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              งานวิจัยนี้ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย Streptococcus zooepidemicus 
UN-7 ปจจัยที่ศึกษาแบงออกเปน 2 กลุม   กลุมแรก คือ อิออนโลหะที่มีประจุ 2+ และกลุมที่สอง คือ สาร
ตั้งตนหรือสารมัธยันตรในวิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  ผลการศึกษาในระดับขวดเขยาพบวาเชื้อ
ผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในการทดลองชุดควบคุม ประมาณ 620-700 มิลลิกรัมตอลิตร  เมื่อเสริมปจจัย
เหลานั้นแบบเดี่ยวพบวาปจจัยที่เพิ่มผลผลิตในเกณฑสูงคือ MnSO4.H2O (10 มิลลิกรัมตอลิตร) ให
ผลผลิตประมาณ 880 มิลลิกรัมตอลิตร  ขณะที่กลูตามีน (125 มิลลิกรัมตอลิตร) และกลูโคส-6-ฟอสเฟต 
(5 ไมโครโมลาร) ใหผลผลิตใกลเคียงกัน คือ ประมาณ 825-830 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนไพรูเวท (15 
มิลลิกรัมตอลิตร) ใหผลผลิตประมาณ 800 มิลลิกรัมตอลิตร   เมื่อเติม MnSO4.H2O รวมกับสารประกอบ
เหลานี้แตละชนิดที่ความเขมขนขางตน  พบวาไพรูเวทใหผลผลิตสูงสุด คือประมาณ 950 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  กลูโคส-6-ฟอสเฟต ใหผลผลิตดีรองลงมา คือประมาณ 930 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนสารประกอบ
ชนิดอื่น ๆ ไมมีผลชวยเพิ่มการผลิตเมื่อเทียบกับการเติม MnSO4.H2O 

การศึกษาในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชอัตราเร็วในการกวน 300 รอบตอนาที อัตราการ
ใหอากาศ 1.5 vvm  พบวาการทดลองชุดควบคุมใหผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุด  2,144 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ที่ชั่วโมงที่ 30   เมื่อมีการเติมปจจัยเดี่ยวไดแก MnSO4.H2O (10 มิลลิกรัมตอลิตร)  พบวาผลผลิต
เพิ่มขึ้นเปน 2,215 มิลลิกรัมตอลิตรที่ช่ัวโมงที่ 30 และใหผลผลิตสูงสุดเปน 2,572 มิลลิกรัมตอลิตรที่
ช่ัวโมงที่ 39   เมื่อเติมไพรูเวท (15 มิลลิกรัมตอลิตร) ใหผลผลิตสูงสุด 2,541 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ช่ัวโมงที่ 
30   เมื่อทําการเติมรวมกันระหวาง MnSO4.H2O กับไพรูเวทที่ความเขมขนดังกลาว เชื้อผลิตกรดไฮยาลู
โรนิกได 2,342 มิลลิกรัมตอลิตรที่ชั่วโมงที่ 30 และใหผลผลิตสูงสุด 2,903 มิลลิกรัมตอลิตรที่ชั่วโมงที่ 
48  เมื่อทําการหมักภายใตภาวะดังกลาวแตเพิ่มอัตราเร็วในการกวนเปน 400 และ 500 รอบตอนาทีจะได
ผลผลิตเปน 2,670 และ 2,624 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับที่ชั่วโมงที่ 30 และใหผลผลิตสูงสุดประมาณ 
2,949 มิลลิกรัมตอลิตรที่ช่ัวโมงที่ 45  สําหรับการกวน 400 รอบตอนาที และ 2,903 มิลลิกรัมตอลิตรที่
ช่ัวโมงที่ 33  สําหรับการกวน 500 รอบตอนาที 
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Factors affecting hyaluronic acid production by Streptococcus zooepidemicus UN-7 were 

studied. Two types of the factors which were divalent cations and the precursors or the intermediates in 
hyaluronic acid biosynthetic pathway were investigated. Hyaluronic acid production in the control 
experiment in shaken flask was about 620-700 mg.l-1. When single factor was added,  MnSO4.H2O (10  
mg.l-1) gave the best yield with the maximum amount of  880  mg.l-1 whereas similar yields of about 
825-830  mg.l-1 were obtained from both glutamine (125  mg.l-1) and glucose-6-phosphate (5 µM) and 
the yield of about 800  mg.l-1 was obtained from pyruvate (15  mg.l-1). Addition of   MnSO4.H2O in 
combination with each fo those compounds at the above concentrations resulted in the best yield of 
950  mg.l-1 with pyruvate whereas glucose-6-phosphate gave the second best of  930  mg.l-1 but the 
other compounds had no effect in increasing production yield from that of with  MnSO4.H2O alone. 

Cultivation in a 5 L- fermentor at agitation speed of 300 rpm and aeration rate of 1.5 vvm, the 
maximum yield of  2,144  mg.l-1 was obtained at 30 h of cultivation from the control experiment. 
Addition of MnSO4.H2O (10 mg.l-1) yielded 2,215 mg.l-1 at hour 30 with maximum yield of 2,572  
mg.l-1 at hour 39. Addition of pyruvate (15  mg.l-1) gave maximum yield of 2,541  mg.l-1 at hour 30. 
Addition of MnSO4.H2O in combination with pyruvate at the above concentrations yielded 2,342  mg.l-

1 at hour 30 and gave maximum yield of 2,903  mg.l-1 at hour 48. When fermentation was performed 
under the same conditions except at the agitation speeds of 400 and 500 rpm, the yields of 2,670 and 
2,624  mg.l-1 were obtained at hour 30, respectively and reached the maximum yields of 2,949  mg.l-1 
at hour 45 for 400 rpm and 2,903  mg.l-1 at hour 33 for 500 rpm. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

