไคโตซาเนส (Pillai et al., 2009) 

5. หาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคโตซาเนส โดยปิเปตสารสกัดเอนไซม์ไคโตซาเนสปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลายไคโตซาน 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้่าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น่าของผสมไปต้มในน้่าเดือด 3 นาที แล้วน่าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 
g เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารละลายใส 1.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย Schales’Reagent ปริมาตร 2 มิลลิลติร 
ต้มในน้่าเดือด 15 นาที น่าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 400 นาโนเมตร และน่าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้
ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคซามีน (Tolaimate et al., 2003)  

6. หาปริมาณโปรตีนเอนไซมไ์คโตซาเนส โดยปิเปตสารสกัดเอนไซม์ไคโตซาเนสปริมาตร 10 ไมโครลติร 
ปรับปริมาตรด้วยโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 4.5 ใหเ้ป็น 500 ไมโครลิตร เติมสารละลาย
ผสมของคอปเปอร์ซัลเฟตปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขย่าและตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที เติมสารละลายโฟลิน 
เข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เขย่าและตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที น่าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร น่าค่าการดูดกลืนที่ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน
มาตรฐานโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin; BSA) (Lowry et al., 1951)  

7. หาปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์ (Koga et al., 1998) 
7.1 น่าสารมาตรฐานเอนอะซิติลกลูโคซามนีและไคโตโอลโิกแซคคาไรด์ขนาด 2-6 หน่วย เข้มข้น 50, 

100 และ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร วิเคราะห์ด้วย HPLC โดยใช้สารเคลื่อนที่เป็น น้่า : เมทานอล = 60 : 40 
อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที คอลัมน์ Shodex Asahipak NH2P-50 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส น่าพ้ืนท่ีพีค
และค่าความเข้มข้นสารมาตรฐานสร้างกราฟมาตรฐานเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

7.2 น่าสารไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้การย่อยของไคติเนสจากพืชทั้ง 4 ชนิดมาวิเคราะห์ด้วย HPLC 
และหาปริมาณร้อยละโดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

8. หาปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จาการย่อยไคโตซาน (Koga et al., 1998)  
8.1 ปิเปตสารมาตรฐานของกลูโคซามีนและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาด 2-8 หน่วย ที่เข้มข้น 50, 

100 และ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลติร น่ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้สารเคลื่อนที่ (Mobile phase) เป็น
น้่าและเมทานอลในอัตราส่วน 60 : 40 โดยมีอัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ใช้คอลัมน์ Shodex Asahipak 
NH2P-50 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส น่าค่าพื้นที่ใต้กราฟและค่าความเข้มข้นของสารมาตรฐานกลูโคซามีน
และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มาสร้างกราฟมาตรฐาน  

    8.2 ปิเปตไคโตโอลิโกแซคคาไรดท์ี่ไดก้ารย่อยดว้ยเอนไซม์ไคโตซาเนส มาวิเคราะห์ดว้ยเครือ่ง HPLC 
หาปริมาณร้อยละโดยน่าค่าท่ีได้มาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

