
ผลการทดลอง

3.1 การผลตกรด เฮยาคูโรนกโดย Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 ในระดับขวดเขย่า

3.1.1 การเจริญของเชือ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 ในอาหารเตรียมหัวเช้ือ

นำ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 มาเลยงในอาหารเตรยมหัวเชือ 
ตามวิธีการทดลองในข้อ 2.4.1 และติดตามการเจริญเติบโต โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
660 นาโนเมตร ท่ีระยะเวลาต่างๆ ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.1 และรูปท่ี 3.1 พบว่า การ 
เจริญของ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 มระยะทวคูณ (log phase) อยู่ระหว่างช่วง 
เวลา 6 ถึง 10 ช่ัวโมง ดังน้ัน จะทำการทดลองต่อไป โดยแปรอายุของหัวเชื้อต้ังด้นเป็น 7, 8, 9 และ 10 
ช่ัวโมง เพ่ือหาอายุของหัว{ช้ือต้ังด้นท่ีเหมาะสม สำหรับการผลิตกรดไฮยาคูโรนิกในระดับขวดเขย่า 
และในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร ต่อไป

ตารางท่ี 3.1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร ท่ีระยะเวลาต่างๆ ของเช้ือ 
Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7

ช่ัวโมง ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร
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รูปท 3.1 แสดงลกษณะการเจรญของเชือ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 
ในอาหารเหลว BHI ที่อุณหฎมิ 37 องศาเซลเซียส

เวลา ( ช่ัวโมง )
NJÔJ



3.1.2 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมหัวเชื้อตั้งต้น

จากผลการทดลองในข้อ 3.1.1 ในรุปท่ี 3.1 พบว่า การเจริญฆองเชอ Streptococcus 
zooepidemicus สายพันธุ UN-7 มีระยะทวีคูณ (log phase) อยู่ระหว่างช่วงเวลา 6 ถึง 10 ช่ัวโมง จึง 
ทำการทดลอง หาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมหัวเชื้อตั้งต้น สำหรับ,ใช้ในการหมักเพอผลิต 
กรดไฮยาลูโรนิก โดยทำตามวิธีการทดลองในข้อ 2.4.1 และ 2.4.2 โดยแปรอายุของหัวเช้ือต้ังต้น 
เป็น 7, 8, 9 และ 10 ช่ัวโมง จากนั้นทำการหมักเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอย่าง 2 คร้ัง 
คือ ที่ระยะเวลาการหมัก 36 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นเวลาที่ไต้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุด (ทรงสักด 
พันธุวัฒนะสิงห์, 2540) และที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่างมา หาค่าน้ัาหนักเซลล์แห้ง 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนั้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ไต้ผลการทดลอง 
ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 พบว่า อายุของหัวเชื้อตั้งต้นเท่าลับ 7 ช่ัวโมง จะไต้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
ท่ีผลิตไต้สูงท่ีสุด คือ เท่าลับ 555 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาการหมัก 36 ช่ัวโมง และเพ่ิมเป็น 630 
มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง ดังน้ัน จึงเลือกใช้อายุของหัวเช้ือตั้งต้นเท่าลับ 7 
ช่ัวโมง สำหรับใช้ในการหมักเพื่อผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขย่า และในระดับลังหมัก 
ขนาด 5 ลิตร ต่อไป

3.1.3 การหาความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นที่เหมาะสม สำหรับการผลิตกรดไฮยาลูนิก

จากผลการทดลองในข้อ 3.1.2 ในตารางที่ 3.2 พบว่า อายุของหัวเชื้อตั้งต้น(ท่าลับ 
7 ช่ัวโมง จะไต้ปริมาณกรดไฮยาคูโรนิกที่ผลิตไต้สูงที่สุด ดังน้ันจึงเลือกใช้อายุของหัวเช้ือตั้งต้นเท่า 
ลับ 7 ช่ัวโมง สำหรับท่าการทดลองหาความเข้มขน้ของซูโครสเริ่มต้นท่ีเหมาะสม สำหรับการผลิต 
กรดไฮยาคูโรนิก เน่ืองจาก เม่ือพิจารณาแหล่งคาร์บอนคือ ซูโครส ในสูตรอาหาร สำหรับการผลิต 
กรดไฮยาคูโรนิกท่ีปรับปรุงโดย ทรงสักด พันธุวัฒนะสิงห์ ในปี 2540 ซึ่งใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมต้นเท่าลับ 3 กรัมต่อลิตร พบว่ากายหลังการหมักเป็นระยะเวลา 48 ช่ัวโมง ปริมาณน้ัา 
ตาลที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก มีปริมาณน้อย เนื่องจากเชือสามารถนำนำตาลไปใช้ สำหรับการ 
เจริญเติบโตของเซลล์ และการผลิตกรดไยยาคูโรนิกไต้หมด จึงท่าการทดลองหาความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมต้นท่ีเหมาะสม สำหรับการทแตกรดไฮยาคูโรนิกในระดับขวดเขย่า เพ่ือใช้เป็นข้อมูล 
สำหรับการผลิตกรดไฮยาคูโรนักในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยท่าการทดลองแปรความเข้มข้น 
ของซูโครสเร่ิมต้นเป็น 3, 5, 10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร ท่าการทดลองตามวิธีการในข้อ 2.4.1 และ
2.4.2 หาค่าน้ัาหนักเชลล์แห้ง ปริมาณก า ด ไฮยาคูโรนัก และปริมาณนั้าตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ภาย 
หลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช ั่น ้กง ไต้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 3.3 พบว่า การ 
ใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากัก 3 กรัมต่อลิตร จะไต้ปริมาณกรดไอยาคูโรนักที่ผลิตไต้เท่า
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กับ 345 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีคำใกล้เคียงกับปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้ เม่ือใช้ความเข้ม 
ข้นของฐโครสเริ่มต้นที่สูงกว่า คือ 5 และ 10 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีค่าเท่ากับ 325 และ 365 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร ตามลำดับ และเมื่อใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร จะไต้ปริมาณกรด 
ไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้สูงกว่า คือ เท่ากับ 395 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่าใกล้เคียงกับ เม่ือใช้ความเข้ม 
ข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร และเมื่อพิจารณาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภาย 
หลังการหมัก พบว่า การใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร จะมีปริมาณนาตาล 
ทังหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักน้อย คือ (ท่ากับ 0.34 กรัมต่อลิตร และการใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเริ่มต้นที่สูงกว่า คือ 5, 10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร จะมีปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดที่เหลืออยู่ภาย 
หลังการหมักเพิ่มมากขึ้น คือ เท่ากับ 1.81, 6.44, 10.31 และ 15.34 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ และเม่ือ 
พิจารณาปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้ต่อปริมาณนํ้าตาลที่ใช้ (Yp/s) ซ่ึงไต้เท่ากับ 129, 102, 
102, 84 และ 82 mg/g ตามลำดับ จะเห็นว่าการใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 3 กรัมต่อ 
ลิตร จะให้ประสิทธิภาพการผลิตสูงที่สุด ดังน้ัน จะทำการทดลองต่อไป โดยเลือกใช้ความเข้มข้น 
ของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร สำหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 
ลิตร ต่อไป
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ตารางท่ี 3.2 เปรียบเทียบ ค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณนาตาลท้ัง 
หมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ของ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 
โดยใช้อายุหัวเชื้อตั้งต้นเป็น 7, 8, 9 และ 10 ช่ัวโมง ท่ีระยะเวลาการหมัก 36 และ 48 ช่ัว 
โมง

ระยะ
เวลา

(ช่ัวโมง)

อายุ 
หัวเช้ือ 
ต้ังต้น 

(ช่ัวโมง)

flask น้ําหนัก 
เซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าเฉล่ียปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนัก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ค่าเฉล่ียปริมาณนาตาล 
ต้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)
7 1 0.45 555 -

2 0.44
8 1 0.44 405 -

36* 2 0.42
9 1 0.48 295 -

2 0.46
10 1 0.54 290 -

2 0.55
7 1 0.37 630 0.25

2 0.40
8 1 0.37 410 0.36

48 2 0.35
9 1 0.39 295 0.25

2 0.38
10 1 0.43 320 0.28

2 0.43

* ที่ระยะเวลาการหมัก 36 ช่ัวโมง ไม,ได้วิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลตั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก
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ตารางท่ี 3.3 เปรียบเทียบ ค่านำหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนำตาลทัง 
หมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ของเชือ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ 
UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเป็น 3, 5, 10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร 
ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง

ความเข้มข้น 
ของซูโครสเริ่มต้น 

(กรัมต่อลิตร)

flask นาหนักเชลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ค่าเฉล่ียปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนิก 

(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ค่าเฉลี่ยปริมาณนาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)
1 0.41

3 2 0.46 345 0.34
3 0.43
1 0.41

5 2 0.46 325 1.81
3 0.48
1 0.48

10 2 0.46 365 6.44
3 0.48
1 0.43

15 2 0.46 395 10.31
3 0.47
1 0.47

20 2 0.47 380 15.34
3 0.44



3.2 การผลิตกรดไฮยาลูโรนักโดย Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 ในระดับถัง 
หมักขนาด 5 ลิตร เพื่อศึกษาป้จจัยที่มีผลต่อนํ่าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก

จากผลการทดลองในข้อ 3.1.3 ในตารางที่ 3.3 พบว่า การใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 
เท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้ เท่ากับ 345 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีระยะ 
เวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง และมีค่าใกล้เคียงกับ การใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นที่สูงกว่าคือ 5, 
10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร และเมื่อพิจารณาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก พบ 
ว่า ที่ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 3 กรัมต่อลิตร จะมีปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ภายหลัง 
การหมักน้อย คือ เท่ากับ 0.34 กรัมต่อลิตร

ดังน้ัน จึงเลือกทำการทดลองการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับกังหมักขนาด 5 ลิตร โดย 
ใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร เพื่อหาค่านาหนักเชลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮ 
ยาลูโรนัก และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก สำหรับใช้เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นใน 
การศึกษาป้จจัยที่มีผลต'อนํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก ท่ีจะทำการทดสอบ ซ่ึงได้แก่ ความ 
เข้มข้นของซูโครสเร่ิมต้น ในช่วง 10 ถึง 20 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศในช่วง 1.0 ถึง 1.5 พ m 
ความเร็วรอบในการกวน ในช่วง 300 ถึง 500 รอบต่อนาที การเติมไลโซไซมัลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
ระหว่างการหมัก การเติมซูโครสลงในอาหารเล้ียงเชื้อระหว่างการหมัก และการเติมไลโซไซม์ร่วม 
กับซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก (Johns และคณะ, 1994; Kim และคณะ, 1996 และ 
Armstrong และ Johns, 1997) และทำการเก็บสารละลายกรดไฮยาลูโรนักที่ได้ไว้ สำหรับการ 
วิเคราะห์หานํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักต่อไป

3.2.1 การผลิตกรดไฮยาลูโรนักในระดับกังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมต้นเท่าลับ 3 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่าลับ 0.5 wm และ 
ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

ทำการทดลองตามวิธีการในข้อ 2.4.1 และ 2.4.3 โดยมีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัว 
โมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 6 ช่ัวโมง หาค่านํ้าหนักเชลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และ 
ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ภายหลังการหมัก ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 3.4 และ 
รูปท่ี 3.2 พบว่า การใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร จะได้ปริมาณกรดไฮยา 
ลูโรนักท่ีผลิตได้เท่ากับ 420 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลืออยู่ภายหลังการ 
หมักเท่ากับ 0.64 กรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมงท่ี 12 และปริมาณกรดไฮยาลูโรนักไม่!พื่มขึ้นจนส้ินสุดระยะ 
เวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง และเมื่อเทียบกับการผลิตกรดไฮยาลูโรนักในระดับขวดเขย่า ซ่ึงได้ปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนักท่ีผลิตได้เท่ากับ 345 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 จะเห็นได้ว่า การหมักใน
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ระดับถังหมักจะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักมากกว่าการหมักในระดับขวดเขย่า เมื่อใช้ความเข้มข้น 
ของซูโครสเริ่มด้น 3 กรัมต่อลิตร เท่าถัน เมื่องจากภาวะของการหมักในถังหมักเอื้อต่อการเจริญมาก 
กว่าโดยดูได้จากค,าน้ําหนักเซลล์แห้งที่มากกว่าและมีการให้อากาศที่ดีกว่า ทำให้เชื้อสามารถนำนํ้า 
ตาลไปใช้ได้หมดเร็วกว่าการหมักในระดับขวดเขย่า และเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพในการผลิตกรด 
ไฮยาลูโรนิก (Yp/s) พบว่า การหมักในระดับถังหมัก จุลินทรีย์จะมีประสิทธิภาพในการผลิตสูงกว่า 
การหมักในระดับขวดเขย่า เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มด้นเท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร เท่าถัน โดย 
จะผลิตกรดไฮยาลูโรนักได้ 192 mg/g ขณะที่การหมักในระดับขวดเขย่าจะผลิตได้ 129 mg/g เท่าน้ัน 