  กรดไฮยาลูโรนิก  (hyaluronic acid, HA) เปนสารพอลิแซคคาไรดในกลุมไกลโคอะมิ
โนไกลแคน (glycoaminoglycan)  มีลักษณะเปนพอลิเมอรสายตรง  มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบไป
ดวยหนวยยอยของ D-glucuronic acid และ N-acetyl-D-glucosamine  ซ่ึงจับกันโดยพันธะ β (1,3) และ      
β (1,4) glycosidic bond  มีสูตรโมเลกุลอยางงาย คือ (C14H21NO11)n ซ่ึง n จะมีคามากกวา 1,000 (Brown 
และคณะ, 1994)  พบไดตามธรรมชาติ ในสัตวช้ันสูงจะพบเปนองคประกอบสําคัญของเนื้อเยื่อ เชน 
สายรก วุนในตา และหงอนไก นอกจากนั้นยังพบไดในแบคทีเรียซ่ึงจะพบกรดไฮยาลูโรนิกในรูปของ
แคปซูลลอมรอบภายนอกเซลล โดยทั่วไปกรดไฮยาลูโรนิกสวนใหญที่ผลิตขายทางการคาจะมาจากการ
สกัดจากเนื้อเยื่อสัตว  แตวิธีการผลิตนี้จะมีขั้นตอนที่ซับซอน  และมีการปนเปอนจาก proteoglycans อ่ืน
ในเซลล  ทําใหมีตนทุนในการผลิตที่สูงขึ้นและทําใหปริมาณของกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดมีปริมาณต่ํา อีก
ทั้งปญหาของการนําไปใชที่จะเสี่ยงกับการเกิด cross-species หรือเกิดการติดเชื้อข้ึน  (Bracke และคณะ, 
1985 ; Morita และ Fujii, 1991 ; Brown และคณะ, 1994 ; Ellwood และคณะ, 1996) จึงไดมีการหันมา
สนใจการผลิตไฮยาลูโรนิกโดยวิธีการหมักจากจุลินทรียแทน  ซ่ึงกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจะมีคุณสมบัติ
คลายคลึงกับกรดไฮยาลูโรนิกที่พบในสัตวช้ันสูง   สําหรับการผลิตดวยวิธีการนี้มีขอไดเปรียบวิธีการ
อ่ืน ๆ คือ ใชระยะเวลานอย ใหผลผลิตสูง มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น  และใชตนทุนในการผลิตต่ํา  โดย
แบคทีเรียสายพันธุ Streptococci กลุม A และ C จะมีความเหมาะสมในการผลิตมากที่สุด  เนื่องจาก
สามารถสรางกรดไฮยาลูโรนิกไดในปริมาณสูง และสรางพอลิเมอรมิวโคพอลิแซคคาไรดของกรดไฮ
ยาลูโรนิกเพียงชนิดเดียวเทานั้น (Rijin, 1983)   สําหรับภาวะในการหมักที่เหมาะสมเพื่อการผลิตกรด     
ไฮยาลูโรนิกนั้น  สามารถทําไดทั้งในภาวะไรออกซิเจน และ ภาวะที่มีออกซิเจน  โดยอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่นิยมใชที่สุด คือ 37 องศาเซลเซียส  (Nimrod และคณะ, 1988, 
Akasaka และคณะ, 1989, Swann และคณะ, 1990, Ellwood และคณะ, 1995)  และใชคาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสมในชวง 6.7 ± 0.2   
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1.2 ประโยชนของกรดไฮยาลูโรนิก 
 
  กรดไฮยาลูโรนิกจัดวาเปนสารที่มีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะทางดานการแพทย  
เนื่องจากเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑยา  เชน เปนสวนผสมในยาหยอดตา เปนยารักษาโรคขอตอ
อักเสบ และใชในการรักษาบาดแผล (Balazs, 1979, Morita และ Fujii, 1991) นอกจากนี้กรดไฮยาลูโร 
นิกยังมีความสําคัญในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง   โดยเปนองคประกอบสําคัญและมีราคาแพงเนื่องจาก
คุณสมบัติของกรดไฮยาลูโรนิกที่ทําหนาที่เปนสารใหความชุมชื้นแกผิว (Nimrod และคณะ, 1988) จาก
มูลคาการนําไปใชทั้งหมดพบวา ในป ค.ศ.2002  มูลคาทางการตลาดทั่วโลกของกรดไฮยาลูโรนิกมีคา
ถึงสองหมื่นหนึ่งพันลานบาท  โดยสัดสวนของสินคาในทางการแพทยมีมูลคาประมาณหนึ่งหมื่นเจ็ด
พันลานบาท และในสวนของเครื่องสําอางมีมูลคาสี่พันลานบาท (Novozymes, 2002) 
 
 
1.3 วัตถุประสงคในการทําวิจัย 
 
  เนื่องจากประโยชนและความสําคัญของกรดไฮยาลูโรนิกตามที่ไดกลาวมาแลว  ทําให
งานวิจัยนี้มุงเนนที่จะศึกษาถึงปจจัยที่ชวยสงเสริมกระบวนการหมักเพื่อการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย
แบคทีเรีย Streptococcus zooepidermicus UN-7 ที่ผานการปรับปรุงสายพันธุมาแลว และใหผลผลิต
กรดไฮยาลูโรนิกไดสูงกวาเดิมรอยละ 33.33 (ทรงศักดิ์ พันธุวัฒนะสิงห, 2540)  โดยจะทําการควบคุม
ปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกใหมีความเหมาะสม  เชน สงเสริมใหมีการ
สรางพลังงานอยางเพียงพอภายในเซลล  โดยการเติมสารมัธยันตร และสารตั้งตนบางชนิด  ตลอดจน
สงเสริมการทํางานของเอนไซมตาง  ๆ ที่เกี่ยวของในวิถีเมตาบอลิซึมของเซลล  เพื่อใชเปนแนวทางใน
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใหไดผลผลิตที่สูงขึ้นตามความตองการ 
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 ประวัติความเปนมา 
 

กรดไฮยาลูโรนิก  (Hyaluronic acid)  เปนสารอินทรียประเภทเฮเทอโรโพลีแซคคาไรด  
(heteropolysaccharides)  ในกลุมไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycoaminoglycan) หรือ มิวโคโพลีแซคคา
ไรด (mucopolysaccharide)  ที่ประกอบดวยโพลิเมอรชนิดอื่น เชน  เฮพปาริน (heparin), คอนดรอยติน 
(chondroitin), เดอมาแทน (dermatan) และ เคราแทน (keratan) ซ่ึงโพลีแซคคาไรดในกลุมนี้มี
ความสําคัญอยางมากในสิ่งมีชีวิตทั่วไป  โดยเฉพาะกรดไฮยาลูโรนิกจะทําหนาที่เปนองคประกอบของ
เนื้อเยื่อภายในรางกาย เชน ผิวหนัง  กระดูกออน  และอวัยวะบางอยาง เชน  สายรก  วุนตา น้ําไขขอ 
และ หงอนไก   ซ่ึงคุณสมบัติทางกายภาพของกรดไฮยาลูโรนิกนั้นมีความเกี่ยวของกับกระบวนการทาง
ชีวภาพตาง ๆ ในสิ่งมีชีวิต เชน บริเวณผิวหนังและกระดูกออนมีหนาที่จับน้ํา และโปรตีนหรือมิวโคโพ
ลีแซคคาไรดอ่ืน  เพื่อความยืดหยุนของเนื้อเยื่อ  สวนในน้ําไขขอนั้นกรดไฮยาลูโรนิกอาศัยคุณสมบตัทิีม่ี
ความหนืด  ทําหนาที่เปนสารหลอล่ืน  (Nimrod และคณะ, 1988; Morita และ Fujii, 1991; Meyers และ
คณะ, 1966; Robert, 1982)   ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมกรดไฮยาลูโรนิกยังสามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวน
ของลิมโฟไซด และแมคโคฟาจ,  ยับยั้งปฏิกริยาการตอตานเซลลปลูกถาย,  กระตุนการรวมตัวของเซลล
ลิมโฟมาร (lymphoma cell) (Balazs, 1979)  และเนื่องจากคุณสมบัติของกรดไฮยาลูโรนิกที่เปนโพลี
แซคคาไรด  ที่มีความหนืดสูง ไมมีสี  มีความยืดหยุน  เก็บรักษาความชุมชื้นไดดี  และ ละลายน้ําได  
(Balazs, 1979)  จึงไดมีการนํากรดไฮยาลูโรนิกมาใชประโยชนในทางการแพทย เชน ใชในการรักษา
ผาตัดดวงตา เปนสวนประกอบในยาหยอดตา (ophthalmics) ใชรักษาโรคเกี่ยวกับขอตอกระดูก 
(orthopaedics), ใชรักษาบาดแผล (wound healing), ใชตรวจหาแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ 
streptococcal hyaluronidase ในซีรัมมนุษย (Balazs, 1979; Morita และ Fujii, 1991; Kjem และ 
Lebech,1976) และใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอางโดยเปนสวนประกอบที่สําคัญในการใหความชุมชื้น
แกผิวหนังในครีมทาหนา  (Nimrod และคณะ, 1988)  ซ่ึงกรดไฮยาลูโรนิกที่นํามาใชจะมีน้ําหนัก
โมเลกุลตั้งแต 5 X 106 ดาลตัน ถึง 1.3 X 107 ดาลตัน (Nimrod และคณะ, 1988) หรือมากกวา 1.4 X 107 
ดาลตัน (Ellwood และคณะ, 1995) ซ่ึงจะมีความผันแปรขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ เชน แหลงที่มา และ
ความแตกตางของวิธีการในการสกัดแยกกรดไฮยาลูโรนิก 
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2.2 คุณสมบัติของกรดไฮยาลูโรนิก 
 