9. ทดสอบฤทธิ์ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในการต้านเชื้อแบคทีเรียจ่านวน 6 สายพันธุ์ คือ แกรมบวก
ประกอบด้วย B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923 และ
แกรมลบประกอบด้วย E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, V. parahaemolyticus ATCC 
17802 ด้วยวิธีดิสก์ดีฟิวส์ชันของ Cockerill และคณะ (Cockerill et al., 2012a) 
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9.1 เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียในอาหารนิวเทรียนอาการ์  (Nutrient agar) (ยกเว้น V. parahaemolyticus 
ใช้อาหารนิวเทรียนอาการ์ผสมโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้่าหนักต่อปริมาตร) น่าโคโลนีเดี่ยว
ของเช้ือแบคทีเรียใส่ในอาหารเลี้ยงเช้ือมูลเลอร์ฮินตันบรอท (Mueller Hinton broth; MHB) (ยกเว้น V. 
parahaemolyticus ใช้ทริปติกซอยบรอท (Tryptic soy broth; TSB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เจือจางเช้ือแบคทีเรียให้ได้ความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland ใช้ไม้พันส่าลีที่
ปราศจากเช้ือ ชุบเช้ือแบคทีเรียแล้วเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเช้ือมูลเลอร์ฮินตันอาการ์ (Mueller Hinton Agar; MHA) 
(ยกเว้น V. parahaemolyticus ใช้ทริปติกซอยอาการ์ (Tryptic Soy Agar)) ทิ้งไว้ 5 นาที น่าไคโตโอลิโกแซคคา
ไรด์มาละลายด้วยไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl Sulfoxide; DMSO) ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ให้มีความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และหยดไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใส่บนแผ่นดิสก์ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร รอให้แห้งประมาณ 15 นาที ใช้ไดเมทิลซัลฟอกไซด์เป็นตัวควบคุมผลลบ 
(Negative control) และตัวควบคุมผลบวก (Positive control) กับเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus, L. 
monocytogenes, S. aureus ใช้ยาปฏิชีวนะแวนมัยซิน (Vancomycin) ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ
เ ช้ือแบคที เรี ยแกรมลบ E.  coli, P.  aeruginosa, V.  parahaemolyticus ใ ช้ยาปฏิ ชี วนะเซฟตาซิ ดิ ม 
(Ceftazidime) ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อดิสก์ น่าจานเพาะเช้ือไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณที่ไม่มีการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย ( Inhibition Zone) โดยวัดหน่วย
เป็นมิลลิเมตร 

9.2 การศึกษาความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย (Minimum 
Inhibitory Concentration: MIC) ด้วยวิธี Broth Dilution Technique (Cockerill et al., 2012b) 

น่าโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียที่มีอายุประมาณ 24 ช่ัวโมงที่สามารถยับยั้งได้จากข้อ 9.1 มาใช้
ทดสอบ โดยเลี้ยงในอาหารเหลวมูลเลอร์ฮินตันบรอท (ส่าหรับ V. parahaemolyticus ใช้ทริปติกซอยบรอท)  
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เจือจางเช้ือแบคทีเรียให้ได้ความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland 
ท่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อย 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง ให้มีความเข้มข้นเป็น 0, 0.195, 0.39, 0.78, 
1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแล้วเติมเช้ือแบคทีเรียปริมาตร 1 
มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมผลบวกประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับเช้ือแบคทีเรียปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ชุดควบคุมผลลบประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่
ละลายด้วยไดเมทิลซัลฟอกไซด์เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ท่าให้มีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หาค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรีย (MIC) โดยสังเกตหลอดสุดท้ายที่ไม่มีการเจริญของเช้ือแบคทีเรียหรืออาหารเลี้ยงเช้ือใน
หลอดไม่ขุ่น อ่านความเข้มข้นของสารทดสอบของหลอดนี้เป็นค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรีย  

9.3 การศึกษาความเข้มข้นต่่ าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือแบคที เรียได้  (Minimum Bactericidal 
Concentration: MBC) น่าหลอดที่ไม่มีความขุ่นจากข้อ 9.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เกลี่ย (Spread plate) ลงบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ MHA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไม่พบ 
การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียที่ความเข้มข้นต่่าสุดของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (MBC) 

10. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ โดยน่าข้อมูลที่ได้จาการทดลองมาวิเคราะห์ค่าสถิติความแปรปรวน 
(ANOVA) หาค่า F-test เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มการทดลองที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ด้วย
โปรแกรมทางสถิต ิ
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
1. ผลการหาค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไคติเนส 

เอนไซม์ไคตเินสที่สกัดจากต้นกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ด้วยโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์เข้มข้น 0.1 
โมลาร์ พีเอช 4.5 มีค่ากิจกรรมเท่ากับ 19.262 ยูนิต/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.891 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
และเมื่อน่าค่ากิจกรรมและปริมาณโปรตีนมาค่านวณค่ากิจกรรมจ่าเพาะมีค่าเท่ากับ 21.616 ยูนิต/มิลลิกรัม  

2. ผลการหาค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ 
เอนไซม์ไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ด้วยโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์เข้มข้น  

