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Abstract 

 

Isolation and selection of bacteria capable of extracting chitosan from shrimp shell. Three 
isolates of microorganisms were found; PC-08 of chitosan liquid fertilizer, NC-04 of chitosan ferment 
from shrimp shells and SC-08 of shrimp shell chitosan ferment from Thai style barbecue restaurant. 
Then run the test in MMCT, it was found that NC-04 isolate had the best enzyme activity of 16.746±0.019 
units/mg/min. After that, compared with chemical methods, it was found that the chitosan production 
digested with sodium hydroxide had the higher removal values of the acetyl group, water solubility, 
percentage yield of chitosan, and pH than method for bacterial separation from shrimp shell. The 
isolated bacteria were analyzed for morphological characteristics and found that NC-04 isolate was 
morphologically consistent with 99% Acinetobacter baumannii. However, the method of bacterial 
isolation and selection of bacteria for extraction of chitosan from shrimp shells still need to be 
developed on an industrial scale. 
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บทคัดย่อ 
 

การคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที ่สามารถ
สกัดไคโตซานจากขยะเปลือกกุ้ง พบว่ามีจุลินทรีย์ที ่คัด
แยกได้ 3 ไอโซเลท คือ PC-08 จากปุ๋ยน้ำไคโตซาน    
NC-04 จากน้ำหมักไคโตซานจากเปลือกกุ้ง และ SC-08 
จากน้ำหมักไคโตซานจากขยะเปลือกกุ้งร้านหมูกระทะ  
เมื่อทำการทดสอบในอาหารเหลว MMCT พบว่าไอโซเลท 

NC-04 ใ ห้ ค ่ า ก ิ จ ก ร รม เอน ไ ซม ์ ด ี ท ี ่ ส ุ ด  เ ท ่ า กั บ 
16.746±0.019 ย ู น ิ ต / ม ิ ล ล ิ ก ร ั ม / น าท ี  จ ึ ง น ำม า
เปรียบเทียบกับวิธีการทางเคมี พบว่าการผลิตไคโตซาน  
ที่ย่อยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์มีค่าการกำจัดหมู่อะซิทิล 
การละลายน้ำ ร้อยละผลผลิตของไคโตซาน และค่า pH 
มากกว่าวิธีการแยกด้วยเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากแหล่งขยะ
เปลือกกุ ้ง เมื ่อนำเชื ้อที ่สามารถแยกได้ไปวิเคราะห์
ลักษณะสัณฐานวิทยาพบว่า ไอโซเลท NC-04 มีลักษณะ
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ส ัณฐานว ิทยาตรงก ับ  Acinetobacter baumannii           
ร้อยละ 99 อย่างไรก็ตามวิธีการคัดแยกและคัดเลือก
แบคทีเรียในการสกัดไคโตซานจากเปลือกกุ้งยังคงต้อง 
มีการพัฒนาในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 
คำสำคัญ:  ไคโตซาน  ไคติน  แบคทีเรีย  การคัดแยก  
               เปลือกกุ้ง 
 

คำนำ 
 

ปัจจุบันกระแสความตื่นตัวในด้านการอนุรักษ์
สิ่งแวดล้อมมีมากขึ้น ส่งผลให้อุตสาหกรรมต่าง ๆ นิยมใช้
สารตั้งต้นหรือวัตถุดิบทางชีวภาพมากยิ่งขึ้น เช่นเดียวกับ
ในอุตสาหกรรมการผลิตปุ๋ยไคโตซานที่นิยมนำวัตถุดิบ 
ทางชีวภาพ เช่น แกนหมึก หรือเปลือกกุ้งมาใช้ในการผลิต 
ซึ ่งไคโตซานเป็นสารอนุพันธ ์ไคตินที ่ เป ็นพอลิเมอร์     
ธรรมชาติจัดอยู ่ในกลุ ่มคาร์โบไฮเดรตที ่ประกอบด้วย
อนุพันธ์เอ็น- อะซิทิลกลูโคซามีน (N-acetylglucosamine) 
และเมื่อทำการกำจัดหมู่อะซิทิลของไคตินแล้วได้พอลิเมอร์
เรียกว่าไคโตซาน (Patil and Paknikar, 2000) การนำ
แกนหมึกหรือเปลือกกุ ้งมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิต      
ไคโตซานนับว่าเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่ช่วยลดปัญหามลภาวะ
สิ่งแวดล้อมในการกำจัดของเสียในอุตสาหกรรมอาหาร
ทะเล และยังช่วยเพิ่มมูลค่าของผลิตภัณฑ์ไม่ว่าจะเป็น     
ในรูปของไคตินหรือไคโตซาน อย่างไรก็ตามคุณภาพและ
มาตรฐานของการผลิตไคโตซานในการผลิตทางเคมียังคง
เป็นปัญหาในด้านการกำหนดมาตรฐานความปลอดภัย 
เนื่องจากการใช้สารเคมีในการผลิตมีการใช้ทั้งกรดแก่และ
ด่างแก่ในการสกัดจึงทำให้มีผลเสียต่อสิ ่งแวดล้อม  
และไคโตซานที่ผลิตด้วยวิธีการทางเคมีนั้นอาจมีคุณภาพ
ไม่สม่ำเสมอ และไม่สามารถขึ้นทะเบียนสินค้าอินทรีย์ได้ 
จากกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของไคตินให้เป็น 
ไคโตซานนั้น อาศัยกรดแก่และเบสแก่ที่อุณหภูมิสูง ซึ่ง 
 