กรดไฮยาลูโรนิกเปนโพลีแซคคาไรดในกลุมไกลโคอะมิโนไกลแคนที่มีสูตรโครงสรางทางเคมี
คือ (C14H21NO11)n  โดย n มีคามากกวา 1,000 ขึ้นไป  มีรูปรางโมเลกุลเปนลักษณะเกลียวแบบสุมที่
เกี่ยวพันกันเปนรางแห  ซ่ึงมีลักษณะคลายเจล  มีความเหนียว หนืด และยืดหยุน  มีสภาพความเปนขั้ว
สูง ละลายน้ําได  แตไมละลายในตัวทําละลายอินทรีย (Balazs, 1979)   มีลักษณะเปนโพลีเมอรสาย
ตรงที่ประกอบไปดวยหนวยยอยของไดแซคคาไรด (disaccharide unit) เปนน้ําตาล 2 ชนิดคือ เอ็น-อะซิ
ติล-ดี-กลูโคซามีน  (N-acetyl-D-glucosamine) และ ดี-กลูโคโรนิก แอซิด (D-glucuronic acid) ดังแสดง
ในรูปที่ 2.1  

 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางของกรดไฮยาลูโรนิกแตละหนวยยอย 
 

 จากรูปที่ 2.1 น้ําตาลโมโนแซคคาไรดทั้งสองชนิดภายในหนวยยอยไดแซคคาไรดจะเชื่อมตอ
กันดวยพันธะ β -1,4 glycosidic bond ระหวางคารบอนอะตอมที่ 1 ของ N-acetyl-D-glucosamine กับ
คารบอนอะตอมที่ 4 ของ D-glucuronic acid  และหนวยยอยของน้ําตาลไดแซคคาไรดจะเชื่อมตอกัน
ดวยพันธะ β -1,3 glycosidic bond  ระหวางคารบอนอะตอมที่ 1 ของ D-glucuronic acid กับคารบอน
อะตอมที่ 3 ของ N-acetyl-D-glucosamine   โดยทั่วไปกรดไฮยาลูโรนิกที่พบไดในธรรมชาติ  และที่แยก
ไดมักจะอยูในรูปของเกลือโซเดียม  คือ  โซเดียมไฮยาลูโรเนต   และพบบางในรูปของเกลือ
โพแทสเซียมไฮยาลูโรเนต (Nimrod และคณะ, 1988; Brown และคณะ, 1994; Ellwood และคณะ, 1995; 
Fujii และคณะ, 1996) 
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2.3  การผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 

เนื่องจากกรดไฮยาลูโรนิกมีแหลงที่พบหลากหลายทั้งในเซลลของสิ่งมีชีวิตชั้นสูง และเซลล
แบคทีเรีย  จึงไดมีการศึกษาและคิดคนวิธีการในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่เหมาะสมสําหรับแหลงผลิต
นั้น ๆ 

 
2.3.1   การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยการสกัดจากเซลลของสิ่งมีชีวิต   
 

           ตัวอยางการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยการสกัดจากแหลงที่มีรายงานวาตรวจพบกรดไฮ
ยาลูโรนิก  เชน หงอนไก (rooster comb), น้ําจากไขกระดูก (synovial fluid), สายสะดือ (umbilical 
cord), เยื่อเมือกบริเวณดวงตา (vitreous body), เซลลเยื่อบุผิวหนัง (epithelial cell), น้ําไขขอวัว (bovine 
synovial fluid) และ กระดูกออนของวัว (bovine articular cartilages) (Cifonelli และ Mayeda, 1957 ; 
Laurent และคณะ, 1960 ; Radin และคณะ, 1970 ; Matsumura และคณะ, 1963 ; Keng และคณะ, 1989) 
เปนตน  กรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจากวิธีการนี้จะมีน้ําหนักโมเลกุลที่สูง และมีสายของน้ําตาลไดแซคคา
ไรดที่ยาวกวาที่ไดจากวิธีการอื่น  ทําใหมีมูลคาที่สูงกวากรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจากการหมักโดยแบคทีเรีย   
แตอยางไรก็ตามเนื่องจากแหลงที่มาของกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจากเซลลสัตว จะประกอบไปดวยโปรตีน 
และ โพลีแซคคาไรดชนิดอ่ืนที่ปนเปอน  ทําใหกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดยังไมบริสุทธิ์พอตอการนําไปใช   
จึงตองผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ที่มีความซับซอนและ ยุงยาก   นอกจากนั้นยังมีการปนเปอนของ
เอนไซมไฮยาลูโรนิเดส (hyaluronidase) สงผลใหกรดไฮยาลูโรนิกที่สกัดแยกไดจะถูกยอยใหมีขนาด
โมเลกุลที่ต่ําลง  (O’Regan และคณะ, 1994)  จึงทําใหกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตจากวิธีการนี้มีตนทุนใน
การผลิตที่สูง  และมีคุณสมบัติที่ไมเหมาะสมในการนําไปใชประโยชน  ถาไมไดผานขั้นตอนที่
เหมาะสมในการทําใหบริสุทธิ์   นอกจากนี้ยังอาจพบปญหาจากการปนเปอนของไวรัสที่พบในเนื้อเยื่อ
สัตว  ทําใหไมเปนท่ียอมรับในทางการแพทย  (Bracke และคณะ,1985 ; Morita และ Fujii, 1991; 
Brown และคณะ, 1994 ; Ellwood และคณะ, 1996) 
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2.3.2 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยการสังเคราะหดวยเอนไซมจากน้ําตาลที่จับกับนิวคลีโอ
ไทด   