0.1 โมลาร์ พีเอช 3.5 มีค่ากิจกรรมเท่ากับ 20.006 ยูนิต/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.897 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร และเมื่อน่าค่ากิจกรรมและปริมาณโปรตีนมาค่านวณค่ากิจกรรมจ่าเพาะมีค่าเท่ากับ 22.310 ยูนิต/
มิลลิกรัม  

เมื่อเปรียบเทียบค่ากิจกรรมจ่าเพาะของเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้นอ่อน
กระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ มีค่าใกล้เคียงกันคือ 21.616 และ 22.310 ยูนิต/มิลลิกรัม ตามล่าดับ แต่จะค่า
กิจกรรมจ่าเพาะสูงกว่าเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสจากแหลงอื่นๆ เช่น เอนไซม์ไคติเนสจาก 
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. KCTC0377BP มีค่ากิจกรรมจ่าเพาะเท่ากับ 1.958 ยูนิต/มิลลิกรัม (Senol et al., 
2014) และเอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ มีค่ากิจกรรมจ่าเพาะสูงกว่าเอนไซมไ์คโต
ซาเนสจากเช้ือรา Paenibacillus fukunensis ที่มีค่ากิจกรรมจ่าเพาะเท่ากับ 0.861 ยูนิต/มิลลิกรัม (Fukuda 
et al., 2007) ดังนั้น เอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสจากพืชมีค่ากิจกรรมจ่าเพาะสูงกว่าเอนไซม์ไคติเนส
และเอนไซฒ์ไคโตซาเนสจากเชื้อแบคทีเรียและเช้ือรา เนื่องจากเอนไซม์ไคตเินสและเอนไซม์ไคโตซาเนสจากพืช
ส่วนใหญ่จะเป็นชนิดภายในที่สลายพันธะแบบสุ่มจึงสามารถจับกับโครงสร้างไคตินและไคโตซานได้ดีกว่าเอนไซม์
ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสจากเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา 

3. ผลการหาปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จาการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์ 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ

ปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาบ่ม 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง  
มาหาปริมาณด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีสมรรถนะสูงและน่ามาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของเอนอะซิติลกลู
โคซามีนและไคโตโอลิโกแซคคาไรดข์นาด 2 – 8 โมเลกุล พบว่า ปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการบม่
ในช่วงเวลา 0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมงมี (GlcNAc)1, (GlcNAc)2, (GlcNAc)3, (GlcNAc)4, 
(GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 ร้อยละ 1.27-26.01, 1.43-23.38, 2.28-20.17, 3.08-
10.13, 3.12-18.23, 4.43-21.36, 5.12-25.14 และ 7.64-27.21 ตามล่าดับ ดังตารางที่ 1 โดยปริมาณของ 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 เมื่อใช้เวลาในการบ่ม
น้อย (0.5 ช่ัวโมง) จะมีปริมาณมาก คือ 18.23, 23.16, 25.14 และ 27.21 เปอร์เซ็นต์  ตามล่าดับ แต่จะลดลง
เมื่อใช้เวลาในการบ่มมากข้ึน ในขณะที่โมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2, (GlcNAc)3 และ (GlcNAc)4 
เพิ่มขึ้น เมื่อน่าปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ 
(GlcNAc)8 ที่ใช้เวลาบ่ม 0.5 ช่ัวโมง รวมกันจะได้เท่ากับ 93.74  

ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Moon et al. (2017) สกัดเอนไซม์ไคติเนสจากเช้ือแบคทเีรีย 
Pseudomonas PRNK-1 แล้วน่ามาย่อยไคตนิในรูปคอลลอยด์ด้วยเวลา 0.5 ช่ัวโมง พบว่า เมื่อใช้เวลาในการบ่ม
สั้นมีปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcNAc)8, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)6 มีมากกว่า
ปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดเล็กของ (GlcNAc)4, (GlcNAc)5, (GlcNAc)6 และ (GlcNAc)7 
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ตารางที่ 1 ปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์แต่ละชนิดที่ได้จากการบ่มไคตินในรูปคอลลอยด์เข้นข้น 1  
                 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้ 
                ระยะเวลาในการบ่มต่างกัน 
 