กรดแก่ทําหน้าที่ดึงโปรตีนออกจากไคตินเพื่อกําจัด  
หมู่อะซิทิล (Deacetylation) จึงได้สารไคโตซาน ปัจจุบัน
จึงนำเอาวิธีการทางชีวภาพมาใช้ โดยอาศัยแบคทีเรีย  
ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสในการช่วยดึงหมู่อะซิทิล 
และมีบทบาทในการย่อยสลายสายโพลีเมอร์ของไคติน
เพื่อช่วยในการผลิตไคโตซานได้ ซึ่งพบว่า Chatdumrong 
(1996) สามารถคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตเอนไซม์ไคติเนสในการย่อย  สลายสายโพลีเมอร์ของ
ไคติน ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยก
และคัดเลือกแบคทีเรีย และประสิทธิภาพของแบคทีเรีย 
ที่สามารถสกัดไคโตซาน เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การสกัดไคโตซานระหว่างกระบวนการทางเคมีและทาง
ชีวภาพ ทั้งนี้เพื่อเป็นอีกหนึ่งแนวทางที่สามารถเพิ่มมลูค่า
ของขยะเปลือกกุ้ ง  และยังเป็นการนำเอาของเสีย  
ในอุตสาหกรรมมาใช้ประโยชน์ เพื่อให้การผลิตไคโตซาน
ด้วยวิธีทางชีวภาพได้มีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสกัดไคโตซานจาก
ขยะเปลือกกุ้ง 
การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสกัดไคโตซาน 

นำตัวอย่างปุ๋ยน้ำไคโตซาน (PC) และน้ำหมัก   
ไคโตซานจากเปลือกกุ้ง (NC) จากบริษัทซีอาร์-วัน  ไบโอพลัส 
จำกัด อำเภอร้องกวาง และน้ำหมักไคโตซานจากขยะ
เปลือกกุ้งจากร้านหมูกระทะเวธนีบาร์บิคิว (SC) อำเภอ
ร้องกวาง จังหวัดแพร่ มาทำการเจือจางลำดับส่วนด้วย 
น้ำกลั ่นที ่ผ่านการฆ่าเชื ้อแล้วที่  10-3, 10-4 และ 10-5       
จากนั้นปิเปตสารละลายในแต่ละความเจือจาง 0.1 มล. 
แล้วเกลี่ย (Spread plate) ลงบนอาหาร Nutrient agar 
(NA) บ่มที่อุณหภูมิ 30°ซ. เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เลือกเก็บ
โคโลนีเชื้อแบคทีเรียมาทำให้บริสุทธิ์ (Streak plate) บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ NA   
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การทดสอบเชื้อในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ
ในอาหารแข็งโดยวิธี Combined disc 

นำเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA 
มาทดสอบกับอาหารเลี ้ยงเชื ้อ Chitin selective agar 
โดยใช้ Loop แตะเชื้อแบคทีเรีย อายุ 72 ชั่วโมง วางลง
ในจานอาหารเลี้ยงเชื ้อ Chitin selective agar โดยวาง
ห่างจากขอบจาน 2 ซม. วางให้ได้ 1-2 ตำแหน่ง ในหนึ่ง
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ปรับค่า pH 6.0 บ่มที่อุณหภูมิ 40 °ซ. 
เป ็นเวลา 48 ช ั ่วโมง ทำการทดลอง 3 ซ ้ำ ทำการ
ตรวจสอบการทำงานของเชื้อแบคทีเรียจากวงใสที่เกิดขึ้น
และวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใส (Gomez et al., 2004) 
การทดสอบการย ่อยไคต ินในอาหารเหลวโดยใช้
แบคทีเรียที่คัดแยกได้  

ทำการเล ี ้ยงเช ื ้อแบคทีเร ียบนอาหารเหลว 
Nutrient broth (NB) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บ่มที่อุณหภูมิ                  
30°ซ. จากนั้นนำเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลว NB 
ปริมาตร 10 มล. ถ่ายลงในฟลาสก์ขนาด 250 มล. ซึ่งมี
อาหาร Minimal medium (MMCT) โดยวิธีของ Souze 
et al. (2009) ปริมาตร 90 มล. วางบนเครื่องเขย่าผสม
สารความเร็ว 150 รอบ บ่มที ่อุณหภูมิ  35°ซ. เป็น
เวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างทุก ๆ 24 ชั่วโมง มาทดสอบ 
โดยนำตัวอย่างส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 
4°ซ. ผสมสารละลาย Dipotassiumtetraborate ความ
เข้มข้น ร้อยละ 0.8 ปริมาตร 0.1 มล. ต้มในน้ำเดือด
เป็นเวลา  3 นาที แล้วทำให้เย็นทันที เติมส า ร ล ะ ล า ย   
p-Dimethylaminobenzaldehyde ปริมาตร 3 มล.
(สารละลายสีเหลือง) บ่มที ่ 37°ซ. เป็นเวลา 20 นาที 
(สารละลายสีม่วงแดง) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื ่น 585 นาโนเมตร ภายในเวลา 10 นาที เทียบกับ
กราฟมาตรฐาน N-acetyl-D-glucosamine และคำนวณ
ตามสูตรกิจกรรมของเอนไซม์ (Brzezinska and Donderski, 
2001) 
 