การทดลองน้ีไม่ได้นำสารละลายกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้มาหาค่านั้าหนักโมเลกุล 
ของกรดไฮยาลูโรนัก เม่ืองจากกรดไฮยาลโรนักที่ผลิตได้มีปริมาณน้อย ดังน้ัน ในการทดลองข้ันต่อ 
ไป จะทำโดยเพิ่มความเข้มข้นของซูโครสเริ่มด้นเป็น 10 กรัมต่อลิตร และเพิ่มอัตราการให้อากาศ 
เป็น 1.0 พท1 เมื่องจากมีรายงานว่า การเพิ่มอัตราการให้อากาศจะมีผลทำให้ ปริมาณกรดไฮยาลูโร 
นักและนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักเพิ่มขึ้น (Johns และคณะ, 1994)

ตารางท่ี 3.4 ค่านั้าหนักเชลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณนั้าตาลทั้งหมดที่เหลือ 
อยู่ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เมื่อใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เร่ิมด้นเท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 0.5 w m  และความเร็วรอบใน 
การกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา
(ชั่วโมง)

ค่านั้าหนักเชลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณน้ัาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.03 55 3.21 6.96
6 0.17 180 2.83 6.96
12 0.70 420 0.64 6.97
18 0.36 410 0.15 6.97
24 0.34 390 0.14 6.97
30 0.41 420 0.13 7.00
36 0.43 420 0.15 7.01
42 0.61 450 0.14 7.07
48 0.69 430 0.18 7.73
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รูปที่ 3.2 แสดงการเจริญ แสะการผสิตกรดไอยา!)โรนิกของเชื้อ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 เมื่อใช้ความเข้มข้นของชุโครสเริ่มต้น 
เท่ากับ 3 กรัมต่อสิตร อัดราการให้อากาศเท่ากับ 0.5 พทา แสะความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที
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3.2.2 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ10กรัมต่อลิตรอัตราการให้อากาศเท่ากับ1.0 ™  และ 
ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

จากผลการทดลองในข้อ 3.2.1 ในรูปที่3 .2พบว่าความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 
เท่ากับ 3 กรัมต่อลิตรจะน้อยเกินไป สำหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนักในระดับกังหมักขนาด 5 ลิตร 
เนื่องจากสภาวะของการหมักในกังหมักเอื้อต่อการเจริญมากกว่า เชื้อจึงสามารถนำนํ้าตาลไปใช้
สำหรับการเจริญเติบโตของเซลล์และการผลิตกรดไฮยาลูโรนักหมดในช่วงระยะเวลาการหมัก ช่ัว 
โมงท่ี 6 ถึง ช่ัวโมงท่ี 12 ทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้ ซ่ึงเท่ากับ 420 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ี 
ช่ัวโมงท่ี 12 ไม่เพิ่มขึ้นจนสิ้นสุดระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง จึงทำการทดลองต่อไป โดยเพ่ิม 
ความเข้ม1ข้นของนํ้าตาลซูโครสเร่ิมต้นเป็น 10 กรัมต่อลิตร และเพิ่มอัตราการให้อากาศเป็น 1.0 w m  
เนื่องจากมีรายงานว่า การเพิ่มอัตราการให้อากาศจะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮยาถูโรนัก และน่ืาหนัก 
โมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น (Johns และคณะ, 1994) โดยมีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง 
เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณ 
นํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.5 และรูปท่ี 3.3 
พบว่า การเพิ่มความเข้มข้นของซูโครสเร่ิมต้นเป็น 10 กรัมต่อลิตร จะได้ปริมาณกรดไฮยาสูโรนักท่ี 
ผลิตไต้เพิ่มข้ึนเป็น 1,230 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ภายหลังการหมัก 
เท่ากับ 0.38 กรัมต่อลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 30 สำหรับการผลิตกรดไฮยาถูโรนักในระดับขวดเขย่าที่ความ 
เข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 10 กรัมต่อลิตรเท่ากัน จะไต้ปริมาณกรดไฮยาสูโรนักเท่ากับ 365 
มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมงท่ี 48 และมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนัก (Yp/s) เท่ากับ 125 
และ 102 mg/g ตามลำดับ จะเห็นว่า การหมักในระดับกังหมักจะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮ 
ยาลูโรนักสูงกว่าการหมักในระดับขวดเขย่า เนื่อใช้ความเข้มข้นของซูโครสเร่ิมต้น 10 กรัมต่อลิตร 
เท่ากัน

จากการนำสารละลายกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้มาหาค่านาหนักโมเลกุลของกรดไฮยา 
ลูโรนัก ตามวิธีการทดลองในข้อ 2.5.5.1 ไต้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.6 พบว่า ค่าท้ัา 
หนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้จะอยู่ในช่วง 0.72 ถึง 1.55 X 106 ดัลดัน
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ตารางท่ี 3.5 ค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเร่ิม 
ต้นเท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 พท1 และความเร็วรอบในการ 
กวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา
(ชั่วโมง)

ค,ไนาหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.03 100 10.25 6.96
3 0.25 130 10.03 6.96
6 0.53 185 9.96 6.96
9 0.23 315 8.07 6.96
12 0.36 485 6.40 6.95
18 0.70 760 3.54 6.96
21 0.42 1,045 2.25 6.95
24 0.57 1,105 1.22 6.95
27 0.28 1,160 1.22 6.96
30 0.39 1,230 0.38 6.96
33 0.38 1,190 0.38 6.97
36 0.41 1,160 0.16 6.98
39 0.34 1,165 0.16 6.98
42 0.48 1,165 0.13 6.99
45 0.50 1,215 0.32 6.99
48 0.49 1,200 0.25 7.00
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รูปที่ 3.3 แสดงการเจริญ แสะการผลิตกรดไสิขาสูโรนิกฃองเชื้อ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 เมื่อใช้ความเข้มข้นของธุ;โครสเริ่มต้น 
เท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาคเท่ากับ 1.0 w m  แสะความเร็วรอบในการกวนเปีน 300 รอบต่อนาที
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ตารางท่ี 3.6 ค่าทั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตโดย Streptococcuszooepidemiciis 
สายพันธุ UN-7 เมื่อใช้ความเข้มข้นของน้ําตาลซูโครสเร่ิมต้นเท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร 
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 พท1 และความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา (ชั่วโมง) ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก (คัลตัน)
18 1.07X 106
21 1.10 X  106
24 0.72 X  106
27 1.51 X  106
30 0.93 X  106
36 0.93 X  106
42 0.81 X  106
48 1.55X 106

3.2.3 การผลิตกรดไฮยาสูโรนักในระดับลังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศ 1.0 พท! และความเร็วรอบ 
ในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

จากผลการทดลองในข้อ 3.2.2 ในรูปท่ี 3.3 พบว่า การเพ่ิมความเข้มข้นของซูโครส 
เร่ิมต้นเป็น 10 กรัมต่อลิตร จะมีผลทำให้ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตได้ มีปริมาณเพ่ิมข้ึนเป็น 
1,230 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 30 ในระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง และเชื้อสามารถนำน้ําตาล 
ไปใช้สำหรับการเจริญเติบโตของเซลล์ และการผลิตกรดไฮยาถูโรนักไต้หมด ในช่วงระยะเวลาการ 
หมัก ช่ัวโมงท่ี 27 ถึง ชั่วโมงท่ี 30 จึงทำการทดลองต่อไป โดยเพ่ิมความเข้มข้นของซูโครสเร่ิมต้น 
เป็น 15 กรัมต่อลิตร โดยมีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค่า 
นาหนักเชลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณท้ัาตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ภายหลังการหมัก 
ไต้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.7 และรูปท่ี 3.4 พบว่า การเพ่ิมความเข้มข้นของซูโครสเร่ิม 
ต้นเป็น 15 กรัมต่อลิตร จะไต้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตไต้เพิ่มขึ้นเป็น 2,225 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และมีปริมาณทั้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 0.06 กรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 และ 
มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนัก (Yp/s) เท่ากับ 159 mg/g โดยมีค่าสูงกว่าการใช้ความ 
เข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนักเท่า 
กับ 125 mg/g เม่ือนำสารละลายกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้มาหาค่านาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนัก



35

การทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.8 พบว่า ค่านาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ได้จะอยู่ใน 
ช่วง 0.78 ถึง 1.44 X  106 ดัลดัน

ตารางท่ี 3.7 ค่านำหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ีเหลือ 
อยู่ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เริ่มต้นเท่าลับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 w m  และความเร็วรอบใน 
การกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา
(ชั่วโมง)

ค,าน้ําหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก 
(นัลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.04 100 14.08 6.98
3 0.06 120 13.37 6.96
6 0.05 205 12.99 6.96
9 0.05 530 11.44 6.96
12 0.05 950 9.26 6.96
15 0.07 1,165 7.46 6.96
18 0.07 1,375 7.14 6.96
21 0.06 1,500 6.94 6.96
24 0.08 1,670 6.75 6.95
27 0.13 1,735 4.82 6.95
30 0.16 1,790 3.02 6.94
33 0.20 2,195 1.25 6.90
36 0.35 2,080 0.06 6.98
39 0.50 2,235 0.03 7.23
42 0.57 2,275 0.06 7.36
48 0.68 2,225 0.06 7.94
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รูปที่ 3.4 แสดงการเจริญ แสะการผสิตกรดไสิขาสูโรนิกของเชื้อ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 เมอใช้ความเข้มข้นของๆ{โครสเริ่มต้น 

เท่ากับ 15 กรัมด่ออิดร อัตราการให้อากาคเท่ากับ 1.0 พ1ฑ แสะความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

— ปริ มาณกรดไฮยาลู โรนิก 
— ± —  นาหนักเซลล์แห้ง 
—■ — ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่

เวลา ( ชั่วโมง )
น )
O n



37

ตารางท่ี 3.8 ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตโดย Streptococcuszooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของนํ้าตาลซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร 
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 พท! และความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา (ช่ัวโมง) ค,านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาสูโรนัก (ดัลดัน)
18 0.83 X  106
21 0.81 X  106
24 0.85X 106
27 1.12 X  106
30 0.87X 106
36 0.78 X  106
42 0.78X 106
48 1.44X 106

3.2.4 การผลิตกรดไฮยาสูโรนักในระดับกังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมต้นเท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 w m  และ 
ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที
จากผลการทดลองในข้อ 3.2.3 ในรูปท่ี 3.4 พบว่า การเพิ่มความเข้มข้นของซูโครส 