 
               De Luca และคณะ (1995)  ไดมีการรายงานถึงวิธีการเตรียมกรดไฮยาลูโรนิกจาก
น้ําตาลที่จับกับนิวคลีโอไทด 2 ชนิด คือ UDP-N-acetyl-D-Glucosamine (UDP-GlcNAc) และ UDP-
Glucuronic acid (UDP-GlcA) ซ่ึงเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  โดยใชเอนไซม 
Hyaluronic acid synthase, และใชเอนไซม UDP-GlcNAc Pyrophosphorylase และ UDP-Glc 
Pyrophosphorylase ในการสราง UDP-N-acetyl glucosamine และ UDP-glucose ตามลําดับ  นอกจากนี้
ยังใชเอนไซม UDP-glucose dehydrogenase ในการเปลี่ยน UDP-glucose เปน UDP-glucuronic acid  
ซ่ึงกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดจากวิธีการนี้จะอยูในรูปของเกลือโซเดียม  และเมื่อเปรียบเทียบกับกรด   
ไฮยาลูโรนิกที่แยกไดจากเซลลส่ิงมีชีวิต พบวาใหผลที่ไมแตกตางกัน  ขอดีของวิธีการผลิตวีธีนี้ คือ 
สามารถลดการปนเปอนของสารโพลิแซคคาไรดอ่ืน ๆ และ ลดการปนเปอนของไวรัสที่พบในเซลล
ส่ิงมีชีวิต  รวมถึงลดการปนเปอนจากเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส  ทําใหสามารถควบคุมขนาดของมวล
โมเลกุลกรดไฮยาลูโรนิกไดตามตองการ   สําหรับขอจํากัดของวิธีการนี้ คือ สารตั้งตนที่ใชในการผลิต
ไดแก  Glc-1-P และ GlcNAc-1-P  มีราคาแพง และเอนไซมไฮยาลูโรแนน ซินเทส (Hyaluronan 
synthase) ที่ใชในการผลิตไมเสถียร  ทําใหการนําไปใชในภาคอุตสาหกรรมไมสามารถพัฒนาตอไปได   
วิธีการในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีการสรางจากน้ําตาลสายยาว และ กลไกในการสรางกรด      
ไฮยาลูโรนิกจากเอนไซมแสดงในรูปที่  2.2 
 
 
 
 



 

 
 
 
 

รูปที่ 2.2  การสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกจากน้ําตาลที่จบักับนิวคลีโอไทดดวยการใชเอนไซม  (De Luca และคณะ, 1995) 
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2.3.3   การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจากกระบวนการหมักโดยแบคทเีรีย 
 

                การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกพบไดในแบคทีเรียกลุม Streptococci โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
S.zooepidemicus (Swann และคณะ, 1990 ; Nimrod และคณะ, 1988 ; Akasaka, Komasaki และ 
Arai, 1989 ; Morita และ Fujii, 1991)  S.equi  (Ellwood และคณะ, 1995 ; Brown และคณะ, 1994 ; 
Morita และ Fujii, 1991)  S.pyogenes (Bracke และคณะ, 1985)  เปนตน   คุณสมบัติของเชื้อในกลุม
นี้เปนแบคทีเรียแกรมบวก  รูปรางรี (ovoid) หรือกลม (spherical) จัดเรียงตัวกันเปนสาย  บางครั้ง
พบในลักษณะกลมคู หรือรูปรางคลายแทง  เปนพวก facultative anaerobes ซ่ึงการผลิตกรดไฮยาลู
โรนิกดวยกระบวนการหมักนี้ไดมีการปรับปรุงและพัฒนาอยางมาก  เนื่องจากเปนวิธีการที่ใหผล
ผลิตสูง  ใชระยะเวลาในการหมักส้ัน  ไมพบปญหาการปนเปอนจากไกลโคอะมิโนไกลแคนชนิด
อ่ืน และใชตนทุนในการผลิตที่ต่ํา  อีกทั้งยังสามารถทําการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียที่ใชในการ
หมัก และ ควบคุมภาวะที่เหมาะสมในระหวางการหมักได   ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการสกัด
จากเซลลส่ิงมีชีวิตและการสังเคราะหดวยเอนไซมจึงเปนวิธีการที่เหมาะสมที่สุด  แตก็ยังมีขอเสีย
เนื่องจากเชื้อที่ใชในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรค และผลิตสารสเตรป
โตไลซินซึ่งเปนสารที่สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงได  ทําใหตองทําการปรับปรุงและคัดเลือก
สายพันธุที่มีความเหมาะสมสําหรับการผลิตเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่ปราศจากการปนเปอน              
สารสเตรปโตไลซิน และไมกอใหเกิดโรคกับสิ่งมีชีวิต 
  กระบวนการหมักเพื่อการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจาก Streptococcus sp. สามารถทํา
ไดทั้งในสภาพไรออกซิเจน (anaerobic fermentation) (Bracke และคณะ, 1985) และในสภาพที่มี
ออกซิเจน (aerobic fermentation) (Morita และ Fujii, 1991 ; Swann และคณะ, 1990 ; Akasaka, 
Komasaki และ Arai, 1989)  วิธีการหมักสามารถทําไดทั้งการหมักแบบแบทช (Batch fermentation) 
ซ่ึงเปนวิธีที่นิยมใชมากเนื่องจากสะดวกในการควบคุมสภาวะระหวางการหมักและปองกันการ
ปนเปอนไดงาย (Nimrod และคณะ, 1988 ; Swann และคณะ, 1990 ; Johns, Goh และ Oeggerli, 
1994)  การหมักแบบแบงเติมสาร (Fed-batch fermentation) โดยมากเปนการแบงเติมน้ําตาลใน
ระหวางการหมัก (Morita และ Fujii, 1991 ; Akasaka, Komasaki และ Arai, 1989)  นอกจากนั้นยังมี
การศึกษาถึงการเติมไลโซไซมรวมกับกลูโคสในระหวางการหมักดวยความเขมขนที่เหมาะสม  จะมี
ผลทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกและน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น (Kim และคณะ, 
1996) และกระบวนการหมักแบบตอเนื่อง (Continuous fermentation) เปนการหมักที่ใหผลผลิตและ
น้ําหนักโมเลกุลที่สูงขึ้น แตไมคอยเปนที่นิยมเนื่องจากความซับซอนและปญหาการปนเปอนใน
ระหวางการหมัก (Ellwood และคณะ, 1995) 
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2.4 กลไกในการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก 
 