 

การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา  
การศ ึกษาล ักษณะส ัณฐานภายนอกและ

คุณสมบัติเฉพาะของโครงสร้างของเชื้อแบคทีเรีย เช่น สี 
โครงสร้าง ขนาด และรูปร่าง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์     
โดยทำการย้อมสีแกรม 
การระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 

นำแบคทีเร ียที ่ม ีความจำเพาะของกิจกรรม
เอนไซม์สูงสุด มาทำการระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วย
วิธีทางอณูชีววิทยา โดยวิธี Sanger sequencing โดยการ
สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย และทำการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอ 
(DNA) ของยีนตำแหน่ง 16S rRNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่  
โพลิเมอร์เรส (PCR) ไพรเมอร์ที่ใช้ คือ 27F: 5’-AGA GTT 
TGA TCM TGG CTC AG-3’; 1429R: 5’-TAC GGY TAC 
CTT GTT ACG ACT T-3’; 785F: 5’-GGA TTA GAT 
ACC CTG GTA-3’; 970R: 5’-CCG TCA ATT CMT TTR 
AGT TT-3’ หลังจากทำปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิ เมอร์เรส 
ได้ทำการตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเล็กโทร
โฟรีซิส (Gel electrophoresis) (Tomee et al., 1997) 
ตรวจสอบการเรืองแสงของดีเอ็นเอโดยการย้อมด้วย 
Ethidium bromide ส่องภายใต้รังสี UV ตรวจสอบขนาด
ของยีนโดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด        
1 kb+ (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder) แ ล ะส่ ง
ต ัวอย ่างไปว ิ เคราะห ์หาลำด ับเบสของช ิ ้นส ่วนยีน                  
ท ี ่ ประมวลผลรห ัส 16s rRNA gene โดยว ิ ธ ี  Direct 
sequencing (Macrogen Inc., Korea) 
การเปรียบเทียบไคโตซานที่สกัดด้วยกระบวนการ 
ทางเคมีและทางชีวภาพ  

โดยแบ่งเป็น 3 ตัวอย่างที่จะทำการเปรยีบเทียบ 
ได้แก่ A) ไคโตซานที่สกัดด้วยกระบวนการทางเคมี โดย
สกัดด้วย NaOH  B) ไคโตซานที่สกัดด้วยกระบวนการ 
ทางชีวภาพ โดยการใช้เชื้อที่ทำการคัดแยกได้ในการสกัด 
C) ปุ ๋ยน้ำไคโตซานที ่ทำการผลิตจากบริษัทซีอาร์-ว ั น        
ไบโอพลัส จำกัด 
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การเตรียมตัวอย่างไคโตซานด้วยกระบวนการทางเคมี 
และทางชีวภาพ 

A) ทางเคมี โดยนำเปลือกกุ้งที่เป็นขยะเหลือทิ้ง
จากร้านหมูกะทะ เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
เข้มข้นร้อยละ 50 (มวล/ปริมาตร) โดยใช้อัตราส่วน 1 ต่อ 
100 กวนตลอดเวลาที ่อ ุณหภูม ิ 100°ซ. และเปลี ่ยน
สารละลายใหม่ทุก ๆ 1 ชั่วโมง จนครบ 2 ชั่วโมง จากนั้น
กรองเอาส่วนเหลวออก และล้าง NaOH ด้วยน้ำกลั่น โดย
การเติมน้ำกลั่นลงในภาชนะที่มีเปลือกกุ้งที่ผ่านการกรอง
เอา NaOH ออกแล้ว และคนผสมกัน แล้วกรองน้ำกลั่น
ออก ทำซ้ำ 2-3 ครั้ง แล้วจึงนำเปลือกกุ้งที่ผ่านขั้นตอน
ดังกล ่าวแล ้วอบแห้งท ี ่  60°ซ. เป ็นเวลา 24 ช ั ่วโมง 
(Pensiri, 2011)  

B) ทางชีวภาพ นำเปลือกกุ้งที่เป็นขยะเหลือทิ้ง
จากร้านหมูกะทะหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อ MMCT ร่วมกับ
แบคทีเรียที่แยกได้ บ่มที่อุณหภูมิ 45°ซ. เป็นเวลา 3 วัน
จากนั้นกรองเอา NaOH ออก และล้างด้วยน้ำกลั่น 2-3 
ครั้ง แล้วจึงนำไปอบแห้งที่ 60°ซ. เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
(Chatdamrong, 1996) 