เวลาที่ใช้ 

บ่ม 
ปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

(ชั่วโมง) (GlcNAc)1 (GlcNAc)2 (GlcNAc)3 (GlcNAc)4 (GlcNAc)5 (GlcNAc)6 (GlcNAc)7  (GlcNAc)8 
0.5 1.27 1.43 2.28 3.08 18.23 23.16 25.14 27.21 
1 11.96 10.24 8.08 6.10 11.06 14.24 18.14 20.18 
2 21.09 20.09 16.01 6.99 5.11 8.71 10.37 11.63 
4 26.01 23.38 20.17 10.13 3.12 4.43 5.12 7.64 

 
4. ผลการหาปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จาการย่อยไคโตซาน 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซาน 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ด้วยเอนไซม์ 
ไคโตซาเนส จากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาบ่ม 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง มาวิเคราะห์ด้วยเครือ่ง
โครมาโทกราฟีสมรรถนะสูงและเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคซามีนและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาด 
2 – 8 โมเลกุล พบว่า ปริมาณของไคโตโอลโิกแซคคาไรด์ที่ได้จาการบ่มในช่วงเวลา 0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 
และ 4 ช่ัวโมงมี (GlcN)1, (GlcN)2, (GlcN)3, (GlcN)4, (GlcN)5, (GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 ร้อยละ 1.09-
25.12, 1.24-22.06, 1.46-21.12, 2.12-9.39, 3.62-18.61, 4.56-21.61, 5.69-25.81 และ 8.44-28.06 
ตามล่าดับ ดังตารางที่ 2 โดยปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcN)5, (GlcN)6, (GlcN)7 และ 
(GlcN)8 เมื่อใช้เวลาในการบ่มน้อย (0.5 ช่ัวโมง) จะมีปริมาณมาก คือ 18.61, 21.61, 25.81 และ 28.06 
เปอร์เซ็นต์  ตามล่าดับ แต่จะลดลงเมื่อใช้เวลาในการบ่มมากขึ้น ในขณะที่โมเลกุลขนาดเล็กของ  (GlcN)1, 
(GlcN)2, (GlcN)3 และ (GlcN)4 เพิ่มขึ้น เมื่อน่าปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcN)5, 
(GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 ที่ใช้เวลาบ่ม 0.5 ช่ัวโมง รวมกันจะได้เท่ากับ 94.09 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Yan et al. (2007) สกัดเอนไซม์ไคโตซาเนสจากเช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas CUY8 แล้วน่ามาย่อย 
ไคโตซานด้วยเวลา 0.5 ช่ัวโมง พบว่า เมื่อใช้เวลาในการบ่มสั้นจะมีปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่
ของ (GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 มาก 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์แต่ละชนิดที่ได้จากการบ่มไคโตซาน 1 เปอร์เซ็นต์  
    ด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ท่ีใช้ระยะเวลาในการบ่มต่างกัน 
 
เวลาที่ใช้บ่ม ปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

(ชั่วโมง) (GlcN)1 (GlcN)2 (GlcN)3 (GlcN)4 (GlcN)5 (GlcN)6 (GlcN)7 (GlcN)8 
0.5 1.09 1.24 1.46 2.12 18.61 21.61 25.81 28.06 
1 11.09 9.94 8.42 5.81 11.76 14.43 18.67 19.88 
2 20.69 19.64 16.36 6.18 5.47 8.88 10.71 12.07 
4 25.12 22.06 21.12 9.39 3.62 4.56 5.69 8.44 
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5. ผลการศึกษาฤทธิ์การยับย้ังเชื้อแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
เมื่อน่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ

ปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาบ่ม 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง  
มายับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียเบื้องต้นด้วยวิธีเทคนิคดิสก์ดีฟิวส์ชัน (Disc Diffusion Technique)  
โดยใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตรต่อดิสก์ พบว่า  
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการใช้เวลาในการบ่ม 0.5 ช่ัวโมง ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ดีที่สุด โดยยับยั้ง เช้ือ
แบคทีเรียแกรมบวก B. cereus, L. monocytogenes และ S. aureus มีความกว้างของ Clear Zone เท่ากับ 
30.86±0.12, 29.22±0.15, 30. 84±0.15 มิลลิเมตร และยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ E. coli, P. aeruginosa 
และ V. parahaemolyticus มีความกว้างเท่ากับ 28.92±0.14, 29.47±0.12, 29.41±0.15 มิลลิเมตร  
ดังภาพที่ 1 และตารางที่ 3 ตัวควบคุมผลลบและตัวควบคุมผลบวกไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
เชื้อแบคทีเรียทั้ง 6 สายพันธ์ุ อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