  กรดไฮยาลูโรนิก เปนสารเมแทบอไลทปฐมภูมิ (primary metabolite) ที่ผลิตไดจาก
แบคทีเรีย ในกลุม Streptococci โดยกรดไฮยาลูโรนิก จะผลิตในรูปของแคปซูล  เพื่อปองกันเซลล
จากระบบภูมิคุมกันภายในรางกาย  และเปนสวนชวยในการเคลื่อนที่ของเซลลผานเนื้อเยื่อ   
นอกจากนั้นแคปซูลยังมีหนาที่สําคัญที่ชวยใหเซลลของแบคทีเรียในกลุมนี้ สามารถทนอยูไดใน
สภาพที่มีออกซิเจนสูง เมื่อเซลลมีการเจริญในภาวะที่มีการใหอากาศ โดยสวนที่เปนแคปซูลจะชวย
ใหการเจริญของเซลลมีลักษณะเปนกลุม สงผลใหการนําออกซิเจนเขาสูเซลลต่ําลง เนื่องจาก
อัตราสวนพื้นที่ผิวตอปริมาตรลดลง ซ่ึงจะชวยจํากัดการแพรของออกซิเจน และยังชวยลดการสราง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดซ่ึงเปนพิษตอเซลลอีกดวย (Cleary และ Larkin, 1979) สําหรับ
กระบวนการหมักเพื่อผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยแบคทีเรียนั้น  พบวาจะมีการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก
เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว ในชวงการเจริญ exponential phase และจะสูงที่สุดในชวง stationary phase 
หลังจากนั้นเซลลจะปลอยกรดไฮยาลูโรนิกลงสูอาหาร โดยเกิดจากการทํางานของเอนไซมไฮยาลู
โรนิเดส (hyaluronidase) นอกจากนั้นยังจะมีผลทําใหขนาดมวลโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกลดลง
ดวย (Van de Rijn, 1983; Brown และคณะ, 1994)                 
 จากการศึกษาในระดับโมเลกุล  พบวาการสรางกรดไฮยาลูโรนิก จะถูกควบคุมโดย has 
operon ซ่ึงประกอบดวยยีน (gene) ทั้งหมด 3 ยีน คือ hasA, hasB และ hasC โดยที่ hasA เปนรหัส
ของเอนไซม ไฮยาลูโรนิก แอซิด ซินเทส (hyaluronic acid synthase) ซ่ึงเปนเอนไซมที่สําคัญตอการ
เรงปฏิกิริยา การนําสารตั้งตน UDP-N-acetyl-D-glucosamine และ UDP-D-glucuronic acid มาสราง
เปนกรดไฮยาลูโรนิกโพลีเมอร (Dougherty และ Van de Rijn, 1994) hasB เปนรหัสของเอนไซม    
ยูริดีนไดฟอสเฟต-กลูโคส ดีไฮโดรจีเนส (UDP-glucose dehydrogenase) ซ่ึงจะเรงปฏิกิริยาการ
เปลี่ยน UDP-glucose เปน UDP-glucuronic acid (Dougherty และ Van de Rijn, 1993) และ hasC 
เปนรหัสของเอนไซมยูริดีนไดฟอสเฟต-เอ็น-อะซิทิล-ดี-กลูโคซามีนไพโรฟอสโฟรีเลส (UDP-N-
acetyl-D-glucosamine pyrophosphorylase) ซ่ึงจะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน กลูโคส-1-ฟอสเฟต และ 
UTP  ไปเปน UDP-glucose และ PPi (Crater และ Rijn, 1995; Crater และคณะ, 1995) กลไกการ
สังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก ดังแสดงในรูปที่ 2.3     
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รูปที่ 2.3   แสดงกลไกการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกโดย  S.zooepidemicus  
 
 



11 

 จากรูปที่ 2.3  แสดงกลไกการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกโดย S.zooepidemicus  สามารถ
อธิบายไดวา  D-glucuronic acid  และ N-acetyl glucosamine  ไดมาจาก กลูโคส-6-ฟอสเฟต และ 
ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต  โดยปฏิกริยาแรกเริ่มจาก กลูโคส-6-ฟอสเฟต ที่เปนสารตั้งตนแรก จะถูก
เปลี่ยนใหเปน  กลูโคส-1-ฟอสเฟตดวยเอนไซม α- Phosphoglucomutase  ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่ผัน
กลับได  จากนั้นเอนไซม UDP-glucose pyrophosphorylase  จะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน UTP และ 
กลูโคส-1-ฟอสเฟตใหได UDP-glucose  ตอจากนั้น  UDP-glucose จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น โดย
เอนไซม UDP-glucose dehydrogenase  ที่มีความจําเพาะกับตําแหนง  primary alcohol group  เกิด
เปน  UDP-glucuronic acid    ในสวนกลไกการสังเคราะหน้ําตาลที่มีหมูอะมิโนนั้นจะผลิตจาก  
ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต  โดยเริ่มจากเอนไซม amidotransferase จะเคลื่อนยายกรดอะมิโนจากกลูตา
มีนไปยัง ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต เพื่อสราง glucosamine-6-phosphate  ตอจากนั้น เอนไซม 
acetyltransferase จะทําการเติมหมู acetyl  เกิดเปน N-acetyl glucosamine-6-phosphate ในขั้นตอน 
การเกิดปฏิกิริยานี้จะใชพลังงาน ATP  เพื่อสลายพันธะ thioester ใน acetyl-CoA  ตอมา N-acetyl 
glucosamine-6-phosphate จะเกิดการจัดเรียงตัวใหมของหมูฟอสเฟตโดยอาศัยการทํางานของ
เอนไซม  mutase ในการเปลี่ยนเปน N-acetyl  glucosamine-1-phosphate  และในขั้นตอนสุดทาย
เอนไซม pyrophosphorylase จะเติมหมู UDP  เพื่อใหไดเปน UDP-N-acetyl glucosamine  ซ่ึงใน
ขั้นตอนนี้ตองอาศัย UTP เขารวมในปฏิกิริยากระตุนการทํางานของหมู glycosyl  เพื่อทําใหเกิดการ
ตอสายโพลิแซคคาไรดของกรดไฮยาลูโรนิกโดยเอนไซม hyaluronic acid synthase  และเมื่อสรุป
ปฏิกริยาทั้งหมดจากกลไกในการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกพบวา การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่
ประกอบไปดวยน้ําตาลไดแซคคาไรด  1 โมเลกุล นั้นตองใชพลังงานรวมเทียบเทากับ ATP ทั้งสิ้น 5 
โมเลกุล  โดยที่พลังงาน 2  โมเลกุล จะถูกใชไปในปฏิกิริยา glucokinase  เพื่อการสรางสารตั้งตนใน
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  สวนอีก 2 โมเลกุลอยูในรูป  UTP และอีก 1 โมเลกุลอยูในรูป acetyl CoA 
ที่ไดในการสังเคราะห N-acetyl glucosamine  ในสวนของปฏิกิริยาออกซิเดชั่นที่เกิดขึ้นโดย
เอนไซม UDP-glucose dehydrogenase จะทําใหเกิด NADH 2 โมเลกุล ตอการสังเคราะหกรดไฮยาลู
โรนิก 1 โมเลกุล (รูปที่ 2.4) โดยธรรมชาติจุลินทรียชนิด facultative anaerobe ที่ผลิตกรดไฮยาลูโร
นิกจะไมสามารถสรางพลังงานไดจาก oxidative-respiratory metabolism เนื่องจากภายในเซลลไม
พบเอนไซมสําหรับ TCA cycle และ electron transport chain  (Cooney และคณะ,1999) และ
นอกเหนือไปจากนั้น สารตั้งตนที่ใชสําหรับการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  จะถูกนําไปใชเพื่อการ
สรางผนังเซลล, เปปทิโดไกลแคน และ กรดไทรโคอิค อีกดวย  
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2.5   วิถีเมตาบอลิซึมใน Streptococci 
 