C) ปุ๋ยน้ำไคโตซานที่ทำการผลิตจากบริษัท  
ซีอาร์-วัน ไบโอพลัส จำกัด ทำการเปรียบเทียบระหว่าง
วิธีการย่อยด้วยเชื้อแบคทีเรียว่ามีประสิทธิภาพการย่อยได้
ดีกว่าการย่อยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ โดยทำการศึกษา
สภาวะในการผลิตไคโตซานของการย่อยด้วยโซเดียม   
ไฮดรอกไซด์ มีอิทธิพลต่อร้อยละการกำจัดหมู ่อะซิทิล    
ร้อยละการละลายน้ำ ร้อยละผลผลิตของไคโตซาน และค่า pH 
 
ร้อยละการกำจัดหมู่อะซิติล 
 
 
 

โดย A ค ือ ความเข ้มข ้นของ N-acetyl-D-
glucosamine ของไคโตซาน วัดได้ (กรัม/ลิตร) หารด้วย 204 

 
  

                  W  คือ น้ำหนักตัวอย่างไคโตซาน (กรัม)  
                            ใน 100 มล. 
                  204 คือ น้ำหนักโมเลกุลของ N-acetyl-D- 
                                glucosamin 
                    161 คือ น้ำหนักโมเลกุลของ D-glucosamine 
 
ร้อยละการละลายน้ำ  

 
 

โดย A คือ น้ำหนักไคโตซานเร่ิมต้น  
             B คือ น้ำหนักไคโตซานคงเหลือ 
 
ร้อยละผลผลิตของไคโตซาน 
 
 
 
การวางแผนการทดลองและการวิเคราะห์สถิติ 

วางแผนการทดลองแบบสุ ่มสมบูรณ์ ทดสอบ
ข้อมูลทางสถิติแบบ F-test เพื ่อเปรียบเทียบค่าความ
แตกต่างด้วย One-way ANOVA และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี ่ยด้วยวิธ ี DMRT (Duncan’s New 
Multiple Range Test) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
                                                    

ผลการวิจัย 
 

ผลการคัดแยกเชื ้อแบคที เรียจากแหล่งของเสีย    
ในจังหวัดแพร่ 
 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NA ด้วย
เทคน ิค  Spread plate ท ี ่ อ ุณหภ ูม ิ  37°ซ .  พบการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถคัดแยกได้ทั้งหมด 
39 ไอโซเลท แบ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากปุ๋ยน้ำ  
ไคโตซาน 11 ไอโซเลท น้ำหมักไคโตซานจากเปลือกกุ้ง 
12 ไอโซเลท และน้ำหมักขยะเปลือกกุ ้งจากร้านหมู
กระทะ 15 ไอโซเลท (Figure 1) 
 

ร้อยละการกำจัดหมู่อะซิติล  =  [𝟏 − (
𝐀

(
(𝟏𝟎𝐱𝐰)−(𝟐𝟎𝟒𝐀

𝟏𝟔𝟏
)+𝐀

)]  𝐱 𝟏𝟎𝟎 

 

ร้อยละการละลายน้ำ (W/W)  =   
(𝐀−𝐁)

𝐀
𝐱 𝟏𝟎𝟎 

 

ร้อยละผลผลิตของไคโตซาน  =   
น้ำหนักไคโตซานหลังอบ
น้ำหนักเปลือกกุ้งเริ่มต้น
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Figure 1  Colony characteristics of bacteria isolated from chitosan liquid fertilizer; PC (a) chitosan  

             fermented broth from shrimp shells; NC (b) and chitosan fermented broth from shrimp  

              shells waste of pork pan shop; SC (c) on nutrient agar medium 

 

ผลการทดสอบเชื้อในการสร้างเอนไซม์ไคติเนส  
โดยวิธี Combined disc 
 การตรวจสอบการทำงานของเอนไซม์จากวงใส 
ที่ปรากฏ และวัดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสในการคัดแยกเชื้อ
แบคทีเรียจากปุ๋ยน้ำไคโตซาน น้ำหมักไคโตซานจาก

เปลือกกุ้ง และน้ำหมักไคโตซานขยะเปลือกกุ้งจากร้านหมู
กระทะ สามารถสร้างวงใสและวัดความยาวเส้นผ่าศูนย์กลาง 
และพบว่า เชื้อแบคทีเรียมีการเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 40°ซ. 
pH 6.0 

 

Table 1  The ratio of clear colony diameter (CZ) to colony diameter (CS) from bacterial activity  
             in digestion of chitin selective agar medium 
 

Source Number of isolates Isolates CZ/CS 

Chitosan liquid fertilizer (PC) 5 PC-05 1.143±0.021e 

PC-08 1.645±0.148a 

PC-09 1.470±0.000b 

PC-10 1.425±0.035c 

F-test= ns PC-11 1.290±0.056d 

 

 

 

 

 



Journal of Agri. Research & Extension 40(1): 104-115 

109 

Table 1   (Continued) 
 

Source Number of isolates Isolates CZ/CS 

Chitosan fermented broth from 

shrimp shells (NC) 

6 NC-02 1.040±0.184e 

NC-03 1.220±0.056b 

NC-04 1.410±0.056a 

NC-05 1.290±0.056b 

NC-07 1.250±0.001c 

F-test= ns NC-10 1.150±0.014d 

Chitosan fermented broth from 

shrimp shells waste of pork pan shop 

(SC) 

4 SC-01 1.250±0.028c 

SC-08 1.405±0.063a 

SC-10 1.310±0.014b 

F-test= ns SC-13 1.145±0.035d 
 

Mean ± standard deviation; ns = There was no significant difference at the level of confidence (p≤0.05).  