      
A B C D E F 

ภาพที่ 1 การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียด้วยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
ที่ได้จาการบ่ม 1 = บ่ม 0.5 ช่ัวโมง 2 = บ่ม 1 ช่ัวโมง  3 = บ่ม 2 ช่ัวโมง และ 4 = บ่ม 4 ช่ัวโมง A = B. cereus,  
B = L. monocytogenes, C = S. aureus,  D = E. coli, E = P. aeruginosa และ F = V. parahaemolyticus 
 

เมื่อน่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรด้วย
เอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาบ่ม 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง มายังยั้งการเจริญ
ของเช้ือแบคทีเรียเบื้องต้นด้วยวิธีเทคนิคดิสก์ดีฟิวส์ชัน (Disc Diffusion Technique) โดยใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตรต่อดิสก์ พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการใช้เวลาใน
การบ่ม 0.5 ช่ัวโมง ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ดีที่สุด โดยยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus, L. monocytogenes 
และ S. aureus มีความกว้างของ Clear Zone เท่ากับ 31.16±0.19, 30.91±0.19, 31.88±0.19 มิลลิเมตร และยับยั้ง
เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ E. coli, P. aeruginosa และ V. parahaemolyticus มีความกว้างเท่ากับ 29.02±0.18, 
29.89±0.12, 29.93±0.15 มิลลิเมตร ดังภาพที่ 2 และตารางที่ 4 ตัวควบคุมผลลบและตัวควบคุมผลบวกไม่สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 6 สายพันธุ์ อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 
   

      
A B C D E F 

 
ภาพที่ 2 การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียด้วยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลติร 
ทีไ่ด้จาการบ่ม 1 = บ่ม 0.5 ช่ัวโมง 2 = บ่ม 1 ช่ัวโมง  3 = บ่ม 2 ช่ัวโมง และ 4 = บ่ม 4 ช่ัวโมง A = B. cereus,  
B = L. monocytogenes, C = S. aureus,  D = E. coli, E = P. aeruginosa และ F = V. parahaemolyticus 
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ตารางที่ 3 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียด้วยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการใช้เวลา 
              บ่มไคตินในรูปคอลลอยด์ 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง ด้วยเอนไซม์ไคติเนส 
 

 
ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 

COS จาก
การบ่ม 
(ชั่วโมง) 

บริเวณยับย้ัง 
(mm) 

ความเข้มขน้ต่ าสุดที่
ยับย้ังการเจริญของ

เชื้อแบคทีเรีย 
(g/ml) 

ความเข้มขน้
ต่ าสุดที่สามารถ
ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย 

(g/ml) 
แกรมบวก 
B. cereus 
ATCC 11778 

0.5 30.86±0.12 0.195 0.195 
1 19.43±0.15 0.390 0.390 
2 12.79±0.21 0.780 0.780 
4 9.48±0.23 1.560 1.560 

L. monocytogenes 
ATCC 15313 

0.5 29.22±0.15 0.390 0.390 
1 18.96±0.15 0.780 0.780 
2 11.21±0.23 1.560 1.560 
4 8.97±0.12 3.120 3.120 

S. aureus 
ATCC 25923 

0.5 30.84±0.15 0.195 0.195 
1 19.11±0.19 0.390 0.390 
2 12.42±0.21 0.780 0.780 
4 9.49±0.23 1.560 1.560 

แกรมลบ 
E. coli 
ATCC 25922 

0.5 28.92±0.14 0.390 0.390 
1 18.73±0.12 0.780 0.780 
2 11.82±0.15 1.560 1.560 
4 8.87±0.23 3.120 3.120 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

0.5 29.47±0.12 0.390 0.390 
1 18.97±0.15 0.780 0.780 
2 11.67±0.18 1.560 1.560 
4 9.10±0.23 3.120 3.120 