 Streptococci เปนแบคทีเรียชนิด fermentative metabolism เมื่ออยูในภาวะการเลี้ยงที่ไมมี
อากาศ  ผลผลิตหลักที่ไดจากกระบวนการหมักกลูโคส คือ กรดแลกติก จะมีปริมาณ ฟอรเมท, อะซี
เตท และเอธานอลเพียงเล็กนอย   โดยทั่วไปแบคทีเรียชนิดนี้จะมีความตองการแหลงไนโตรเจนที่
หลากหลาย และมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนที่สําคัญ  โดยกลูโคสที่ถูกใชในกระบวนการหมักจะ
ถูกเปลี่ยนเปนผลผลิตของการหมักและเปนสวนของเซลลเพียงเล็กนอย  นอกจากนั้นแบคทีเรียใน
กลุมนี้ยังสามารถสรางสารโพลีแซคคาไรดที่เปนกรดไฮยาลูโรนิกไดอีกดวย ในการเลี้ยงที่มีแหลง
อาหารอยางเพียงพอ ผลผลิตหลักที่ไดจากกระบวนการหมักคือ กรดแลกติก  การควบคุมปริมาณ
คารบอนที่ใชในกระบวนการหมักจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่สามารถเปลี่ยนการทํางานของเมตาบอลิซึมให
เปล่ียนจากการผลิตกรดแลกติกเพียงอยางเดียว  เปนการผลิต ฟอรเมท, อะซีเตท และเอธานอล ใน
อัตราสวนโดยโมลเทากับ 2:1:1   ซ่ึงในขั้นตอนการผลิตนี้จะไดพลังงาน ATP 3 โมเลกุลตอกลูโคส 
1 โมเลกุล   สูงกวาพลังงานที่ไดจากการผลิตกรดแลกติก ที่ไดพลังงาน ATP 2 โมเลกุลตอกลูโคส 1 
โมเลกุล (Thomas และคณะ, 1979)  การใหอากาศก็เปนอีกทางเลือกหนึ่งในการเพิ่มพลังงานใหกับ 
lactic acid bacteria บางสายพันธุ (Sakamoto และ Komagata, 1996) เนื่องจาก Streptococci เปน
แบคทีเรียชนิด facultative anaerobe ที่ไมสามารถสรางพลังงานไดจากการหายใจโดยใชออกซิเจน  
เนื่องจากไมมี heme ทําใหไมมีไซโตโครม จึงขาดระบบขนถายอิเลคตรอนทําใหไมสรางพลังงาน 
ATP จากกระบวนการ oxidative  phosphorylation   ดังนั้นออกซิเจนจะถูกใชไปในการออกซิไดส 
NADH  ผานเอนไซม NADH oxidase แทน   เมื่อ NADH ลดลง การผลิตเอธานอลก็จะลดลง และ
แบคทีเรียมีการผลิต อะซีเตทเพิ่มขึ้นแทน  จะทําใหไดพลังงานตามทฤษฎีเพิ่มขึ้นเปน พลังงาน ATP 
4 โมเลกุลตอกลูโคส 1 โมเลกุล (รูปที่ 2.4)  การเจริญในภาวะที่มีออกซิเจนพบวาการทํางานของ
เอนไซม pyruvate formate lyase  จะถูกยับยั้ง  และไมมีสวนรวมในการเพิ่มผลผลิตอะซีเตท (Abbe 
และคณะ, 1982) แตปริมาณอะซีเตทที่เพิ่มขึ้นจะเกิดจากการทํางานของ pyruvate oxidase หรือ 
pyruvate dehydrogenase ซ่ึงจะเปลี่ยนไพรูเวทเปน acetyl CoA แลวเปน acetyl-phosphate ในภาวะ
ที่มีออกซิเจน  และขั้นตอนสุดทาย acetyl-phosphate จะถูกเปลี่ยนใหเปนอะซีเตท  ซ่ึงการ
เกิดปฏิกิริยาในขั้นตอนนี้จะเกิดควบคูไปกับการสรางพลังงาน ATP  อีกทางเลือกหนึ่งในการ
ผลิตอะซีเตทควบคูไปกับการสรางพลังงานก็คือ การเกิดปฏิกิริยา reductive decarboxylation ของ
ไพรูเวทโดยเอนไซม pyruvate dehydrogenase complex  เกดิเปน acetyl-CoA และ คารบอนไดออก
ไซค   การเลี้ยงแบบใหอากาศจะทําใหอัตราการใชกลูโคส, อัตราการเจริญของเซลล และการ
สรางอะซีเตทเพิ่มขึ้น  แตจะแทบไมพบการผลิตฟอรเมท และเอธานอล  และยังเปนผลใหการผลิต
กรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มสูงขึ้น  วิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกและสารอื่นที่ไดจากกระบวนการ
หมักโดย S.zooepidemicus แสดงในรูปที่ 2.4 



 

 
 
 

 
 รูปที่ 2.4  วิถีเมตาบอลิซึมในกระบวนการหมักที่เปลี่ยนกลูโคสไปเปนกรดไฮยาลูโรนิกและผลิตภัณฑอื่น ๆ โดย S.zooepidemicus : NOX, NADH ออกซิเดส ; 
                 LDH, แลกเตทดีไฮโดรจีเนส ; PFL, ไพรูเวทฟอรเมทไลเอส ; PDH, ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนส ; ADH, แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส ; AK, อะซีเตทไคเนส  
    (Chong และ Nielson,2003)
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2.6 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจากกระบวนการหมักโดยแบคทีเรีย 
 
        การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยแบคทีเรียสามารถทําการปรับปรุงกระบวนการผลิตเพื่อให
ไดผลผลิตที่ดีนั้น   ปจจัยที่มีความสําคัญสําหรับกระบวนการหมักแบงออกเปน 2 ปจจัย คือ ชนิด
ของสายพันธุเชื้อที่ใชในกระบวนการหมัก   และการควบคุมภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการหมกั 
 

2.6.1 ชนิดและสายพันธุของเชื้อ 
  การคัดเลือกเชื้อสําหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจําเปนตองคํานึงถึงคุณสมบัติ
ของเชื้อที่มีความเหมาะสม คือ ตองผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดปริมาณสูง  มีความเสถียรของสายพันธุ  
ไมผลิตสารอื่นที่จะมีผลขางเคียงที่กออันตรายในการนําไปใช  เชน สเตรปโตไลซิน  และเปนสาย
พันธุที่ไมกอใหเกิดโรคในสิ่งมีชีวิต   สามารถใชแหลงคารบอนและแหลงอาหารอื่น ๆ ไดหลาย
ชนิด   การเก็บรักษาเชื้อทําไดงาย  และเชื้อสามารถทนตอการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมไดดี  
ปจจุบันเชื้อที่นิยมใชในการศึกษาวิจัยปนแบคทีเรีย Streptococci กลุม C เชน S.equi, S.equismilis, 
S.zooepidemicus เพราะเชื้อเหลานี้ไมกอโรคในคน แตกอโรคเฉพาะในสัตวเทานั้น   ประกอบกับ
สามารถผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดในปริมาณมาก   ไมมีสารพิษจากแบคทีเรียปนเปอน (Nimrod และ
คณะ, 1986 ; Swann และคณะ, 1990 ; Regan และคณะ, 1994) 
 