The mean values indicated by different characters were statistically different from the DMRT methods. 

 

ผลของค่ากิจกรรมเอนไซม์จากแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์
ไคติเนสสกัดหยาบในอาหารเหลว 

จากผลการแยกแบคทีเรียในอาหารเหลว โดยนำ
จุลินทรีย์จำนวน 3 ไอโซเลท ที ่ม ีอัตราส่วนระหว่าง
เส้นผ่าศูนย์กลางวงใสรอบโคโลนีต่อเส้นผ่าศูนย์กลาง
โคโลนีที่ดีที่สุดของแต่ละแหล่งตัวอย่าง ซึ่งคัดเลือกจาก
การทำงานของเช ื ้อแบคทีเร ียในการย่อยบน Chitin 

selective agar แล้วนำมาทดสอบในอาหารเล ี ้ยงเชื้อ 
MMCT พบว่าส ีของอาหารมีความใสขึ ้นเม ื ่อทำการ
เปรียบเทียบกับตัวอย่างในช่วงเวลาเริ่มต้น แสดงให้เห็น
ว่าเชื้อแบคทีเรียมีการย่อย Colloidal chitin ที่เป็นแหล่ง
คาร์บอนของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ MMCT ในการวิเคราะห์
กิจกรรมเอนไซม์ 
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Figure 2   Enzyme activity from bacteria producing chitinase crude extract from liquid chitosan  
              fertilizer (a), chitosan fermentation broth from shrimp shell (b) and shrimp shell waste   
               fermentation waste from pork pan shop (c) in MMCT medium 
 

 
Figure 3   Effect of enzyme activity values from crude extracted chitinase bacteria in MMCT liquid  

               medium  
     Mark red, gray and blue indicate the NC-04, SC-08 and PC-08 isolate enzyme activity, respectively.   

 

จาก Figure 3 เห็นได้ว ่า การทำงานของเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื ้อ MMCT ของจุลินทรีย์ที่ 
คัดแยกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท โดยวิเคราะห์จากการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 610 นาโนเมตร เป็นเวลา 15 
วัน ทำการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง พบว่าเชื้อแบคทีเรีย
จากน้ำหมักไคโตซานจากเปลือกกุ้ง ไอโซเลท NC-04 ให้
ค ่ า ก ิ จกรรม เอน ไซม ์ ด ี ท ี ่ ส ุ ด ในว ันท ี ่  9  เท ่ ากับ 
16.746±0.0197 ยูนิต/มิลลิกรัม/นาที เชื้อแบคทีเรยีที่ได้ 
 

จากปุ ๋ยน้ำไคโตซาน ไอโซเลท SC-08 ให้ค่ากิจกรรม
เอนไซม์ดีที่สุดในวันที่ 9 เท่ากับ 13.173±0.098 ยูนิต/
มิลลิกรัม/นาที และเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากน้ำหมักขยะ
เปลือกกุ ้งจากร้านหมูกระทะไอโซเลท PC-08 ให้ค่า
กิจกรรมเอนไซม์ดีที่สุดในวันที่ 8 เท่ากับ 11.493±0.003 
ยูนิต/มิลลิกรัม/นาที ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติ 
พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p≤0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบการทำงานของกิจกรรมในแต่ละไอโซเลท 
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ผลของลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่แยกได้ 
 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกและ
คุณสมบัติเฉพาะของโครงสร้างของเชื้อแบคทีเรีย เช่น สี 
โครงสร้าง ขนาด และรูปร่าง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดย
วิธีการย้อมสีแกรม จากลักษณะลักษณะสัณฐานวิทยาของ

แบคทีเรียที่แยกได้จากไอโซเลท NC-04 พบว่าแบคทีเรีย
จากไอเลท NC-04 มีลักษณะรูปร่างเป็นท่อน ย้อมติด 
สีแดงซึ ่งเป็นสีของ Safranin เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
( Gram-negative bacteria) ก า ร จ ำ แ น ก ช น ิ ด ข อ ง
จุลินทรีย์ (Figure 4) 

 
 

Figure 4   Isolation results of bacteria isolated from NC-04 isolates 
 

 
 

Figure 5  Phyrogenetic tree chart bacteriological classification of bacteria isolated from NC-04 isolates 
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การจำแนกชนิดของจุล ินทรีย ์ โดยคัดเล ือก
จุลินทรีย์ที่มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด มาสกัด DNA สำหรับ
เป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณ DNA ของเชื้อในส่วน 16s 
rDNA ที่ได้มาตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอภายใต้สนามไฟฟ้า
โดยผ่านตัวกลางชนิดวุ ้น (Agarose gel electrophoresis)  
ด ้ วยเทคน ิค PCR (Polymerase chain reaction) โดยใช้  
Primer คือ 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') กับ 
1 5 2 2 R (5 '- AAGGAGGTGAT CCRCCGCA-3 ') นำ PCR 
Product ที่ได้ มาตรวจสอบขนาดของดีเอ ็นเอภายใต้
สนามไฟฟ้าโดยผ่านตัวกลางชนิดวุ ้น จากนั ้นนำ PCR 
product ของชิ้นส่วน 16S rRNA ที่ได้มาทำให้บริสุทธิ์
ด ้ วย  GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit และ
นำดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์มาวิเคราะห์หาลำดับเบสในส่วนของ
ยีน 16S rRNA พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ของจุลินทรีย์รหัส 