V. parahaemolyticus 
ATCC 17802 

0.5 29.41±0.15 0.390 0.390 
1 18.89±0.12 0.780 0.780 
2 11.64±0.18 1.560 1.560 
4 8.78±0.21 3.120 3.120 
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ตารางที่ 4 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียด้วยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการใช้เวลา 
              บ่มไคโตซาน 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง ด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนส 
 

 
ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 

COS จาก
การบ่ม 
(ชั่วโมง) 

บริเวณยับย้ัง 
(mm) 

ความเข้มขน้
ต่ าสุดที่ยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย 
(g/ml) 

ความเข้มขน้
ต่ าสุดที่สามารถ
ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย 

(g/ml) 

แกรมบวก 
B. cereus 
ATCC 11778 

0.5 31.16±0.19 0.195 0.195 
1 20.23±0.15 0.390 0.390 
2 13.94±0.23 0.780 0.780 
4 10.84±0.21 1.560 1.560 

L. monocytogenes 
ATCC 15313 

0.5 30.91±0.19 0.195 0.195 
1 19.92±0.15 0.390 0.390 
2 12.26±0.23 0.780 12.500 
4 9.76±0.29 1.560 1.560 

S. aureus 
ATCC 25923 

0.5 31.88±0.19 0.195 0.1950 
1 19.43±0.18 0.390 0.3900 
2 12.78±0.24 0.780 0.780 
4 10.44±0.12 1.560 1.560 

แกรมลบ 
E. coli 
ATCC 25922 

0.5 29.02±0.18 0.390 0.390 
1 18.16±0.14 0.780 0.780 
2 11.96±0.12 1.560 1.560 
4 9.04±0.19 3.120 3.120 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

0.5 29.89±0.12 0.390 0.390 
1 18.99±0.15 0.780 0.780 
2 11.84±0.21 1.560 1.560 
4 9.76±0.23 3.120 3.120 

V. parahaemolyticus 
ATCC 17802 

0.5 29.93±0.15 0.390 0.390 
1 18.98±0.15 0.780 0.780 
2 11.94±0.23 1.560 1.560 
4 9.08±0.12 3.120 3.120 
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6. ผลการศึกษาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (MIC) 
จากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเช้ือแบคทีเรียจ่านวน 6 สายพันธุ์ คือ เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก  

B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923 และเช้ือแบคทีเรีย
แกรมลบ E. col ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 และ V. parahaemolyticus ATCC 17802 
พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ด้วย
เอนไซม์ไคติเนสที่ได้จากการใช้เวลาบ่ม 0.5 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้ดีที่สุด คือ มีค่า
ความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย (MIC) B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 
15313, S.  aureus ATCC 25923, E.  col ATCC 25922, P.  aeruginosa ATCC 27853 แ ล ะ  
V. parahaemolyticus ATCC 17802 เท่ากับ 0.195, 0.390, 0.195, 0.390, 0.390, และ 0.390 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามล่าดับ ดังตารางที่ 3 ส่าหรับไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวล
ต่อปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสที่ได้จากการใช้เวลาบ่ม 0.5 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของ 
เช้ือแบคทีเรียได้ดีที่สุด คือ มีค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย (MIC) ) B. cereus ATCC 
11778, L. monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923, E. col ATCC 25922, P. aeruginosa 
ATCC 27853 และ V. parahaemolyticus ATCC 17802 เท่ากับ 0.195, 0.195, 0.195, 0.390, 0.390, และ 
0.390 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล่าดับ ดังตารางที่ 4 

7. ศึกษาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ (MBC) 
จากการทดสอบฤทธิ์การฆ่าเช้ือแบคทีเรียจ่านวน 6 สายพันธุ์ คือ เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก  