2.6.2 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
 

2.6.2.1 แหลงคารบอน 
   แบคทีเรียในกลุม Streptococci  จัดอยูในกลุมแลกติกแอซิด แบคทีเรีย  
สามารถใชแหลงคารบอนไดอยางหลากหลายในการหมัก  เพื่อใชเปนสารตั้งตนสําหรับการสราง 
UDP-N-acetyl glucosamine และ UDP-glucuronic acid ที่เปนสารตั้งตนของการสรางกรดไฮยาลูโร
นิก และเปนแหลงพลังงานสําหรับกิจกรรมของเซลล  จากการรายงานการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจาก
กระบวนการหมักพบวา แหลงคารบอนที่นิยมใชคือ กลูโคส และ ซูโครส เนื่องจากหาไดงาย และมี
ราคาถูก  โดยปริมาณที่ใชจะแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อ และวิธีการหมัก (Akasaka และคณะ
, 1989 ; Ellwood และคณะ, 1995 ; Nimrod และคณะ, 1986 ; Swann และคณะ, 1990) 
 
 
 
 
 



 15

2.6.2.2 แหลงไนโตรเจน 
   แบคทีเรียในกลุม Streptococci  มีความตองการอาหารซับซอน  ตองการ
กรดอะมิโนหลายชนิด  การหมักจําเปนตองควบคุมปริมาณไนโตรเจนใหเพียงพอสําหรับกิจกรรม
ของเซลล  โดยแบคทีเรียในกลุมนี้สามารถใชแหลงไนโตรเจนไดหลายชนิดทั้งที่เปนสารอินทรีย 
และสารอนินทรีย  เชน สารสกัดจากยีสต, เปปโตน, เคซีนไฮโดรไลเซท, กรดอะมิโน, แอมโมเนียม
ซิเตรท, แอมโมเนียมซัลเฟต, ยูเรีย, กลูตามีน เปนตน (Akasaka และคณะ, 1989 ; Ellwood และคณะ
,1995 ; Miyamori และคณะ, 1989 ; Nimrod และคณะ, 1986 ; Swann และคณะ, 1990 ; Willoughby 
และคณะ, 1964)  โดยปริมาณความตองการ และชนิดของกรดอะมิโนจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิด
ของเชื้อแตละสายพันธุ  ทั้งนี้เนื่องจากความสามารถในการสรางกรดอะมิโนขึ้นอยูกับสภาวะในการ
เจริญ  จึงทําใหความตองการกรดอะมิโนของเชื้อแตละสายพันธุแตกตางกันไป 
 

2.6.2.3 ฟอสเฟต 
   ฟอสเฟตมีความสําคัญในการเปนสวนประกอบของสารตั้งตนในการ
สังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  คือ UDP-N-acetyl glucosamine และ UDP-glucuronic acid และ
ในทางชีวเคมีฟอสเฟตจะมีความสําคัญในกระบวนการสรางพลังงาน และเปนสวนประกอบของ
สารภายในเซลลที่สําคัญ เชน กรดนิวคลีอิก   สําหรับแหลงฟอสเฟตที่ใชในกระบวนการหมักจะอยู
ในรูปของเกลือ เชน โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต, โพแทสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต และไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Kjems และ Lebech, 1976 ; Rijn และ 
Kessler, 1980 ; Bracke และคณะ, 1985) 
 

2.6.2.4 แรธาตุ 
   ธาตุจะมีผลตอการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเจริญ  และการ
สรางกรดไฮยาลูโรนิก  โดยพบวาธาตุโลหะที่มีสองประจุ เชน Mn2+ และ Mg2+ จะชวยในการ
ทํางานของเอนไซม hyaluronic acid synthase ใหมีความเสถียรในการทํางานมากขึ้น เนื่องจากจะ
ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการจับของเอนไซมกับสารตั้งตน (DeAngelis, 1996) โดยสวนมาก
แมกนีเซียมที่เติมจะอยูในรูปของ แมกนีเซียมซัลเฟต   นอกจากนี้ยังอาจมีแรธาตุชนิดอ่ืน ๆ ที่ชวย
ในการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล แตยังไมทราบหนาที่แนชัด 
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2.6.2.5 สารเสริมอื่น ๆ 
   นอกเหนือจากที่ไดกลาวมาแลว  ยังมีสารเสริมบางชนิดที่มีรายงานวาเมื่อ
เติมลงในอาหารจะมีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  เชน ไลโซไซม, tween 80 (Morita และ Fujii, 
1991)  หรือมีผลตอการเจริญของเซลล  เชน สารละลายวิตามินพวก ไบโอติน, ไรโบเฟลวิน,  
กรดโฟลิก, นิโคทินาไมด และ ไทเอมีน (Bracke และคณะ, 1985) 
 

2.6.2.6 คาความเปนกรด-ดาง 
   เนื่องจากแบคทีเรียในกลุม Streptococci จะพบไดในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต 
เจริญไดดีที่คาความเปนกรด-ดางเปนกลาง โดยพบวาในระหวางการหมัก การสรางกรดไฮยาลูโร
นิกจะทําใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารต่ําลง เนื่องจากกรดไฮยาลูโรนิกจะถูกปลอยออกสู
อาหาร ดังนั้นจึงจําเปนตองเติมสารที่เปนดางลงไป   สําหรับปรับคาความเปนกรด-ดางใหอยูในชวง
ที่เหมาะสม   ตัวอยางสารที่ใช เชน โซเดียมไฮดรอกไซด, โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (Akasaka และ
คณะ, 1989 ; Swann และคณะ, 1990) 
 

2.6.2.7 อุณหภูมิและระยะเวลาในการหมัก 
   เนื่องจากแบคทีเรียในกลุม Streptococci  จะพบไดในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต
ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเซลลจะอยูในชวง 30 – 40 องศาเซลเซียส  แตที่มี
รายงานวาใหผลการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดดีที่สุด และเปนอุณหภูมิที่นิยมใชมากที่สุด คือ 37 
องศาเซลเซียส  (Nimrod และคณะ, 1988, Akasaka และคณะ, 1989, Swann และคณะ, 1990, 
Ellwood และคณะ, 1995) จากการศึกษาการเจริญของเซลลควบคูไปกับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
พบวาการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวงระยะการเจริญทวีคูณและสูงที่สุดใน
ระยะการเจริญคงที่  จากนั้นจะลดต่ําลงเมื่อเซลลเขาสูระยะที่มีการตาย  ดังนั้นระยะเวลาในการหมัก
ที่เหมาะสมในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกควรอยูในชวง 30-48 ชั่วโมง  (Akasaka และคณะ, 1989 ; 
Swann และคณะ, 1990) 
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2.6.2.8 อัตราการใหอากาศและความเร็วรอบในการกวน 
 เนื่องจากในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกนั้นออกซิเจน  เปนปจจัยหนึ่งที่มี