NC-04 มีความคล ้ ายคล ึ งก ับ เช ื ้ อ  Acinetobacter 
baumannii ร ้อยละ 99 ซ ึ ่ง Acinetobacter baumannii   
มีลักษณะโคโลนีเป็นสีขาวขุ่นมันวาว เป็นแบคทีเรียแกรม
ลบมีลักษณะเป็นท่อนสั้น ๆ เรียงต่อกัน (Figure 4 and 5) 
 
ผลการเปรียบเทียบการสกัดไคโตซานด้วยวิธีการแยก
เชื้อแบคทีเรียกับวิธีการทางเคมี 

การเปรียบเทียบกระบวนการสกัดทางชีวภาพ       
ที ่อาศัยเชื ้อแบคทีเรียที ่ค ัดแยกได้จากแหล่งน้ำหมัก        
ไคโตซาน (B) กับกระบวนการทางเคมีที ่สกัดด้วยโซเดียม   
ไฮดรอกไซด์ (A) และปุ ๋ยน้ำไคโตซานที่ทำการผลิตจาก
บริษัท ซีอาร์-วัน ไบโอพลัส จำกัด (C) โดยเปรียบเทียบ
ระหว่างค่าร้อยละการกำจัดหมู่อะซิทลิ ร้อยละการละลายน้ำ 
ร้อยละผลผลิตของไคโตซาน กิจกรรมเอนไซม์ และค่า pH  

 

Table 2   Comparison of biological processes with bacteria and separated chemical processes  

               using sodium hydroxide digestion method 
 

Method Condition Acetic 
group 

Removal 

Water 
solubility 

(W/W) 

Percentage 
of yield 
(%W/W) 

Enzyme 
activity 

(mU/mg/min) 

pH 

A Control (NaOH) 0.997±0.000 35.592±1.166a 3.974±0.001 0.032±0.005d 4.6 

B A. baumannii (NC-04) 0.957±0.208   6.426±3.545c 3.962±0.002 0.043±0.017a 3.7 
C Chitosan liquid 

fertilizer 
0.987±0.125 16.961±1.130b  3.963±0.001 0.028±0.001c 4.7 

  F-test ns * ns *  
 

Mean ± standard deviation; * = There was no significant difference at the level of confidence (p≤0.05).  
The mean values indicated by different characters were statistically different from the DMRT methods. 
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ผลการว ิ เคราะห ์ความแปรปรวนของการ
เปรียบเทียบกระบวนการทางชีวภาพด้วยวิธีการแยกเชื้อ
แบคทีเรียกับกระบวนการทางเคมีด้วยวิธีการย่อยด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ และปุ๋ยน้ำไคโตซานเทพขจีออร์แกนิก  
จากบริษัท ซีอาร์-วัน ไบโอพลัส จำกัด (Table 2) ร้อยละ
การกำจัดหมู ่อะซิทิล ร ้อยละการละลายน้ำ ร ้อยละ
ผลผลิตของไคโตซาน กิจกรรมเอนไซม์ และ pH (p≤0.05) 
พบว่าร้อยละการกำจัดหมู ่อะซิติลสูงที่สุดในวิธีการใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์ เท่ากับ 0.997±0.000 รองลงมาเป็น
ปุ๋ยน้ำไคโตซานที่ทำการผลิตตามวิธีของบริษัทซีอาร์-วัน 
ไบโอพลัส จำกัด เท่ากับ 0.987±0.125 และวิธีการทาง
ชีวภาพ โดยใช้เชื้อไอโซเลท NC-04 ที่ให้ค่าเอนไซม์มาก
ที่สุดในการทดสอบในอาหารเหลว ซึ่งให้ค่าร้อยละการ
ก ำ จ ั ด หม ู ่ อ ะ ซิ ทิ ล  เ ท ่ า ก ั บ  0.9570±0.2081 เ มื่ อ
เปรียบเทียบทางสถิติพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี
น ัยสำคัญ (p≤0.05) ร้อยละการละลายน้ำสูงที่ส ุดใน
วิธีการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ เท่ากับ 35.592±1.166 
น้ำหนัก/น้ำหนัก รองลงมาเป็นวิธีของบริษัทซีอาร์–วัน   
ไบโอพลัส จำกัด เท่ากับ 16.961±1.130 น้ำหนัก/น้ำหนกั
และวิธีการทางชีวภาพ โดยใช้เชื้อไอโซเลท NC-04 ซึ่งให้
ค่าสภาวะร้อยละการละลายน้ำ เท่ากับ 6.426±3.545 
น้ำหนัก/น้ำหนัก เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติ พบว่ามีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p≤0.05) ร้อยละการผลิต
ของไคโตซานสูงที่สุดในวิธีการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์  
เท่ากับ 3.974±0.001 น้ำหนัก/น้ำหนัก รองลงมาเป็นวีธี
ของบร ิษ ัทซ ีอาร์-ว ัน  ไบ โอพล ัส  จำก ัด  เท ่ ากับ 
3.963±0.001 น้ำหนัก/น้ำหนัก และวิธีการทางชีวภาพ 
โดยใช้เชื้อไอโซเลท NC-04 ซึ่งให้ค่าร้อยละการผลิตของ
ไคโตซาน เท่ากับ 3.962±0.002 น้ำหนัก/น้ำหนัก เมื่อ
เปรียบเทียบทางสถิติพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี
น ัยสำคัญ (p≤0.05) สภาวะการทำงานของกิจกรรม
เอนไซม์วิธีการทางชีวภาพ โดยใช้เชื ้อไอโซเลท NC-04       
ที่ให้ค่าเอนไซม์มากที่สุดในการทดสอบในอาหารเหลว
เท่ากับ 0.043±0.608 ยูนิต/มิลลิกรัม/นาที มีค่า pH 
 