เร่ิมต้นเป็น 15 กรัมต่อลิตร จะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตไต้ มีปริมาณเพ่ิมข้ึนเป็น 
2,225 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 48 ในระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง และเชื้อสามารถนำน้ําตาล 
ไปใช้สำหรับการเจริญเติบโตของเซลล์ และการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไต้หมด ในช่วงระยะเวลาการ 
หมัก ช่ัวโมงท่ี 33 ถึง ชั่วโมงท่ี 36 จึงทำการทดลองต่อไป โดยเพ่ิมความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 
เป็น 20 กรัมต่อลิตร โดยมีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค่า 
นาหนักเชลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก 
ไต้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.9 และรูปท่ี 3.5 พบว่า การเพ่ิมความเข้มข้นของซูโครสเริ่ม 
ต้นเป็น 20 กรัมต่อลิตร จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตได้ใกด้เคียงกับการใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร คือ มีค่าเท่ากับ 2,125 มิลลิกรัมต่อลิตรและมีปริมาณนํ้าตาลทัง 
หมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 2.64 กรัมต่อลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 48 และมีประสิทธิภาพในการ 
ผลิตกรดไฮยาถูโรนัก (Yp/s) เท่ากับ 119 mg/g ซึ่งมีค่าตํ่ากว่าการใช้ความเข้มข้นของซูโครสเร่ิมต้น 
เท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนักเท่ากับ 159 mg/g เม่ือนำสาร 
ละลายกรดไฮยาถูโรนักที่ไต้ มาหาค่านาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนัก ไต้ผลการทดลอง ดัง 
แสดงในตารางท่ี 3.10 พบว่า ค่านาหนักโนเกกุลของกรดไฮยาสูโรนักจะอยู่ในช่วง 0.60 ถึง 1.55 X
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และจากรูปท่ี 3.5 จะเห็นได้ว่า เชื้อไม่สามารถนำน้ําตาลไปใช้ได้หมด โดยมีปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ี 
เหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 2.64 กรัมต่อลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 48 ดังน้ัน จึงทำการทดลองต่อไป โดย 
เลือกใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มด้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร โดยมีความเร็วรอบในการกวนเท่า 
กับ 300 รอบต่อนาที และเพิ่มอัตราการให้อากาศเป็น 1.5 พ!ท เนื่องจากมีรายงานว่า การเพ่ิมอัตรา 
การให้อากาศจะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกและนํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่ม 
ข้ึน (Johns และคณะ, 1994)

ตารางท่ี 3.9 ค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ีเหลือ 
อยู่ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เมื่อใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เริ่มด้นเท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 พ!ท และความเร็วรอบใน 
การกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่านํ้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.02 120 20.44 6.96
3 0.02 150 19.41 6.96
6 0.03 200 16.59 6.96
9 0.03 325 16.01 6.96
12 0.05 650 14.27 6.95
15 0.05 895 13.24 6.95
18 0.12 1,160 10.41 6.95
21 0.17 1,360 10.16 6.95
24 0.28 1,620 9.26 6.95
27 0.29 1,715 8.36 6.95
30 0.33 1,835 6.94 6.95
33 0.35 1,995 5.75 6.96
36 0.42 1,720 4.95 6.96
39 0.53 2,145 4.88 6.96
42 0.54 1,995 4.11 6.96
45 0.77 2,125 3.63 6.95
48 0.77 2,125 2.64 6.96
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รูปที 3.5 แสดงการเจริญ แสะการผลิตกรดไสิขาสูโรนิกของเชือ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 เมื่อใช้ความเข้มข้นของชุโครสเริ่มต้น 
เท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 พทา แสะความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที
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ตารางท่ี 3.10 ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เมื่อใช้ความเข้มข้นของนํ้าตาลซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร 
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 wm และความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อ 
นาที

เวลา (ชั่วโมง) ค่าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก (ดัลตัน)
18 0.91 X  106
21 1.00 X  106
24 0.60X  106
27 0.74 X  106
30 1.07X 106
36 1.10 X  106
42 0.81 X  106
48 1.55 x10e

จากการเปรียบเทียบผลการทดลองในข้อ 3.2.2, 3.2.3 และ 3.2.4 พบว่า การเพ่ิม 
ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นจาก 10 กรัมต่อลิตร เป็น 15 กรัมต่อลิตร จะมีผลทำให้ 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้มี ปริมาณเพ่ิมขึ้นจาก 1,200 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 2,225 
มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 48 ส่วนการใช้ความเข้มข้นของซูโครสเร่ิมด้นเท่ากับ 20 กรัม 
ต่อลิตร จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตได้ใกล้เคียงกับการใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เร่ิมต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร คือ มีค่าเท่ากับ 2,125 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 เน่ือง 
จากการเพิ่มความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น จะเป็นการเพ่ิมสารอาหารแหล่งคาร์บอนซ่ึงจำ 
เป็นสำหรับการเจริญเติบโตของเซลล์และการผลิตกรดไฮยาลูโรนัก ดังน้ันเม่ือมีสารอาหาร 
เพ่ิมมากข้ึน เช้ือจึงสามารถผลิตกรดไฮยาลูโรนักได้ในปริมาณที่เพิ่มขึ้น ดังผลการทดลอง 
ในข้อ 3.2.2 และ 3.2.3 และจากผลการทดลองในข้อ 3.2.4 จะเห็นว่าการเพิ่มความเข้มข้น 
ของซูโครสเริ่มต้นจาก 15 กรัมต่อลิตร เป็น 20 กรัมต่อลิตร จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก 
ที่ผลิตได้ในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน เนื่องจากการใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มด้นท่ีสูง คือ 
เท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร จะทำให้เชื้อเจริญเติบโตได้ช้า เม่ือเปรียบเทียบกับการใช้ความเข้ม 
ข้นของซูโครสเริ่มต้นที่ตํ่ากว่า โดยสังเกตไดจ้ากค,าน้ัาหนักเซลล์แห้งท่ีชั่วโมงแรกๆ ของ 
การหมักจะน้อยกว่า และยังมีปริมาณนั้าตาลเหลืออยู่เล็กน้อยเม่ือส้ินสุดการหมัก และเม่ือ 
เปรียบเทียบค่านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮอาลูโรนักท ี่ได้จากการทดลองในข้อ 3.2.2,3.2.3 
และ 3.2.4 พบว่า มีค่าใกล้เคียงกัน คือ มีค่านั้าหนักโมเลกุลอยู่1ในช่วง 0.72 ถึง 1.55 X 106,
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0.78 ถึง 1.44 X  106 และ 0.60 ถึง 1.55 X  106 คัลตัน ตังน้ัน การเพิ่มความเข้มข้นของซูโครส 
เริ่มต้นน่าจะไม่มีผลต่อนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก แต่จะมีผลทำให้ปริมาณกรด 
ไฮยาลูโรนักที่ผลิตได้มีปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นท่ีเหมาะสม

3.2.5 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระตับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 wm  และ 
ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

จากผลการทดลองในข้อ 3.2.4 ในรูปท่ี 3.5 พบว่า การเพิ่มความเข้มข้นของซูโครส 
เร่ิมต้นเป็น 20 กรัมต่อลิตร จะไม่มีผลทำให้ ปริมาณกรดไฮยาถูโรนักท่ีผลิตได้มีปริมาณเพ่ิมขึ้น แต่ 
จะไต้ค่าใกล้เคียงกับ เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเป็น 15 กรัมต่อลิตร และเชื้อไม่สามารถ 
นำนั้าตาลไปใช้ สำหรับการเจริญเติบโตของเซลล์ และการผลิตกรดไฮยาลูโรนักได้หมด ตังน้ัน จึง 
ทำการทดลองต่อไป โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร และเพ่ิม 
อัตราการให้อากาศเป็น 1.5 w m  เนื่องจากมีรายงานว่า การเพิ่มอัตราการให้อากาศ จะมีผลทำให้ 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักเพิ่มขึ้น(Johns และคณะ, 1994) 
โดยมีระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค่านั้าหนักเชลล์แห้ง

"  ' “  ' 0* * น ั้น ั้1 1 '  ■ I '
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณนำตาลทังหมดทีเหลืออยู่ภายหลังการหมัก ไดผลการทดลอง 
ตังแสดงในตารางท่ี 3.11 และรูปท่ี 3.6 พบว่า การเพ่ิมอัตราการให้อากาศเป็น 1.5 wm  จะได้ปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตได้เพิ่มขึ้นเป็น 2,700 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณนำตาลทังหมดท่ีเหลือ 
อยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 0.90 กรัมต่อลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 48 และมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮ 
ยาลูโรนัก (Yp/s) เท่ากับ 185 mg/g โดยมีค่าสูงกว่าการใช้อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 w m  ซ๋ึงมี 
ประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนักเท่ากับ 159 mg/g

เม่ือนำสารละลายกรดไฮยาลูโรนักที่ได้มาหาค่านั้ไหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโร 
นัก ได้ผลการทดลอง ตังแสดงในตารางที่ 3.12 พบว่า ค,านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนักที่ได้ 
จะอยู่ในช่วง 0.81 ถึง 1.95 X  106 คัลตัน และจะทำการทดลองต่อไป โดยใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เร่ิมต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 wm  และเพิ่มความเร็วรอบในการกวน 
เป็น 400 รอบต่อนาที เนื่องจากมีรายงานว่า การเพ่ิมความเร็วรอบในการกวน จะมีผลทำให้ปริมาณ 
กรดไฮยาถูโรนัก และนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักเพิ่มขึ้น (Johns และคณะ, 1994)
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ตารางท่ี 3.11 ค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดที่เหลือ 
อยู่ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เมื่อใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เร่ิมต้นเท่าลับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 w m  และความเร็วรอบ 
ในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค,าน้ําหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

0 0.02 95 15.49 6.97
3 0.03 135 15.36 6.95
6 0.04 275 15.30 6.95
9 0.05 680 13.63 6.95
12 0.05 975 11.70 6.94
15 0.10 1,190 10.80 6.94
18 0.20 1,430 8.36 6.94
21 0.32 1,780 5.78 6.95
24 0.39 2,380 2.06 6.87
27 0.43 2,430 1.93 7.32
30 0.33 2,530 1.74 7.66
33 0.45 2,575 1.67 7.73
36 0.53 2,635 1.64 7.78
39 0.72 2,650 1.64 7.80
42 0.73 2,640 1.28 7.86
45 0.79 2,645 1.03 7.86
48 0.99 2,700 0.90 7.91
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รูปที่ 3.6 แสดงกใ'รเจริญ แอะการผลิตกรดไสีขาสูโรนิกของเชื้อ Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 เมื่อใช้ความเข้มข้นของ'รูโครสเริ่มต้น 

เท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท1 แสะความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาท่
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ตารางท่ี 3.12 ค่านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรพิกที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemiciis 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของนํ้าตาลซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร 
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 w m  และความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อ 
นาที

เวลา (ช่ัวโมง) ค,าน้ัาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาสูโรพิก (ดัลตัน)
15 1.38X 106
18 1.38X 106
21 0.91 X 106
27 0.81 X 106
30 1.95 X 106
36 0.85 X 106
42 1.58 X 106
48 1.74X 106

จากการเปรียบเทียบผลการทดลองในข้อ 3.2.3 และ 3.2.5 พบว่า การเพิ่มอัตราการ 
ให้อากาศจาก 1.0 w m  เป็น 1.5 w m  จะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้ มี 
ปริมาณเพิ่มขึ้นจาก 2,225 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 2,700 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 เน่ือง 
จากการเพิ่มอัตราการให้อากาศ จะเป็นการให้ออกซิเจนในปริมาณมากแก,แบคทีเรีย ซ่ึงจะ 
ทำให้แบคทีเรียมีการสร้างกรดไฮยาลูโรนิกที่เป็นแคปซูลเพิ่มขึ้น เพิ่อป้องกันอันตราย และ 
ความเป็นพิษจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่เซลล์สร้างขึ้นจากออกซิเจน (Cleary และ 
Larkin, 1979) นอกจากนี้ Johns และคณะ ในปี 1994 ได้รายงานว่า การเพิ่มอัตราการให้ 
อากาศจะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรพิกเพิ่ม 
ข้ึน ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบค,านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากการทดลองในข้อ
3.2.3 และ 3.2.5 พบว่า การใช้อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 wm จะได้กรดไฮยาลูโรพิกที่มี 
นี้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 0.78 ถึง 1.44 X 106 ดัลตัน ซึ่งมีค่าต่ํากว่าเล็กน้อย เม่ือเทียบกับ 
การใช้อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 w m  ซึ่งได้กรดไฮยาลูโรพิกที่มีนี้าหนักโมเลกุลอยู่ใน 
ช่วง 0.81 ถึง 1.95 X  106 ดัลตัน ดังน้ัน การเพิ่มอัตราการให้อากาศน่าจะมีผลทำให้การผลิต 
กรดไฮยาลูโรพิกและนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาคูโรพิกเพิ่มขึน
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3.2.6 การผลิตกรดไฮยาลูโรนักในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของ
ซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พ!ท และ 
ความเร็วรอบในการกวนเป็ใ! 400 รอบต่อนาที