B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923 และเช้ือแบคทีเรีย 
แกรมลบ E. col ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 และ V. parahaemolyticus ATCC 17802 
พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากย่อยไคตนิในรูปคอลลอลยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ที่ได้จาก
การใช้เวลาบ่ม 0.5 ช่ัวโมง สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้ดีที่สุด คือ มีค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือ
แบคทีเรีย (MBC) B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923,  
E.  col ATCC 25922, P.  aeruginosa ATCC 27853 และ  V.  parahaemolyticus ATCC 17802 เท่ ากับ 
0.195, 0.390, 0.195, 0.390, 0.390 และ 0.390 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล่าดับ (ดังตารางที่ 3) ส่าหรับ 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ที่ได้จากการใช้เวลาบ่ม  
0.5 ช่ัวโมง สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้ดีที่สุด คือ มีค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (MBC)  
B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923, E. col ATCC 25922, 
P. aeruginosa ATCC 27853 และ V. parahaemolyticus ATCC 17802 เท่ากับ 0.195, 0.195, 0.195, 
0.390, 0.390 และ 0.390 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล่าดับ (ดังตารางที่ 4) 

เมื่อเปรียบเทียบไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ
ปริมาตรด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง มีบริเวณยับยั้งเช้ือแบคทีเรียและความสามารถในการ
ยับยั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้ดีกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น  
1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรด้วยเอนไซม์ไคติเนสที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง และเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ 
Rios & Recio (2005) และ Van Vuuren (2008) ที่แบ่งกลุ่มการออกฤทธิ์ของสารจากค่า MIC เป็น 3 กลุ่ม  
คือ 1. กลุ่มที่มีฤทธิ์ยับยั้งดีค่า MIC น้อยกว่า 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 2. กลุ่มที่มีฤทธิ์ยับยั้งปานกลางค่า  MIC  
อยู่ระหว่าง 1-2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 3 กลุ่มที่มีฤทธิ์ยับยั้งอ่อนค่า MIC มากกว่า 2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
พบว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อยตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ด้วย
เอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซาน
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เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้
เวลาในการบ่มทุกช่วงเวลาจัดอยู่ในกลุ่มที่  1 มีฤทธิ์ยับยั้งดี โดยใช้เวลาในการบ่มน้อย 0.5 ช่ัวโมงจะยับยั้ง 
เชื้อแบคทีเรียได้ดีที่สุดคือ มีค่า MIC และ MBC น้อยที่สุด เนื่องจากไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการใช้เวลาใน
การบ่มน้อยจะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 จาก
ไคตินในรูปคอลลอยด์มากเท่ากับ 93.74 เปอร์เซ็นต์ และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcN)5, (GlcN)6, 
(GlcN)7 และ (GlcN)8 จากไคโตซานมากเท่ากับ 94.09 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Tsai et al. 
(2000) ศึกษาไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากย่อยไคโตซานจากเปลอืกกุ้งโดยเอนไซม์เซลลเูลส พบว่า ไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 จะยับยั้งเช้ือแบคทีเรียจ่านวน 4 สายพันธ์ุคือ E. coli, 
L. monocytogenes, S. typhimurium และ S. aureus ได้ดีด้วยความเข้มข้น 5-29 ไมโครกรัม/มิลลิลติร และ
จากงานวิจัยของ Yamada et al. (1993) พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาดใหญ่ 6-8 หน่วยยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรียได้ดีโดยใช้ความเข้มข้น 100-500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร อีกทั้งจากงานวิจัยของ Ikigai et al. (1993) 
ศึกษาสารสกัดจากพืชในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ พบว่าเช้ือแบคทีเรียแกรมลบสามารถต้านทาน
สารประกอบพอลิฟีนอลิกได้สูงกว่าเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก เนื่องจากเยื่อหุ้มเซลล์เช้ือแบคทีเรียแกรมลบมี 
สารลิโปพอลิแซคคาไรด์ช่วยปกป้องเซลล์แบคทีเรีย จึงสามารถป้องกันความเสียหายจากสารยับยั้งการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรียได้ รวมทั้งโครงสร้างของผนังเซลล์เชื้อแบคทีเรียแกรมลบซับซ้อนกว่าเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก   