เท่ากับ 3.7 วิธีการใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์มีสภาวะของ
กิจกรรมเอนไซม์ เท่ากับ 0.032±0.301 ยูนิต/มิลลิกรัม/
นาที มีค่า pH เท่ากับ 4.6 และวิธีของบริษัทซีอาร์-วัน   
ไบโอพลัส จำกัด มีสภาวะของกิจกรรมเอนไซม์ เท่ากับ 
0.028±0.400 ยูนิต/มิลลิกรัม/นาที มีค่า pH เท่ากับ 4.7 
เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบว่ามีความแตกต่างกันอยา่งมี
นัยสำคัญ (p≤0.05) ซึ่งในกระบวนการทางเคมีด้วยวิธีการ
ย่อยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ และปุ๋ยน้ำไคโตซานเทพขจี
ออร์แกนิกจากบริษัทซีอาร์-วัน ไบโอพลัส จำกัด มีอิทธิพล
ต่อร้อยละการกำจัดหมู ่อะซิทิล ร้อยละการละลายน้ำ  
ร้อยละผลผลิตของไคโตซาน และ pH ที ่ใกล้เคียงกัน       
และมีอิทธิพลได้มากกว่ากระบวนการทางชีวภาพด้วย
วิธีการแยกเชื้อแบคทีเรียที ่ได้จากแหล่งขยะเปลื อกกุ้ง  
เม ื ่อเปรียบเทียบทางสถิต ิพบว่ามีความแตกต่างกัน        
อย่างมีนัยสำคัญ (p≤0.05)   
 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

การคัดแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียในการ
สกัดไคโตซาน พบเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด 39 ไอโซเลท  
จากปุ๋ยน้ำไคโตซาน (จากบริษัท ซีอาร์-วัน ไบโอพลัส 
จำกัด) 11 ไอโซเลท น้ำหมักไคโตซานจากเปลือกกุ้ง 
(บริษัท ซีอาร์-วัน ไบโอพลัส จำกัด) 12 ไอโซเลท และ 
น้ำหมักเปลือกกุ้งจากร้านหมูกระทะ (ร้านหมูกระทะเวธณี
บาร์บิคิว) 15 ไอโซเลท และนำมาทดสอบกับอาหารเลี้ยง
เชื้อ Chitin selective agar เพื่อทดสอบการทำงานของ
เชื้อแบคทีเรียจากวงใสที่เกิดขึ้นได้ทั้งหมด 15 ไอโซเลท 
ทำการวิเคราะห์จากค่าเฉลี่ยเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใส   
ดีที่สุดพบว่า สามารถคัดแยกแบคทีเรียได้ 3 ไอโซเลท  
ซึ ่ งพบว ่าในการใช ้เปล ือกกุ ้งมาทำการการคัดแยก
เช ื ้อจ ุล ินทร ีย ์ซ ึ ่ งเป ็นการใช ้ประโยชน ์จากของเสีย 
สอดคล ้องก ับการศ ึกษาของ Chatdamrong (1996)       
ที่สามารถแยกเชื้อจุลินทรีย์จากตัวอย่างดินแหล่งต่าง ๆ 
ได้เชื้อ 69 ไอโซเลท เชื้อแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไคติเนส  
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และสามารถสกัดไคโตซานโดยการย่อยไคตินบนอาหาร
แข็งและในอาหารเหลวได้ดีที ่ส ุดมี 3 ไอโซเลท ซึ ่งจัด
จำแนกเป็น Pseudomonas saccharophila, Bacillus sp. 
และ Serratia sp. ตามลำดับ การคัดเลือกเก็บโคโลนีเชื้อ
แบคทีเรียมาทำให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคการ Steak plate 
ลงบนอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 37°ซ.  