จากผลการทดลองในข้อ 3.2.5 ในรูปท่ี 3.6 พบว่า การเพิ่มอัตราการให้อากาศเป็น
1.5 พท1 จะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้ มีปริมาณเพ่ิมข้ึนเป็น 2,700 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร ที่ชั่วโมงที่4 8 ในระยะเวลาการหมัก4 8 ชั่วโมงจึงทำการทดลองต่อไป โดยเลือกใช้ความเข้ม 
ข้นของนํ้าตาลซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร โดยมีอัตราการให้อากาศเป็น 1.5 พท1 และเพ่ิม 
ความเร็วรอบในการกวนเป็น 400 รอบต่อนาที เน่ืองจากมีรายงานว่า การเพ่ิมความเร็วรอบในการ 
กวน จะสามารถทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และน่ืาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น 
(Johns และคณะ, 1994) โดยมีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หา 
ค,านํ้าหนักเชลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ภายหลังการ 
หมัก ไต้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.13 และรูปท่ี 3.7 พบว่า การเพิ่มความเร็วรอบในการ 
กวนเป็น 400 รอบต่อนาที จะไต้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้ ใกล้เคียงกับเน่ือใช้ความเร็วรอบ 
ในการกวนเท่ากับ 300 รอบต่อนาที คือ มีค่าเท่าลับ 2,600 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณน้ําตาลท้ัง 
หมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 0.38 กรัมต่อลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 48 และมีประสิทธิภาพในการ 
ผลิตกรดไฮยาลูโรนัก (Yp/s) เท่ากับ 159 mg/g โดยมีค,าตํ่ากว่าการใช้ความเร็วรอบในการกวนเท่า 
กับ 300 รอบต่อนาที ซึ่งมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนักเท่ากับ 185 mg/g

เมื่อนำสารละลายกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้ มาหาค่าท้ัาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโร 
นักไต้ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่3.14พบว่าค่าฆํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้ 
จะอยู่ในช่วง 1.00 ถึง 2.34 X  106 ดัลตัน และจะทำการทดลองต่อไป โดยใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 wm และเพิ่มความเร็วรอบในการกวน 
เป็น 500รอบต่อนาที
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ตารางท่ี 3.13 ค'าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ีเหลือ 
อยู่ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท! และความเร็วรอบ 
ในการกวนเป็น 400 รอบต่อนาที

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค,านํ้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(บิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

0 0.03 110 16.71 6.96
3 0.03 150 15.43 6.96
6 0.18 270 15.36 6.96
9 0.39 635 12.92 6.96
12 0.52 1,415 8.10 6.86
15 0.66 1,900 3.98 6.88
18 0.53 2,050 1.93 6.97
24 0.61 2,200 1.67 8.23
27 0.29 2,390 1.54 8.58
30 0.27 2,430 1.48 8.74
33 0.60 2,450 1.41 8.82
36 0.55 2,515 1.28 8.82
39 0.62 2,500 1.22 8.82
42 1.07 2,510 1.22 8.84
45 0.87 2,600 0.64 8.89
48 0.77 2,600 0.38 8.92
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เท่ากับ 15 กรัมต่ออิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 w m  แอะความเร็วรอบในการกวนเปีน 400 รอบต่อนาที
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ตารางท่ี 3.14 ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยากูโรนิกที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใข้ความเข้มข้นของนํ้าตาลซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร 
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 will และความเร็วรอบในการกวนเป็น 400 รอบต่อ 
นาที

เวลา (ชั่วโมง) ค่า'นาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก (คัลตัน)
12 1.20X 106
15 2.34X 106
18 1.66X 106
24 2.34X 106
30 1.95 x10e
36 1.00 X 106
42 1.44X 106
48 1.74X 106
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3.2.7 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ความเข้มข้นของ
ซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท1 และ 
ความเร็วรอบในการกวนเป็น 500 รอบต่อนาที

จากผลการทดลองในข้อ 3.2.6 ในรูปท่ี 3.7 พบว่า การเพิ่มความเร็วรอบในการ 
กวนเป็น 400 รอบต่อนาที จะไม่มีผลต่อปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้ คือ จะไต้ค่าใกล้เคียงกับ 
การใช้ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที แต่จะมีผลทำให้เชื้อมีการผลิตกรดไฮยาลูโร 
นิกไต้เร็วขึ้นเมื่อเทียบกับการใช้ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาทีและเชื้อสามารถนำ 
ทั้าตาลไปใช้สำหรับการเจริญเติบโตของเชลล์และการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไต้หมดเร็วกว่าคือใน 
ช่วงระยะเวลาการหมัก ชั่วโมงท่ี 15 ถึง ช่ัวโมงท่ี 18 เม่ือเปรียบเทียบกับ การใช้ความเร็วรอบในการ 
กวนเป็น 300 รอบต่อนาที นํ้าตาลจะถูกใช้หมด ในช่วงระยะเวลาการหมัก ช่ัวโมงท่ี 24 ถึง ช่ัวโมงท่ี 
27 จึงทำการทดลองต่อไป โดยเพิ่มความเร็วรอบในการกวนเป็น 500 รอบต่อนาที โดยมีระยะเวลา 
การหมัก 48 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค่าท้ัาหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลู 
โรนัก และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ได้ผลการทคลอง ดังแสดงในตารางที่
3.15 และรูปท่ี 3.8 พบว่า การเพิ่มความเร็วรอบในการกวนเป็น 500 รอบต่อนาที จะไม่มีผลทำให้ 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตไต้มีปริมาณเพิ่มขึ้น คือ มีค่าเท่ากับ 2,160 มิลลิกรัมต่อลิตร และมี 
ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 1.48 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 48 และมี 
ประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนัก (Yp/s) เท่ากับ 149 rag/g โดยมีค,าตํ่ากว่าการใช้ความเร็ว 
รอบในการกวนเท่ากับ 300 และ 400 รอบต่อนาที ซึ่งมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาถูโรนัก 
เท่ากับ 185 และ 159 mg/g

เมื่อนำสารละลายกรดไฮยาถูโรนักที่ไต้มาหาค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโร 
นัก ไต้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.16 พบว่า ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้ 
จะอยู่ในช่วง 0.76 ถึง 1.82 X 106 ดัลดัน และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตไต้ กับ 
การใช้ความเร็วรอบในการกวนที่ตํ่ากว่า คือ 300 รอบต่อนาที ซึ่งไต้ปริมาณกรดไฮยาถูโรนักที่ผลิต 
ไต้มากกว่า คือ เท่ากับ 2,700 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังน้ัน จึงเลือกใช้สภาวะในการหมัก โดยใช้ความเข้ม 
ข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท1 และความเร็วรอบ 
ในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที สำหรับทำการทดสอบผลของไลโซไซม์ต่อการผลิตกรดไฮยาถูโร 
นักในระดับกังหมักขนาด 5 ลิตร ต่อไป
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ตารางที่ 3.15 ค่านาหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่
เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง เมื่อใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเริ่มต้นเท่าลับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท! และ 
ความเร็วรอบในการกวนเป็น 500 รอบต่อนาที

เวลา
(ชั่วโมง)

ค่านาหนักเชลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาถูโรนัก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ทั้งหมดที่เหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

0 0.04 135 15.94 6.96
3 0.05 150 15.69 6.96
6 0.06 200 14.34 6.96
9 0.09 315 13.50 6.96
12 0.36 510 11.64 6.88
15 0.83 840 9.90 6.87
18 0.85 1,320 5.72 6.87
21 0.87 1,750 2.89 6.90
24 0.98 2,005 1.99 6.98
27 1.31 2,055 1.93 7.72
30 1.36 2,030 1.80 8.21
33 1.43 2,020 1.80 8.46
36 1.46 2,110 1.74 8.63
39 1.48 2,050 1.74 8.72
42 1.54 2,055 1.54 8.83
45 1.59 2,075 1.54 8.89
48 1.58 2,160 1.48 8.92
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ตารางท่ี 3.16 ค่านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตโดย Streptococcuszooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของน้ําตาลซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร 
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท1 และความเร็วรอบในการกวนเป็น 500 รอบต่อ 
นาที

เวลา (ชั่วโมง) ค่านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก (ดัลตัน)
15 1.35X 106
18 0.81 X 106
21 0.76X 106
30 0.87X 106
36 0.81 X 106
42 1.20X 106
48 1.82X 106

จากการเปรียบเทียบผลการทดลองในข้อ 3.2.5, 3.2.6 และ 3.2.7 พบว่า การเพิ่มความเร็ว 
รอบในการกวนจาก 300 รอบต่อนาที เป็น 400 รอบต่อนาที จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตได้ 
ในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน คือเท่ากับ 2,700 และ 2,600 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 ตามลำดับ 
และการใช้ความเร็วรอบในการกวนเท่ากับ 500 รอบต่อนาที จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิต 
ได้ไนปริมาณที่ต่ํากว่า คือ มีค่าเท่ากับ 2,160 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 เนื่องจากการใช้ 
ความเร็วรอบในการกวนเท่ากับ 500 รอบต่อนาทีอาจจะไม่เหมาะสม คือ มีการกวนที่สูงเกินไป 
สำหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนักโดยการหมักด้วยแบคทีเรีย หรืออาจจะมีกรดไฮยาลูโรนิกติดไป 
กับเซลล์ในขั้นตอนการป่นเอาเซลล์ออก จึงทำให้ค่าน้ําหนักเซลล์แห้งสูงผิดปกติในขณะที่ปริมาณ 
กรดไฮยาลูโรนิกน้อย และเมื่อเปรียบเทียบค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากการ
ทดลองในข้อ 3.2.5, 3.2.6 และ 3.2.7 พบว่า ค่านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักจะอยู่ในช่วง
0.81 ถึง 1.95 X 106, 1.00 ถึง 2.34 X 106 และ 0.76 ถึง 1.82 X 106 ดัลตัน ตามลำดับ ซึ่งผลการทดลอง 
ท่ีได้ไม,สามารถยืนยันได้ว่า ความเร็วรอบในการกวนจะมีผลต่อนํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโร 
นักหรือไม, ดังน้ัน จึงสรุปว่า ความเร็วรอบในการกวนน่าจะไม่มีผลต,อนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮ 
ยาถูโรนัก
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3.2.8 ผลของไลโซไซมี,และซูโครสต่อการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับกังหมักขนาด 
5 ลิตร

เพื่องจากมีรายงานว่า การเติมไลโซไซม์ร่วมกับกลูโคสลงในอาหารเล้ียงเชื้อ
ระหว่างการหมักที่ความเข้มข้นของไลโชไซม์และกลูโคสที่เหมาะสม จะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮ 
ยาลูโรนิก และนํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น (Kim และคณะ, 1996) โดยในขั้นแรก 
จะทำการทดลองโดยเติมเฉพาะไลโชไซม์เพียงอย่างเดียวก่อน เพ่ือทดสอบผลของไลโซไซม์ต่อนั้า 
หนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก จึงทำการทดลอง โดยมีสภาวะในการหมัก คือ ใช้ความเข้มข้น 
ของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท! ความเร็วรอบในการ 
กวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมีการเติมไลโชไชม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก 2 คร้ัง ท่ี 
ช่ัวโมงท่ี 3 และ ชั่วโมงท่ี 6 ในระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง

3.2.8.1 การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 3 และช่ัวโมงท่ี 6 ท่ี 
ความเข้มข้นเท่ากับ 20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ

ทำการทดลอง โดยมีสภาวะในการหมัก คือ ใช้ความเข้มข้นของซูโครส 
เริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 w m  ความเร็วรอบในการกวน 
เป็น 300 รอบต่อนาที และมีการเติมไลโชไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 3 และชะช่ัว 
โมงท่ี โดยความเข้มข้นของไลโชไชม์ที่เติมนั้นทำตามรายงานของ Kim และคณะ (1996)
คือเท่ากับ 20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร (อาหารเล้ียงเช้ือ) ตามลำดับ มีระยะเวลาการ 
หมัก 48 ชั่วโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค,าน้ัาหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรด
' "  *  l  J  41 1 ' "  7
ไฮยาลูโรนิก และปริมาณนำตาลทังหมดทีเหลืออยู่ภายหลังการหมัก ไดผลการทดลอง ดัง 
แสดงในตารางที่ 3.17 และรูปท่ี 3.9 พบว่า การเติมไลโชไชม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมง 
ท่ี 3 และชั่วโมงที่ 6 ของระยะเวลาการหมัก โดยใช้ความเข้มข้นของไลโชไซม์ที่เติมเท่ากับ
20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ จะไต้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้เท่ากับ 
2,110 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณนั้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักน้อย คือ 
เท่ากับ 0.64 กรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมงท่ี 48 โดยปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไต้มีค่าน้อยกว่า 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ไต้จากการหมักในสภาวะเดียวกันแต่ไม่มีการเติมไลโชไซม์ลง 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 2,700 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีประสิทธิ 
ภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก (Yp/s) เท่ากับ 143 mg/g โดยมีค่าตํ่ากว่าการหมักในภาวะ 
เดียวกันแต่ไม,มีการเติมไลโซไชม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก ซ่ึงมีประสิทธิภาพ 
ในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเท่ากับ 185 mg/g
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ตารางท่ี 3.17 ค่านํ้าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง เมื่อใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่ม 
ต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท1 ความเร็วรอบในการ 
กวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมีการเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 3 
และชั่วโมงที่ 6 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ

เวลา
(ชั่วโมง)

ค่านํ้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ทั้งหมดที่เหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

0 0.05 105 15.41 6.96

3 0.05 125 14.79 6.96

6 0.05 170 14.14 6.96

9 0.12 250 12.47 6.94

12 0.48 555 10.67 6.87

15 0.66 1,025 7.65 6.87

18 0.52 1,560 3.08 6.87

21 0.51 1,840 1.28 7.00

24 0.61 1,845 0.77 7.66

27 0.98 1,845 0.74 7.92

30 0.99 1,890 0.74 8.14

33 1.29 1,890 0.71 8.26

36 1.30 1,965 0.74 832

39 1.52 1,945 0.68 8.36

42 1.87 1,945 0.64 8.43

48 1.79 2,110 0.64 8.45
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รูปท่ี 3.9 แสดงการเจริญ แสะการผลิตกรดไสิขาสูโรนิกฃองเช้ือ S tre p to c o c c u s  z o o e p id e m ic u s  สายพันธุ UN-7 เม่ือมีการเติมไอโซไซม์สงในอาหารเอียงเชือ 

ที่ชั่วโมงที่ 3 แสะชั่วโมงท่ี 6 ท่ีความเข้มข้นเท'ากับ 20,000 แสะ 60,000 ผูนิตต่อลิตร คามสำดับ
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เมื่อนำสารละลายกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้ มาหาค,านั้าหนักโมเลกุลของกรด 
ไฮยาลูโรนิก ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 3.18 พบว่า ค่าน้ําหนักโมเลกุลของกรด 
ไฮยาลูโรนิกท่ีได้จะอยู่ในช่วง 0.83 ถึง 2.04 X  106 ดัลตัน โดยมีค่าใกล้เคียงกับ ค่านาหนัก 
โมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากการหมักในสภาวะเดียวกันแต่ไม่มีการเติมไลโซไซม์ 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมักซึ๋งมีค่าอยู่ในช่วง0.81ถึง 1.95 X 106 ดัลตันและจาก 
รูปท่ี 3.9 จะเห็นได้ว่า การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ จะมีผลทำให้เชื้อสามารถใช้ 
นาตาลได้เร็วขึ้น โดยนํ้าตาลจะเริ่มหมดในช่วงระยะเวลาการหมัก ช่ัวโมงท่ี 21 ถึง ช่ัวโมงท่ี 
24 และจะทำการทดลองต่อไป โดยเพิ่มความเข้มข้นของไลโซไซม์ที่เติมเป็น 200,000 และ
600.000 ยูนิตต่อลิตร โดยเติมท่ีช่ัวโมงท่ี 3 และช่ัวโมงท่ี 6 เช่นเดียวกัน เน่ืองจาก ค,าน้ํา 
หนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้จากการหมักทั้ง 2 ภาวะ (มีและไม,มีการเติมไล 
โซไซม์) นั้นมีค่าใกล้เคียงกัน จึงทำการเพิ่มความเข้มข้นของไลโชไซม์เป็น 200,000 และ
600.000 ยูนิตต่อลิตร โดยคาดว่าจะทราบถึงผลของไลโซไซม์ท่ีมีต,อน้ัาหนักโมเลกุลของ 
กรดไฮยาลูโรนิกว่าเป็นอย่างไร

ตารางท่ี 3.18 ค่าน้ัาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตโดย Streptococcuszooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตรา 
การให้อากาศเท่ากับ 1.5 พ1ฑ ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมี 
การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่3 และชั่วโมงที่6 ที่ความเข้มข้นเท่า 
กับ 20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ

เวลา (ช่ัวโมง) ค่าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก (ดัลตัน)
18 1.74X 106
21 0.83 X 106
24 1.20X 106
27 1.12 X 106
30 1.66X 106
36 2.04 X 106
42 0.93 X 106
48 1.58X 106
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32.8.2 การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารท่ีช่ัวโมงท่ี 3 และช่ัวโมงท่ี 6 ท่ีความเข้มข้น
เท่ากับ 200,000 และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ

จากผลการทดลองในข้อ 3.2.8.1 ในรูปท่ี 3.9 พบว่า การเติมไลโชไซม์ลง 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ระยะเวลาการหมัก ช่ัวโมงท่ี 3 และชั่วโมงที6่ โดยใช้ความเข้มข้นของ 
ไลโซไซม์ที่เติมเท่ากับ 20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ จะมีผลทำให้เช้ือ 
สามารถนำนํ้าตาลไปใช้สำหรับการเจริญเติบโตของเซลล์และการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได้ 
เร็วข้ึน โดยนํ้าตาลจะหมดในช่วงระยะเวลาการหมัก ช่ัวโมงท่ี 21 ถึง ชั่วโมงท่ี 24 เม่ือเทียบ 
กับการหมักในภาวะเดียวกันแด,ไม่มีการเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (การทดลองท่ี
3.2.5) แต่ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้ จะมีปริมาณน้อยกว่า คือเท่ากับ 2,110 
มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมงท่ี 48 ของระยะเวลาการหมัก จึงทำการทดลองต่อไป โดยเพ่ิม 
ความเข้มข้นของไลโซไชม์ที่เติมเป็น 200,000 และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร โดยเติมท่ีช่ัวโมง 
ท่ี 3 และช่ัวโมงท่ี 6 เช่นเดียวกัน มีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 
3 ช่ัวโมง หาค,าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาถูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ี 
เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 3.19 และรูปท่ี 3.10 พบว่า 
การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเล้ียงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 3 และช่ัวโมงท่ี 6 ของระยะเวลาการหมัก 
โดยใช้ความเข้มข้นของไลโซไซม์ที่เติมเท่ากับ 200,000 และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร ตาม 
ลำดับ จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้เท่ากับ 2,360 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณ 
น้ําตาลท้ังหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 1.29 กรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 โดย 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้มีค่าน้อยกว่า ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากการหมัก 
ในสภาวะเดียวกัน แต่ไม,มีการเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก ซ๋ึงมีค่า 
เท่ากับ 2,700 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก (Yp/s) เท่า 
กับ 168 rag/g โดยมีค่าสูงกว่าการหมักในภาวะเดียวกันแต่มีการเติมไลโชไซม์ที่ชั่วโมงที่ 3 
และ 6 (20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร) ชึ่งมีค่าเท่ากับ 143 mg/g และมีค่าตํ่ากว่าการหมัก 
ในภาวะเดียวกันแต่ไม,มีการเติมไลโชไชม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก ช่ืงมีค่า 
เท่ากับ 185 mg/g
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ตารางท่ี 3.19 ค่าน้ําหนัณซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนัก และปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ี
เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ท่ีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เม่ึอใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 wm ความเร็ว 
รอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมีการเติมไลโซไซม์ลงในอาหารท่ีช่ัวโมงท่ี 
3 และช่ัวโมงท่ี 6 ท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 200,000 และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าท้ัาหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณน้ําตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.03 90 15.36 6.96
3 0.05 115 15.17 6.96
6 0.07 165 14.98 6.96
9 0.25 350 13.50 6.91
12 0.52 985 10.16 6.87
15 0.58 1,730 5.21 6.87
18 0.21 2,055 2.57 6.96
21 0.18 2,155 1.93 7.20
24 0.25 2,265 1.41 7.84
27 0.45 2,275 1.38 8.01
30 0.89 2,270 1.35 8.19
33 0.90 2,270 1.38 8.29
36 0.90 2,270 1.32 8.34
39 0.92 2,270 1.35 8.37
42 1.40 2,295 1.29 8.39
48 1.42 2,360 1.29 8.4 Ï
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รูปท่ี 3.10 แสดงการเจริญ แอะการผอิตกรดไฮยาสูโรนิกของเช้ือ S tre p to c o c c u s  zo o ep id em ic u s สายพันธุ UN-7 เม่ือมีการเติมไอใซไซม์รงในอาหาร 

เอ้ียงเช้ือท่ีช่ัวโมงท่ี 3 แระชั่วโมงที่ 6 ท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 200,000 แระ 600,000 ยูนิตต่ออิตร ดามอำดับ

เวลา ( ชั่วโมง )
MD
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เมื่อนำสารละลายกรดไฮยาลูโรนักท่ีได้มาหาค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรด 
ไฮยาลูโรนัก ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 3.20 พบว่า ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรด 
ไฮยาลูโรนักท่ีได้จะอยู่ในช่วง 0.83 ถึง 2.24 X 106 ดัลดัน โดยมีค่าสูงกว่า ค่าน้ําหนัก 
โมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ได้จากการหมักใ น ภาวะเดียวก ัน  แต่ไม,มีการเติมไลโซไซน์ 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก ซึ๋งมีค่าอยู่ในช่วง 0.81 ถึง 1.95 X 106 ดัลดัน และจาก 
รูปท่ี 3.10 จะเห็นได้ว่า การเติมไลโซไซน์ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ จะมีผลทำให้เชื้อสามารถใช้ 
นั้าตาลได้เร็วข ึ ้น  และหยุดการใ ช ้ น้ําตาลใ น ช่วงระยะเวลาการหมัก ช่ัวโมงท่ี 18 ถึง ช่ัวโมง 
ท่ี 21 ดังน้ัน จะทำการทดลองต่อไป โดยใช้สภาวะในการหมัก คือ ใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พ1ฑ และความเร็วรอบ 
ในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที สำหรับทำการทดสอบการผลิตกรดไฮยาลูโรนักในระดับ 
ถังหมักขนาด 5 ลิตร เม่ือมีการเติมซูโครสลงในอาหารเล้ียงเชื้อระหว่างการหมัก เน่ืองจาก 
Kim และคณะ (1996) ได้รายงานว่า การเติมไลโซไซน์ร่วมกับการเติมกลูโคสลงในอาหาร 
เลี้ยงเช้ือระหว่างการหมัก จะมีผลทำให้ปริมาณและนํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก 
เพ่ิมข้ึน จึงทำการทดลอง โดยใช้สภาวะในการหมักเดียวกัน แต่มีการเติมซูโครสเทียงอย่าง 
เดียวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก เพ่ิอทดสอบผลของการเติมซูโครสเทียงอย่าง 
เดียวที่มีต่อน้ัาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก และจะทำการทดลอง โดยใช้สภาวะใน 
การหมักเดียวกัน แต่มีการเติมไลโซไซน์ร่วมกับซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการ 
หมัก ในลำดับต่อไป
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ตารางท่ี 3.20 ค่าน้ัาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาคูโรนักที่ผลิตโดย Streptococcuszooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตรา 
การให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท! ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมี 
การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 3 และชั่วโมงที่6 ที่ความเข้มข้นเท่า 
กับ 200,000 และ 600,000 ยูนัตต่อลิตร ตามลำดับ

เวลา (ชั่วโมง) ค,านั้าหนักโมเลกุลของกรดไ ฮ ยาคูโรนัก (ดัลดัน)
15 2.19X 106
21 1.26X 106
24 1.44 X 106
27 0.98X 106
30 2.24X 106
36 0.83 X 106
42 2.09 X  106
48 2.24X 106