เมื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากแหล่งต่าง ๆ พบว่า ไคโตโอลิ
โกแซคคาไรด์ที่ได้จากการการย่อยด้วยเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์ไคโตซาเนสที่ได้จากต้นอ่อนกระถินบ้านอายุ 
2 สัปดาห์ที่ใช้เวลาในการย่อย 0.5 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบจ่านวน  
6 สายพันธ์ุ โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.195-0.39 ไมโครกรัม/มลิลลิิตร ซึ่งดีกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ไดม้าจาก
แหล่งต่าง ๆ เช่น Benhabiles et al. (2012) ศึกษาการใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากการย่อยไคโตซานด้วย
เอนไซม์ปาเปนยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 12 สายพันธุ์พบว่ามีค่า MIC เท่ากับ 30 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร Laoluldilok et al. (2017) ศึกษาการใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากการย่อยไคโตซานด้วยเอนไซม์
ปาเปนยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบจ่านวน 4 สายพันธุ์พบว่าค่า MIC อยู่ในช่วง 16-32 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Tsai et al. (2000) ศึกษาการใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากการย่อยไคโตซานเปลือกกุ้งด้วย
เอนไซม์เซลลูเลสยับยัง้เชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบจ่านวน 10 สายพันธ์ุของ พบว่า มีค่า MIC อยู่ในช่วง 
5-29 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังนั้นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดโมเลกุล 6-8 หน่วย สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบได้ด ีเพราะไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดโมเลกุล 6-8 หน่วย สามารถผ่าน
ช้ันผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียเข้าไปภายในเซลล์และท่าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการ
แสดงออกของยีน (Gene Expression) (Tsai & Su, 1999)  
 
สรุป 
 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคตินในรูปคอลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร 
ด้วยเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านที่มีอายุ 2 สัปดาห์ จะมีโมเลกุลขนาดใหญ่ของ  (GlcNAc)5 
(GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 เท่ากับ 93.74 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมากกว่าโมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, 
(GlcNAC)2, (GlcNAc)3 และ (GlcNAc)4 และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสจากต้นอ่อนกระถินบ้านที่มีอายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาใน
การย่อย 0.5 ช่ัวโมง จะมีโมเลกุลขนาดใหญ่ของ (GlcN)5, (GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 เท่ากับ 94.09 
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เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมากกว่าโมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcN)1, (GlcN)2, (GlcN)3 (GlcN)4, เมื่อเปรียบเทียบไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่ได้จากากรย่อยด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสจะมีร้อยละของโมเลกุลขนาดใหญ่มากกว่าไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ไคติเนสเล็กน้อยคือ 0.35   

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากากรย่อยด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสและเอนไซม์ไคติเนสสามารถยับยั้ง 
เช้ือแบคทีเรียได้ทั้ง 6 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก 3 สายพันธุ์คือ B. cereus ATCC 11778, L. 
monocytogenes ATCC 15313, S. aureus ATCC 25923 เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 3 สายพันธุ์คือ E. col ATCC 
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 และ V. parahaemolyticus ATCC 17802 โดยมีค่าความเข้มข้นต่่าสุด
ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย (MIC) และค่าความเข้มข้นต่่าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (MBC) เท่ากัน 
ยกเว้นเช้ือแบคทีเรีย L. monocytogenes ที่ถูกยับยั้งด้วยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากากรย่อยด้วยเอนไซม์ไค
โตซาเนสเข้มข้นน้อยกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากากรย่อยด้วยเอนไซม์ไคติเนส เนื่องมาจากไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ไคโตซาเนสมีปริมาณมากกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้
จาการย่อยด้วยเอนไซม์ไคติเนส เพราะโมเลกุลขนาดใหญ่ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรียดีกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของ (GlcN)5, 
(GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ดีที่สุด 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรด้วยเอนไซม์ไค
โตซาเนสที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง จะมีความสามารถในการยับยั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้ดีกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่
ได้จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรด้วยเอนไซม์ไคติเนสที่ใช้เวลา 0.5 ช่ัวโมง 
 
ข้อเสนอแนะ 

1. น่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ไปใช้ยับยั้งการเจริญของเช้ือรา เช้ือแบคทีเรีย และต้านอนุมูลอิสระใน
อาหารบางชนิด  

2. แยกไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ตามขนาดต่าง ๆ ใหบ้ริสุทธ์ิเพื่อเพ่ิมมูลค่า 
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