การศึกษาลักษณะการสกัดของแบคทีเรียในการ
สกัดไคโตซาน โดยทำการทดสอบในอาหารเหลว MMCT 
ผลการทดสอบพบว่าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท  
มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
และเมื่อทำการเปรียบเทียบค่าเฉลี ่ยของเชื้อจุลินทรีย์      
ในแหล่งตัวอย่างทั้ง 3 แหล่ง พบว่าเชื้อแบคทีเรียในน้ำหมัก
ไคโตซานจากเปลือกกุ ้ง (บริษัท ซีอาร์-วัน ไบโอพลัส 
จำกัด) รหัส NC-04 ให้ค่าเฉลี่ยในการย่อยไคตินได้ดีที่สุด 
และมีประสิทธิภาพในการสกัดไคโตซานได้ดีที ่ส ุด  ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาของ Jongjeen (2010) และทำ
การคัดแยกแบคทีเรียสกุล Bacillus spp. จากดินบริเวณ
ที่ทิ ้งขยะ เขตอำเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี ทำการ
ทดสอบการผลิตโปรติเอสและไคติเนสบนอาหารจำเพาะ
สูตร Chitin selective agar pH 6.0 บ่มที่อุณหภูมิ 45°ซ. 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบการทำงานของเอนไซม์  
จากวงใสที ่ปรากฏ ว ัดเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลางวงใส พบว่า        
Bacillus spp. สามารถเจริญได้ดี  

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดไคโตซาน
ระหว่างกระบวนการทางเคมีด้วยวิธีการย่อยด้วยโซเดียม    
ไฮดรอกไซด์และกระบวนการทางชีวภาพ พบว่าสภาวะในการ
ผลิตร้อยละการกำจัดหมู่อะซิทิล สภาวะของร้อยละการ
ละลายน้ำ สภาวะร้อยละการผลิตของไคโตซาน วิธีการ
ทางเคมีได้ผลดีกว่าวิธีการทางชีวภาพโดยใช้เชื้อแบคทีเรีย
รหัส NC-04 แต่การทดสอบด้วยเอนไซม์ในอาหารเหลว
ด้วยวิธีการทางชีวภาพ โดยใช้เชื้อแบคทีเรียรหัส NC-04 
สามารถให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์มากกว่า เมื่อเปรียบเทียบ
ทางสถิต ิพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีน ัยสำคัญ 
(p≤0.05) และเมื ่อทำการนำเชื ้อที ่สามารถแยกได้ไป 
 

วิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยาพบว่า เชื้อแบคทีเรียรหัส 
NC-04 มีลักษณะสัณฐานวิทยาตรงกับ Acinetobacter 
baumannii ซึ ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะของ
โคโลนีเป็นสีเหลืองอ่อน มีรูปทรงก้านสั้น  

 
สรุปผลการวิจัย 

 
การคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที ่สามารถ

สกัดไคโตซานจากขยะเปลือกกุ้ง พบจุลินทรีย์ที่คดัแยกได้                
จากน้ำหมักไคโตซานจากเปลือกกุ้งให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์
ดีที่สุด เท่ากับ 16.746±0.019 ยูนิต/มิลลิกรัม/นาที เมื่อ
นำมาเปรียบเทียบกับวิธีการทางเคมีพบว่า การผลิต   
ไคโตซานที่ย่อยด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ มีค่าการกำจัด
หมู่อะซิทิล การละลายน้ำ ร้อยละผลผลิตของไคโตซาน 
และค่า pH มากกว่าไอโซเลทที่คัดแยกได้จากแหล่งขยะ
เปลือกกุ้งอื ่นๆ (ปุ๋ยน้ำไคโตซาน น้ำหมักไคโตซานจาก
เปลือกกุ ้ง และน้ำหมักไคโตซานจากขยะเปลือกกุ้ง     
ร้าน หมูกระทะ) เมื่อนำไอโซเลทที่คัดแยกได้จากน้ำหมัก          
ไคโตซานจากเปลือกกุ้งไปวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวทิยา
พบว่ามีลักษณะสัณฐานวิทยาเป็นแบคทีเรียแกรมลบ        
มีลักษณะของโคโลนีเป็นสีเหลืองอ่อน มีรูปทรงก้านสั้น 
และเมื ่อระบุสายพันธุ ์ของแบคทีเรียด้วยวิธ ีทางอณู
ชีววิทยา โดยวิธี Sanger sequencing พบว่าไอโซเลท
ดังกล่าวตรงกบั Acinetobacter baumannii ร้อยละ 99 
อย่างไรก็ตามวิธีการคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียในการ
สกัดไคโตซานเพื่อเพิ่มมูลค่าของขยะเปลือกกุ้ง และยัง
เป็นการนำเอาของเสียในอุตสาหกรรมมาใช้ประโยชน์ตาม
หลัก BCG model เพื่อให้การผลิตไคโตซานด้วยวิธีทาง
ชีวภาพยังคงต้องมีการพัฒนาในระดับอุตสาหกรรมต่อไป  
 

กิตติกรรมประกาศ 
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จากร้านหมูกะทะเวธณีบาร์บีคิว ในอำเภอรองกวาง จังหวัดแพร่ 
ที่ให้ความอนุเคราะห์ในการทำการศึกษาในครั้งนี้ ทำให้
การวิจัยในครั้งนี้เสร็จสิ้นอย่างสมบูรณ์ 
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