จากการเปรียบเทียบผลการทดลองในข้อ 3.2.8.1 และ 3.2.8.2 พบว่า การเพิ่มความเข้มข้น 
ของไลโซไซม์ท่ีเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 3 และช่ัวโมงท่ี 6 ของระยะเวลาการหมัก จาก
20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ เป็น 200,000 และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร จะไต้กรดไฮยา 
ลูโรนักในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน คือ มีค่าเท่ากับ 2,110 และ 2,360 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีชั่วโมงท่ี 48 
และเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักในภาวะเดียวกัน แต่ไม,มีการเติมไลโชไชม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ระหว่างการหมัก (การทดลองในข้อ 3.2.5) ซึ่งไต้ปริมาณกรดไฮยาคูโรนักเท่ากับ 2,700 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร ที่ช่ัวโมงที่ 48 พบว่า การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมักอาจมีผลทำให้ 
ปริมาณกรดไฮยาดูโรนิกที่ผลิตไต้ลดลง เมื่องจากไลโชไซม์จะมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์
หรือความเข้มข้นของไลโซไซมัที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจจะไม,เหมาะสม คือ สูงเกินไปจึงทำ 
ให้ไต้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักน้อย และเมื่อพิจารณาค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้ 
จากการทดลองในข้อ 3.2.8.1 และ 3.2.8.2 พบว่า มีค่าใกล้เคียงกัน คือ มีค,าน้ําหนักโมเลกุลของกรด 
ไฮยาคูโรนักอยู่ในช่วง 0.83 ถึง 2.04 X 106 ดัลดัน และ 0.83 ถึง 2.24 X 106 ดัลดัน ตามลำดับ และมี 
ค่าสูงกว่าค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาคูโรนักที่ไต้จากการทดลองในข้อ 3.2.5 เล็กน้อย ซ่ึงมีค่า 
นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาคูโรนักอยู่ในช ่วง0.81ถึง 1.95 X 106ดัลด ันดังนั้นการเติมไลโซไซม์ 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมักน่าจะมีผลทำให้นั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาคูโรนักเพ่ิมข้ึน
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3.2.8.3 การเติมซูโครสลงในอาหาร!ลี้ยงเชื้อท่ีชั่วโมงที่ 18 ท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 
5 กรัมต่อลิตร

ทำการทดลองโดยมีสภาวะในการหมักคือ ใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่ม 
ต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 w m  ความเร็วรอบในการกวนเป็น 
300 รอบต่อนาที และมีการเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ท่ีชั่วโมงท่ี 18 ของระยะเวลา 
การหมัก เนื่องจากเป็นเวลาท่ีนํ้าตาลเริ่มจะลูกใช้หมด (การทดลองท่ี 3.2.8.2) โดยความเข้ม 
ข้นของซูโครสที่เติมเท่ากับ 5 กรัมต่อลิตร (อาหารเลี้ยงเชื้อ) มีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัว 
โมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ได้ผลการทดลอง ตังแสดงในตาราง 
ท่ี 3.21และรูปที่3.11 พบว่าการเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 18ท่ีความเข้ม 
ข้นเท่ากับ 5 กรัมต่อลิตร จะได้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้เท่ากับ 2,855 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร และมีปริมาณทั้าตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 1.41 กรัมต่อลิตร ท่ีช่ัว 
โมงท่ี 48 โดยปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้มีค่าใกล้เคียงกับการหมักในภาวะเดียวกันล้ี1 ล ี้ ล้ี J J  ล้ี ล ี้ ล้ี ล ี้;  ล้ี
แต่ไม,มีการเติมซูโครสลงในอาหารเลียงเชือระหว่างการหมัก ซึงมีค่าเท่ากับ 2,700
มิลลิกรัมต่อลิตร และมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก (Yp/s) เท่ากับ 161 mg/g 
โดยมีค่าต๋ํากว่าการหมักในภาวะเดียวกันแต่ไม่มีการเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ระหว่างการหมัก ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 185 mg/g

เมื่อนำสารละลายกรดไฮยาถูโรนิกที่ได้มาหาค,านํ้าหนักโมเลกุลของกรด 
ไฮยาลูโรนิก ได้ผลการทดลอง ตังแสดงในตารางที่ 3.22 พบว่า ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรด 
ไฮยาลูโรนิกที่ได้จะอยู่ในช่วง 0.83 ถึง 1.58 X  106 ตัลตัน โดยมีค,าต่ํากว่า ค่านำหนัก 
โมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนิกที่ได้จากการหมักในสภาวะเดียวกัน แต่ไม่มีการเติมซูโครส 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง 0.81 ถึง 1.95 X  106 ตัลตัน และจาก 
ร ูปท ี่3.11 จะเห็นได้ว่าเชื้อมีการใช้นาตาลได้ช้า(เปรียบเทียบกับการทดลองที่3.2.5)จึงทำ 
การทดสอบความเสถียรของประสิทธิภาพของเชือ Streptococcus zooepidemicus UN-7 ใน 
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิก โดยทำการทดลอง โดยมีสภาวะในการหมักเหมือนกับการ 
ทดลองที่ 3.2.5 เพื่อดูว่าการเจริญและการผลิตกรดไฮยาลูโรนักของเชือยังดีอยู่หรีอไม่ และ 
เพื่อยืนยันถึงปริมาณและค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนักว่า ได้ค่าใกล้เคียงกับการ 
ทดลองที่ 3.2.5 หรือไม,
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ตารางท่ี 3.21 ค่านำหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดท่ี
เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เมื่อใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่าลับ 1.5 พ!ท ความเร็ว 
รอบในการกวนเป็น 300รอบต่อนาทีและมีการเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่ว 
โมงท่ี 18 ที่ความเข้มข้นเท่าลับ 5 กรัมต่อลิตร

เวลา
(ชั่วโมง)

ค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณภรดไฮยาลูโรนัก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ทั้งหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.03 95 14.14 6.96
3 0.03 125 13.76 6.96
6 0.03 160 13.50 6.96
9 0.04 260 13.37 6.96
12 0.05 470 13.11 6.96
15 0.06 780 12.21 6.96
18 0.10 1,140 14.01 6.87
24 0.14 1,930 8.87 6.87
27 0.29 2,250 7.07 6.87
30 0.18 2,380 3.98 6.87
33 0.24 2,430 1.93 7.02
36 0.22 2,725 1.80 7.37
39 0.47 2,830 1.80 7.77
42 0.26 2,840 1.80 8.03
48 0.36 2,855 1.41 8.39
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เม่ือมีการเติม'ฐโครสสงในกาหารเอ้ียงเช้ือท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ท่ีความเข้มข้นเท่ากับ ร กรัมต่อลิตร

เว ล า(ช ั่ว โ ม ง) ÇN
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ตารางท่ี 3.22 ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาสูโรนักท่ีผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตรา 
การให้อากาศเท่ากับ 1.5 wm  ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมี 
การเติมซูโครสลงในอาหารเล้ียงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 18 ความเข้มข้นเท่ากับ 5 กรัมต่อลิตร

เวลา (ช่ัวโมง) ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนัก (คัลดัน)
15 0.83 X 106
18 0.96 X 106
24 1.00X 106
27 1.26X 106
30 1.20X 106
36 1.12X 106
42 1.58X 106
48 1.20X 106

3.2.8.4 การทดสอบความเสถียรของประสิทธิภาพของเช้ือ ร. zooepidemicus
UN-7 ในการผลิตกรดไฮยาถูโรนัก
จากผลการทดลองในข้อ 3.2.9.1 ในรูปท่ี 3.11 พบว่า การเติมซูโครสลงใน 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีชั่วโมงที่ 18 ของระยะเวลาการหมัก โดยความเข้มข้นของทั้าตาลซูโครสที่ 
เติมเท่ากับ 5 กรัมต่อลิตร จะมีผลทำให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนักที่ผลิตไต้ มีปริมาณเพ่ิมขึ้น 
เป็น 2,855 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 48 ของระยะเวลาการหมัก เมื่อเทียบกับการหมักใน 
สภาวะเดียวกันแต่ไม,มีการเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก แต่เม่ือ
พิจารณาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่กายหลังการหมัก พบว่า เช้ือมีการใช้น้ําตาลไต้ช้า 
ดังน้ัน จะทำการทดลองต่อไป เพ่ิอทดสอบความเสถียรของประสิทธิภาพของเชื้อ
1Streptococcus zooepidemicus นH-า ในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก โดยมีสภาวะในการหมัก 
เหมือนกับการทดลองในข้อ 3.2.5 เพิ่อดูว่าการเจริญและการผลิตกรดไฮยาลูโรนักของเชือ 
ยังดีอยู่หเอไม, และทำการเก็บสารละลายกรดไฮยาลูโรนักที่ไต้ไข้ สำหรับการวิเคราะห์หา 
นํ้าหนักโมเลกุลต่อไป ไต้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.23 และรูปท่ี 3.12 พบว่า ผล 
การทดลองที่ไต้มีค่าใกล้เคียงกันกับการทดลองในข้อ 3.2.5 คือ จะไต้ปริมาณกรดไฮยาลูโร 
นักที่ผลิตไต้เท่ากับ 3,010 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลัง 
การหมักเท่ากับ 0.64 กรัมต่อลิตร และมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนัก (Yp/s) 
เท่ากับ 205 mg/g แสดงว่า ความเสถียรของประสิทธิภาพของเชื้อ Streptococcus
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zooepidemicus UN-7 ในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกยังดีอยู่ เม่ือนำสารละลายกรดไฮยาลูโร 
นิกท่ีไต้มาหาค่าทั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตาราง 
ท่ี 3.24 พบว่า ค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จะอยู่ในช่วง 1.00 ถึง 1.82 X 106 
ดัลตันและมีค่าใกล้เคียงกับค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากการทดลองใน 
ข้อ 3.2.5 ซ่ึงมีค,าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกอยู่ในช่วง 0.81 ถึง 1.95 X 106 ดัลตัน 
และจากรูปท่ี 3.12 จะเห็นได้ว่า เช้ือสามารถใช้นํ้าตาลได้เร็ว โดยนํ้าตาลจะเริ่มหมดในช่วง 
ระยะเวลาการหมัก ช่ัวโมงท่ี 15 ถึง ช่ัวโมงท่ี 18 ดังน้ัน จะทำการทดลองต่อไปโดยมีการ 
เติมไลโซไชม์ร่วมกับซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเช้ือระหว่างการหมัก

ตารางท่ี 3.23 ค่าน้ําหนักเชลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลท่ีเหลืออยู่ภาย
หลังการหมัก จากการทดสอบความเสถียรของประสิทธิภาพของเช้ือ ร. zooepidemicus 
UN-7 ในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 15 กรัม 
ต่อลิตร อัตราการให้อากาศ 1.5 w m  และความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา
(ชั่วโมง)

ค่าน้ําหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณนาตาล 
ทั้งหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.03 110 15.30 6.96
3 0.05 165 14.01 6.96
6 0.10 410 13.63 6.96
9 0.17 870 8.74 6.86
12 0.28 1,600 6.56 6.81
15 0.33 2,160 2.18 6.81
18 0.23 2,605 1.28 7.21
24 0.31 2,725 1.03 8.10
27 0.48 2,715 1.35 8.25
30 0.36 2,800 1.16 8.38
33 0.51 2,865 0.90 8.40
36 0.60 2,860 0.90 8.54
39 0.80 2,905 0.77 8.55
42 0.87 2,915 0.77 8.65
48 0.87 3,010 0.64 8.72
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รูปท่ี 3.12 แสดงการเจริญ แอะการผสิตกรดไฮยใลูโรนิก จากการทดสอบความเสสิยรของประสิทธิกาพของเช้ือ ร. zo o ep id em ic u s

UN-7 โดยใช้ความเข้มข้นของชุโครสเร่ิมต้น 15 กรัมต'อสิตร อัตราการให้อากาศ 1.5 w m  แอะความเร็วรอบในการกวนเปีน 300 รอบต่อนาที
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ตารางท่ี 3.24 ค่านาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก จากการทดสอบความเสถียรของ 
ประสิทธิภาพของเชื้อ ร. zooepidemicus UN-7 ในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
โดยใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศ 1.5 
พ 1ฑ  และความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที

เวลา (ชั่วโมง) ค่าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก (ดัลตัน)
12 1.82X 106
15 1.55X 106
18 1.44X 106
24 1.17 X 106
27 1.17 X 106
36 1.00X 106
42 1.17X 106
48 1.51 X 106

3.2.8.5 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร เมื่อมีการเติมไลโซไซม์
ร่วมกับซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก

* I  "  1  "  ' ’ ' ' J  * J . .จะทำการทดลองโดยเลือกใช้ การเติมไลโซไซมลงในอาหารเลียงเชือทีชัวโมงที 3
และช่ัวโมงท่ี 6 ของระยะเวลาการหมัก โดยความเข้มข้นของไลโซไซม์ที่เติมเท่ากับ 200,000 และ
600,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ (การทดลองท่ี 3.2.8.2) และมีการเติมซูโครสลงในอาหารเล้ียงเช้ือที ่
ช่ัวโมงท่ี 15 ของระยะเวลาการหมัก (การทดลองที่ 3.2.8.4) โดยความเข้มข้นของซูโครสท่ีเติมเท่า 
กับ 8 กรัมต่อลิตร มีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง หาค,าน้ํา 
หนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ไต้ 
ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.25 และรูปท่ี 3.13 พบว่า การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเล้ียง 
เช้ือท่ีช่ัวโมงท่ี 3 และช่ัวโมงท่ี 6 โดยความเข้มข้นของไลโซไซม์ที่เติมเท่ากับ 200,000 และ 600,000 
ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ และเติมนํ้าตาลซูโครสที่ชั่วโมงที่ 15 โดยความเข้มข้นของทั้าตาลซูโครสท่ี 
เติมเท่ากับ 8 กรัมต่อลิตร จะไต้ปริมาณกรดไยยาถูโรนักที่ผลิตไต้ มีปริมาณเท่ากับ 2,610 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร และมีปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมักเท่ากับ 3.08 กรัมต่อลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 
48 โดยปริมาณกรดไยยาลูโรนักที่ผลิตไต้มีค่าใกล้เคียงกับการหมักในสภาวะเดียวกัน แต่ไม่มีการ 
เติมไลโซไชม์ร่วมกับซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 2,700 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร และมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไยยาถูโรนัก (Yp/s) เท่ากับ 117 mg/g โดยมีค่าต่ํากว่า 
การหมักในภาวะเดียวกันแต่ไม,มีการเติมไลโชไซน์ร่วมกับซูโครสลงในอาหารเล้ียงเชื้อระหว่างการ
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หมัก ช๋ึงมีค่า!'ท่ากับ 185 mg/g เม่ือนำสารละลายกรดไฮยาลูโรนิกท่ีได้มาหาค,าน้ําหนักโมเลกุลของ 
กรดไฮยาลูโรนัก ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.26 พบว่า ค,าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮ 
ยาลูโรนิกที่ได้จะอยู่ในช่วง 1.20 ถึง 2.00 X 106 ดัลตัน โดยมีค่าใกล้เคียงกับค่าน้ําหนักโมเลกุลของ 
กรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากการหมักในสภาวะเดียวกัน แด่ไม,มีการเติมไลโซไชม์ร่วมกับซูโครสลงใน 
อาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมักซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง0.81 ถึง 1.95 X 106คัลตัน

ตารางท่ี 3.25 ค่าท้ัาหนักเซลล์แห้ง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณนำตาลท้ังหมดท่ี
เหลืออยู่ภายหลังการหมัก ท่ีระยะเวลาการหมัก 48 ช่ัวโมง เม่ือใช้ความเข้มข้นของ 
ซูโครสเร่ิมด้นเท่าลับ 15 กรัมต่อลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท1 ความเร็ว 
รอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมีการเติมไลโซไชม์ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 
ช่ัวโมงท่ี 3 และช่ัวโมงท่ี 6 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 200,000 และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร 
ตามลำดับ และเติมซูโครสท่ีช่ัวโมงท่ี 15 ท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 8 กรัมต่อลิตร

เวลา
(ชั่วโมง)

ค่าท้ัาหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ปริมาณท้ัาตาล 
ท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก 

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

0 0.03 85 14.27 6.96
3 0.03 115 14.14 6.96
6 0.03 160 13.89 6.96
9 0.08 275 10.54 6.96
12 0.53 670 9.00 6.87
15 0.68 1,190 12.21 6.87
18 0.15 2,025 9.06 6.87
24 0.16 2,430 3.79 6.96
27 0.36 2,455 3.21 7.06
30 0.13 2,450 3.15 7.86
33 0.13 2,600 3.34 8.13
36 0.35 2,605 3.15 8.21
39 0.58 2,600 3.21 8.37
42 1.02 2,600 3.21 8.42
48 0.82 2,610 3.08 8.47
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รูปท่ี 3.13 แสดงการเจริญ แอะการผอตกรดไฮยาลูโรนิกของเช้ือ ร. zo o e p id e m ic u s สายพันธุ UN-7 เมื่อมีการเติมไอโซไชม์ท่ีชั่วโมง ท่ี 3 แอะ 6 

ทีความเข้มข้น 200,000 แอะ 600,000 แนิตด'ออดร แอะเติมชุโครสท่ีชั่วโมงที่ 15 ที่ความเข้มข้น 8 กรัมต่ออิตร
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ตารางท่ี 3.26 ค1านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนักที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus 
สายพันธุ UN-7 เม่ือใช้ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร อัตรา 
การให้อากาศเท่ากับ 1.5 พท1 ความเร็วรอบในการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที และมี 
การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชั่วโมงที่ 3 และชั่วโมงที่6 ที่ความเข้มข้นเท่า 
กับ 200,000 และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร ตามลำดับ และเติมซูโครสท่ีช่ัวโมงท่ี 15 ท่ี 
ความเข้มข้นเท่ากับ 8 กรัมต่อลิตร

เวลา (ชั่วโมง) ค่านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนัก (คัลตัน)
15 1.44X 106
18 1.41 X 106
24 2.00X 106
27 1.55X 106
30 1.32 x10e
36 1.58 X 106
42 1.20X 106
48 1.78X 106

3.2.9 การเปรียบเทียบค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากทุกการทดลอง

เมื่อทำการเปรียบเทียบค,าน้ัาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ได้จากทุกการ 
ทดลอง จะได้ผลดังแสดงในตารางที่ 3.27 พบว่า

การเพิ่มความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้นจาก 10 กรัมต่อลิตร เป็น 15 และ 20 กรัม 
ต่อลิตร (การทดลองท่ี 1 -  3) น่าจะไม่มีผลทำให้นํ้าหนักโมเลกุลเพิ่มข้ึน เน่ืองจากค่านำหนัก 
โมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนักที่ได้จะมีค่าอยู่ในช่วงเคียวกัน คือ มีค่าอยู่ในช่วง 0.60 ถึง 1.55 X 106 
ดัลตัน

การเพิ่มอัตราการให้อากาศจาก 1.0 wm (การทดลองท่ี 2) เป็น 1.5 wm  (การ 
ทดลองท่ี 4) น่าจะมีผลทำให้นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น คือเพ่ิมจาก 0.78 ถึง 1.44 
X 106 ดัลดัน ท่ี 1.0 w m  เป็น 0.81 ถึง 1.95 X 106 ดัลดัน ท่ี 1.5 wm และเมื่อเปรียบเทียบการทดลอง 
ท่ี 4 -  6 (1.5 wm) กับการทดลองที่ 1 -  3 (1.0 wm) จะเห็นว่า ค่าน้ัาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโร 
นิกที่ได้จะมีค่าอยู่ในช่วงที่สูงกว่า ดังน้ัน การเพิ่มอัตราการให้อากาศน่าจะมีผลทำให้น้ัาหนัก
โมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น
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การเพิ่มความเร็วรอบในการกวนจาก 300 รอบต,อนาที เป็น 400 และ 500 รอบต่อ 
นาที (การทดลองที่4 - 6 )  จะเห็นว่า ค,านํ้าหนักโมเลกุลท่ีได้มีค่าไม่สัมพันธ์กัน คือที่ความเร็วรอบ 
ในการกวนเท่ากับ 400 รอบต่อนาที จะได้ค่าน้ําหนักโมเลกุลสูงท่ีสุด และท่ีความเร็วรอบในการ 
กวนเท่ากับ 300 และ 500 รอนต่อนาที จะได้ค,าน้ัาหนักโมเลกุลที่ต่ํากว่าและมีค่าใกล้เคียงกัน จึงคิด 
ว่า การเพิ่มความเร็วรอบในการกวนน่าจะไม่มีผลทำให้น้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มข้ึน 

การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก (การทดลองท่ี 7 - 8 )  น่า 
จะมีผลทำให้นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักเพิ่มขึ้น เน่ืองจาก เม่ือเปรียบเทียบค,าน้ําหนัก 
โมเลกุลท่ีได้กับการทดลองในสภาวะเดียวกันแต่ไม่มีการเติมไลโซไชม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (การ 
ทดลองท่ี 4) พบว่า ค,านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักเมื่อมีการเติมไลโซไซม์ จะมีค่าสูงกว่า 
เล็กน้อย ดังน้ัน การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก น่าจะมีผลทำให้น้ัาหนัก 
โมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักเพิ่มขึ้นได้ เม่ือใช้ความเข้มข้นของไลโชไซม์ท่ีเหมาะสม

การเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างการหมัก (การทดลองท่ี 9) น่าจะไม,มี 
ผลทำให้นั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักเพิ่มขึ้น เน่ืองจาก เมื่อเปรียบเทียบค่าน้ัาหนักโมเลกุล 
ที่ได้กับการทดลองในภาวะเดียวกัน แต่ไม,มีการเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (การทดลองท่ี 4) 
พบว่า ค่านั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ได้เมื่อมีการเติมซูโครส จะมีค่าต่ํากว่า ดังน้ัน การ 
เติมซูโครสลงในอาหารเลี่ยงเชื้อระหว่างการหมัก น่าจะไม,มีผลทำให้นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยา 
ลโรนักเพ่ิมข้ึน

การเติมไลโซไซม์ร่วมกับซูโครสลงในอาหารเลียงเชือระหว่างการหมัก (การ
ทดลองท่ี 11) จากค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ได้ ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 1.20 ถึง 2.00 X 106 
ดัลดัน จะเห็นว่า ค่าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักที่ได้มีค่าใกล้เคียงกับการทดลองที่ 7 และ 
8 จึงคิดว่า การเติมไลโซไซม์ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือระหว่างการหมัก น่าจะมีผลทำให้นำหนักโมเลกุล 
ของกรดไฮยาลูโรนักเพิ่มขึ้นได้ ส่วนการเติมซูโครสลงในอาหารเลี้ยงเชือระหว่างการหมัก น่าจะไม่ 
มีผลต่อนั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาดูโรนัก



ตารางท่ี 3.27 เปรียบเทียบค่านำหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตโดยกระบวนการหมักมัวย 
Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 ในทุกการทดลอง

การทดลอง สภาวะในการหมัก ค่าน้ําหนักโมเลกุลของ 
กรดไฮยาลูโรนิก (x  106ดัลตัน )

1 ซูโครส10กรัมต่อลิตร51.0 w m , 300รอบต่อนาที 0.72 ถึง 1.55
2 ซูโครส 15 กรัมต่อลิตร , 1.0 wm , 300 รอบต่อนาที 0.78 ถึง 1.44
3 ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร , 1.0 wm , 300 รอบต่อนาที 0.60 ถึง 1.55
4 ซูโครส 15 กรัมต่อลิตร , 1.5 wm , 300 รอบต่อนาที 0.81 ถึง 1.95
5 ซูโครส 15 กรัมต่อลิตร , 1.5 wm , 400 รอบต่อนาที 1.00 ถึง 2.34
6 ซูโครส 15 กรัมต่อลิตร , 1.5 wm , 500 รอบต่อนาที 0.76 ถึง 1.82
7 การทดลองท่ี 4 + เติมไลโซไซม์ท่ีชั่วโมงท่ี 3 และ 6 

( 20,000 และ 60,000 ยูนิตต่อลิตร )
0.83 ถึง 2.04

8 การทดลองท่ี 4+ เติมไลโซไซม์ท่ีชั่วโมงท่ี 3 และ 6 
(200,000และ 600,000 ยูนิตต่อลิตร )

0.83 ถึง 2.24

9 การทดลองท่ี 4+ เติมซูโครสท่ีชั่วโมงท่ี 18 ( 5 กรัมต่อลิตร ) 0.83 ถึง 1.58
10 ทำชำการทดลองท่ี 4 เพ่ือทดสอบความเสถียรของประสิทธิภาพ 

ของเชือ ร. zooepidemicus UN-7 ในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก
1.00 ถึง 1.82

11 การทดลองท่ี 8 + เติมซูโครสท่ีชั่วโมงท่ี 15 ( 8 กรัมต่อลิตร ) 1.20 ถึง 2.00
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3.2.10 การศึกษาวิธีวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกด้วยเครื่อง Capillary 
Electrophoresis

นอกจากการวิเคราะห์นำหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก โดยอาศัยความหนืด 
(viscometry) แล้ว ยังมีผู้'รายงานถึง การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกด้วยเครื่อง 
Capillary Electrophoresis คือ Shozo และคณะ (1997) ได้รายงานว่า สามารถหาน้ําหนักโมเลกุล 
ของกรด เฮยาสูโรนิกได จากการทำ High-Performance Capillary Electrophoresis โดยใช้uncoated 
fused-silica capillary ใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 50 มิลล้โมลาร์ (pH 4.0) เป็น running 
buffer และมี naphthalene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt (NTS) เป็น internal standard โดยใช้ 
กรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน ที่ทราบนี้าหนักโมเลกุลแน่นอนขนาดต่างๆคือ กรดไฮยาลูโรนิกจาก 
หนังหมู (40,000 ถึง 60,000 คัลตัน) กรดไฮยาลูโรนิกจาก สายสะดือมนุษย์ (800,000 ถึง 1,200,000 
คัลคัน) และกรดไฮยาถูโรนิก ที่ได้จากการสังเคราะห์ที่มีชื่อทางการค้าว่า Opelead (1,500,000
ถึง 2,100,000 คัลคัน) เป็นสารคัวอย่างและติดตามกรดไฮยาลูโรนิกจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคล่ืน 185 นาโนเมตร

ดังน้ัน งานวิจัยนี้จึงทำการศึกษาการวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก 
ที่ผลิตได้โดยวิธีนี้ ซึ่งในขั้นต้น จะทำการศึกษากับกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนัก
โมเลกุลของบรษัท Sigma คอ กรด เฮยาลูโรนกทไดจาก Streptococcus zooepidemicus และกรดไฮ 
ยาลูโรนิกที่ได้จากสายสะดือมนุษย์

3.2.10.1 การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกด้วยเครื่อง
Capillary Electrophoresis โดยใช้ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 25 มิลลิโมลาร์ 
(pH 4.0) เป็น running buffer
ทำตามวิธีการทดลองในข้อ 2.5.52 โดยใช้กรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จาก

Streptococcus zooepidemicus ของบริษัท Sigma ซึ่งมีนี้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง
0.85 ถึง 1.60 X 106 คัลคัน (ความเข้มข้นเท่ากับ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และกรด 
ไอยาลูโรนิกที่ได้จากสายสะดือมนุษย์ ของบริษัท Sigma ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลอยู่ 
ในช่วง 3.00 ถึง 5.80 X 106 คัลคัน (ความเข้มข้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
เป็นสารคัวอย่าง โดยใช้ความเข้มข้นของ running buffer เท่ากับ 25 มิลลิโมลาร์ 
เนื่องจากได้ทำการทดลองตามวิธีการของ Shozo และคณะ (1997) โดยใช้ความ 
เข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์แล้ว แต่พบว่าไม,สามารถทำได้ 
เนื่องจากค่ากระแสที่ได้มีค่าสูงเกินไป ทำให้ค่าความต่างศักย์1!ม'คงท่ี จึงลดความ 
เข้มข้นลงเป็น 25 มิลลิโมลาร์ ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในรูปท่ี 3.14 และรูปท่ี
3.15 ตามลำดับ
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(Sigma) (Mw = 0.85 ถึง 1.60 X 106 ดัลตัน) โดยม NTS เป็น internal standard

รูปท่ี 3.15 แสดง electropherogram ของกรดไฮยาถูโรนิกที่ได้จากสายสะดือมนุษย์ (Sigma)
ซึ่งมีนำหนักโมเลกุลเท่าก้บ 3.00 ถึง 5.80 X 106 ดัลตัน โดยมี NTS เป็น internal standard
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จากรูปท่ี 3.14 และรูปท่ี 3.15 พบว่า การวิเคราะห์นำหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลู 
โรนักด้วยเคร่ือง Capillary Electrophoresis โดยใช้กรดไฮยาลูโรนักมาตรฐาน 2 ชนิด ของบริษัท 
Sigma คอ กรดไฮยาลูโรนกทไดจาก Streptococcus zooepidemicus และกรด 1ฮยาลูโรนกทได้จาก 
สายสะดือมนุษย์ จะได้ค่า migration time ที่ใกล้เคียงกันคือ 24.250 และ 25.437 นาที ตามลำดับ ซ่ึง 
ล้าต้องการให้ค่า migration time ต่างกันมากกว่านี้ ก็น่าจะสามารถทำได ้แต่อาจจะต้องทำการปรับ 
เปล่ียน สภาวะต่างๆในการทดลอง เช่น อาจจะมีการเติมสารประเภทท่ีเป็นโพลีฒอร์ลงในสาร 
ละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการทดลอง เช่น pullulan ซ่ึงเป็นสารท่ีมีรูพรุนและทำให้เกิดการแยกของ 
กรดไฮยาลูโรนักตามขนาดหรือนี้าหนักโมเลกุลได้ จึงทำการทดลองต่อไป โดยมีการเติม pullulan 
ลงในสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการทดลอง เพ่ือทดสอบค่า migration time ของกรดไฮยาลูโรนัก 
มาตรฐานท้ัง 2 ตัว ว่าเป็นอย่างไร

3.2.10.2 การวิเคราะห์น้ีาหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนักด้วยเครื่อง Capillary 
Electrophoresis โดยใช้ 0.5 % pullulan ใน ฟอสเฟตบัฟ่เฟ่อร 25 มลล 
โมลาร (pH 4.0) เป็น running buffer

ทำตามวิธีการทดลองในข้อ 2.5.5.2 แต่มีการเติม pullulan ลงในสาร 
ละลายบัฟเฟอร์ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 % โดยใช้กรดกรดไฮยาลูโรนักมาตร 
ฐาน 2 ชนิด ของบริษัท Sigma คือ กรดไฮยาลูโรนักท่ีได้จาก Streptococus 
zooepidemicus ซึ่งมีนี้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 0.85 ถึง 1.60 X 106 ดัลตัน และกรด 
ไฮยาลูโรนักที่ได้จาก สายสะดือมนุษย์ ซึ่งมีน้ีาหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 3.00 ถึง
5.80 X 106 ดัลตัน เป็นสารตัวอย่าง ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในรูปท่ี 3.16 และรูป 
ท่ี 3.17 ตามลำดับ
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รูปท่ี 3.16 แสดง electropherogram ของกรดไฮยาลูโรนิกทีได้จาก Streptococcus zooepidemicus
(Sigma) (Mw = 0.85 ถึง 1.60 X  1Q6 คัลตัน) เม่ือมีการเติม pullulai! ลงในสารละลาย

รูปท่ี 3.17 แสดง electropherogram ของกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากสายสะดือมนุษย์ (Sigma)
(Mw = 3.00 ถึง 5.80 X  106 คัลคัน) เม่ือมีการเติม pullulan ลงในสารละลายบัฟเฟอร์
โดยมี NTS เป็น internal standard
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จากรูปท่ี 3.16 และ 3.17 พบว่า ค่า migration time ของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีได้จาก Streptococcus 
zooepidemicus และ human umbilical cord มีค่าเท่ากับ 27.533 และ 29.817 นาที ตามลำดับ จะเห็นได้ว่า 
ค่า migration time มีค่าต่างกันมากขึ้น แต่เม่ือพิจารณา ค่า migration time ของ NTS ซ่ึงเป็น internal 
standard พบว่า มีค่าต่างกันคือ 7.037 และ 6.340 นาที ตามลำดับ จึงไม่สามารถคำนวณหาค่า relative 
mobility ของกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานแต่ละตัวได้ โดยค่า relative mobility จะใช้สำหรับ การพลอต 
กราฟเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง ค่า relative mobility กับ ค่าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก 
มาตรฐาน จึงทำการทดลองต่อไป โดยนำสารตัวอย่าง คือ NTS, กรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จาก
Streptococcus zooepidemicus และกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากสายสะดือมนุษย์มาทำการทดลอง ครังละ 1 
ตัวอย่าง เพ่ือดูค่า migration time ของสารตัวอย่างแต่ละตัว ว่าเป็นอย่างไร

3.2.10.3 การหาค่า migration time ของ NTS และกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานทั้ง 2 ชนิด 
โดยทำการทดลอง คร้ังละ 1 ตัวอย่าง

ทำตามวิธีการทดลองในข้อ 2.5.5.2 และมีการเติม pullulan ลงในสารละลาย 
บัฟเฟอร์ให็ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 % โดยใช้ NTS และกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐาน 
2 ชนด ของบรษัท Sigma คอ กรด 1ฮยาลูโรนิกท 1ด้จาก Streptococus zooepidemicus 
ซึ่งมีนํ้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 0.85 ถึง 1.60 X 106 ตัลตัน และกรดไฮยาลูโรนิกที่ได้ 
จาก สายสะดือมนุษย์ ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 3.00 ถึง 5.80 X  106 ตัลตัน เป็น 
สารตัวอย่าง โดยทำการทดลอง คร้ังละ 1 ตัวอย่าง ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 
3.18, รูปท่ี 3.19 และรูปท่ี 3.20 ตามลำดับ
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รูปท่ี 3.18 แสดง electropherogram ของ NTS (internal standard) เมือมีการเติม pullulan ลงใน 
สารละลายบัฟเฟอร์
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รูปท่ี 3.19 แสดง electropherogram ของกรดไฮยาลูโรนิกทีได้จาก Streptococcus zooepidemicus
(Sigma) (Mw = 0.85 ถึง 1.60 X 106 คัลตัน) โดยไม่มี NTS เป็น internal standard
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รูปท่ี 3.20 แสดง electropherogram ของกรดไฮยาถูโรนิกที่ได้จากสายสะดือมนุษย์ (Sigma) 
(Mw = 3.00 กง 5.80 X 106 ดัลตัน) โดยไม่ม NTS เป็น internal standard

จากรูปท่ี 3.18, รูปท่ี 3.19 และรูปท่ี 3.20 พบว่า ค่า migration time ของ NTS, กรดไฮยาลูโร 
นิกที่ได้จาก Streptococcus zooepidemicus ซึ่งมีนํ้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 0.85 ถึง 1.60 X 106 ดัลตัน 
และกรดไฮยาถูโรนิกที่ได้จาก human umbilical cord ซึ่งมีนํ้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 3.00 ถึง 5.80 X  

106 ตัลตัน มีค่าเท่ากับ 5.383, 20.593 และ 19.137 นาที ตามลำดับ ซึ่งเมื่อนำมาคำนวณค่า relative 
mobility ของกรดไฮยาลูโรนิกมาตรฐานแต่ละตัวจะได้เท่ากับ 3.826 และ 3.555 ตามลำตับ ซ่ึงค่า 
relative mobility ของกรดไฮยาลูโรนักที่ได้ ไม,สัมพันธ์กับค่านํ้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนิก 
คือ กรดไฮยาลูโรนิกที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่ากลับมีค่า relative mobility สูงกว่า กรดไฮยาสูโรนิกท่ีมีท้ัา 
หนักโมเลกุลสูง ทำให้ไม่สามารถสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า relative mobility กับค่านาหนัก 
โมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกได้ จึงคาดว่า ภาวะท่ีใช้ในการทดลองยังไม,เหมาะสม คือ อาจจะต้อง 
ปรับเปลี่ยนภาวะต่างๆในการทดลอง เช่น ความเข้มข้นของ running buffer ความเข้มข้นของ pullulan 
ที่จะใช้ ระยะเวลาในการฉีดสารตัวอย่าง อุณหภูมิของ capillary ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ ซ่ึงมีผล 
ต่อค่า migration time ท้ังส้ิน และอาจจะต้องเพิ่มชนิดของกรดไฮยาถูโรนิกมาตรฐานให้มากขึ้น 
สำหรับการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า relative mobility กับค,าทั้าหนักโมเลกุลของกรดไฮยา 
สูโรนิกมาตรฐานท่ีถูกต้อง สำหรับใช้หาค,าน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาถูโรนิก ท่ีเป็นสารตัวอย่าง 
ตัวยเครอง Capillary Electrophoresis
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