ความสําคัญ โดยมีแนวความคิดที่แตกตางกันเกี่ยวกับความสําคัญของออกซิเจน โดยมีแนวความคิด
ที่วากรดไฮยาลูโรนิกในรูปของแคปซูล  จะผลิตขึ้นเพื่อปองกันอันตราย และลดความเปนพิษของ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ที่เซลลสรางขึ้นเมื่อไดรับออกซิเจน  (Cleary และ Larkin, 1979)  
นอกจากนั้นยังมีรายงานวา การเพิ่มอัตราการใหอากาศ  สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของเซลลและ
เพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใหสูงขึ้นได  เนื่องจากพลังงานที่ไดรับจากเมตาบอลิซึมของเซลล
สูงขึ้น  เมื่อไพรูเวทถูกเปลี่ยนไปเปนอะซีเตทในสภาวะที่มีอากาศ  ซ่ึงพลังงานที่ไดจะสูงกวาการ
เปลี่ยนไพรูเวทไปเปนแลกเตทในสภาวะไรอากาศ (Johns และคณะ, 1994)  ดังเชนการรายงานของ 
Chong และ Nielson ในป 2003 ที่ไดสราง S.zooepidemicus สายพันธุที่สราง NADH oxidase สูง  
ซ่ึงจะชวยลดปฏิกิริยาที่เปนพิษตอเซลล  เนื่องจากการออกซิไดสดวยออกซิเจน  โดยการออกซิไดส 
NADH ใหเปน NAD+  และน้ํา  ออกซิเจนยังมีผลใหการผลิตเอธานอลจาก acetyl CoA ลดลง จึงทํา
ใหสามารถเพิ่มการสราง ATP จากการเรงปฏิกิริยาของ acetate kinase (ดังรูปที่ 2.4)  ซ่ึงจะมีผลให
พลังงานที่ไดจากเมตาบอลิซึมเพิ่มขึ้น   สําหรับความเร็วรอบในการกวน  ไดมีรายงานวาที่ความเร็ว
รอบในการกวน 600 รอบตอนาที จะทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดดีกวาที่ความเร็วรอบ
ในการกวน 300 รอบตอนาที    (Johns และคณะ, 1994)  เนื่องจากการหมักกรดไฮยาลูโรนิกจะมี
ความหนืดมากทําใหการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง, คาการละลายของออกซิเจน เกิดไดอยางไม
ทั่วถึง  ดังนั้นการกําหนดความเร็วรอบที่เหมาะสมจะชวยทําใหอัตราการสงผานสารอาหาร และ
อัตราการสงผานออกซิเจนเกิดไดอยางทั่วถึง แตถาความเร็วรอบที่ใชสูงเกินไปก็จะมีผลตอการเจริญ
ของเซลลที่ลดลง  และทําใหผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกลดลง (Kim และคณะ, 1996) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 

3.1 อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

3.1.1 อุปกรณ 
 เครื่องเขยาผสม (vortex mixer) รุน K-550-GE ของบริษัท Scientific Industries , Inc. 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 
Lomb ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิแบบหมุน (rotary incubator shaker) รุน G-25 ของบริษัท New 
Brunswick Scientific Co. , Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 เครื่องหมุนเหว่ียง (Centrifuge) รุน KR-20000T ของบริษัท Kubota Corporation ประเทศ
ญี่ปุน 
 ตูอบไมโครเวฟ รุน MR-6650 ของบริษัท Hitachi , Ltd. ประเทศญี่ปุน 
 ถังหมัก (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร รุน MD-300-5L ใบพัดแบบกังหัน 6 ใบ (6-blade 
turbine) เครื่องควบคุมภาวะ (Bioprocess controller) รุน MDIAC-SS ของบริษัท Marubishi 
ประเทศญี่ปุน เครื่องอัดอากาศ (Air compressor) ของบริษัท Hitachi ประเทศญี่ปุน เครื่องควบคุม
ระบบน้ําหลอเย็น (Circulation type hardy cooler) รุน TRL-108 ของบริษัท Thomas Kagaka 
ประเทศญี่ปุน 
 มาตรวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน F-13 ของประเทศญี่ปุน และมาตรวัดความเปน
กรด-ดาง (pH Combination Electrode) สําหรับถังหมักขนาด 5 ลิตร รุน D-26 ของบริษัท TOA 
Electronics , Ltd. ประเทศญี่ปุน 
 หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ํา (autoclave) รุน KT-30 SD ของบริษัท ALP Co., Ltd. 
ประเทศญี่ปุน 
 เครื่องอบฆาเชื้อแบบแหง (hot air oven) รุน 94789 ของบริษัท Contherm Scientific Ltd. 
ประเทศนิวซีแลนด 
 ตูบมเชื้อ (program incubator) รุน IN 81 ของบริษัท Yamato Scientific Co. , Ltd. ประเทศ
ญี่ปุน  
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3.1.2 สารเคมี 

 สารเคม ี          บริษัทผูผลิต 

 
กรดซัลฟูริก    Merck   ประเทศเยอรมนั  
กรดไดไนโตรซาลิไซลิก   Sigma   ประเทศสหรัฐอเมริกา 
กรดไฮโดรคลอริก   Merck   ประเทศเยอรมนั 
กรดไฮยาลูโรนิก ( S.zooepidemicus ) Sigma   ประเทศสหรัฐอเมริกา 
กลูโคส-6-ฟอสเฟตไดโซเดยีมซอลท Fluka   ประเทศสวิตเซอรแลนด 
คารบาโซล    Fluka   ประเทศสวิตเซอรแลนด 
แคลเซียมคลอไรด   Merck   ประเทศเยอรมนั 
โคบอลตไดคลอไรดเฮกซะไฮเดรต Merck   ประเทศเยอรมนั 
โซเดียมเตตระบอเรท   Merck   ประเทศเยอรมนั 
โซเดียมคลอไรด    Carlo Erba  ประเทศอิตาลี 
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  Carlo Erba  ประเทศอิตาลี 
โซเดียมไฮดรอกไซด   Merck   ประเทศเยอรมนั 
โซเดียมไพรูเวท    Sigma   ประเทศจนี 
ซิงคคลอไรด    Merck   ประเทศเยอรมนั 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  Merck   ประเทศเยอรมนั 
โพแทสเซียมคลอไรด   Merck   ประเทศเยอรมนั 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  Merck   ประเทศเยอรมนั 
ฟรักโทส-6-ฟอสเฟตไดโซเดียมซอลท Fluka   ประเทศสหรัฐอเมริกา 
แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  Fluka   ประเทศสวิตเซอรแลนด 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต  Mallinckrodt  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
แลกติกเคซีน    ไวทกรุป  ประเทศไทย 
ไลโซไซม    Sigma   ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เอทานอล 95 %     กรมสรรพสามิต  ประเทศไทย 
เอนไซมปาเปน    BDH   ประเทศอังกฤษ 
เอนไซมอินเวอรเทส   Wako Pure Chemical       ประเทศญี่ปุน 
แอล-กลูตามีน    Sigma   ประเทศสหรัฐอเมริกา 
แอล-อารจินีน    Fluka   ประเทศสวิตเซอรแลนด 
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3.2 เชื้อจุลินทรีย 
ใชเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus zooepidemicus   สายพันธุ UN-7 ที่กลายพันธุมาจาก 

Streptococcus zooepidemicus   สายพันธุ ATCC 35247 โดย ทรงศักดิ์   พันธุวัฒนะสิงห (2540) 
 

3.3 การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรีย 
 การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียจะเก็บรักษาบนอาหารแข็งลาดเอียง Brain Heart Infusion (BHI) 
(ภาคผนวก ก-1.2) โดยเขี่ยเชื้อลงบนผิวหนาอาหาร   บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง เก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
3.4 การเลี้ยงเชื้อและการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 

3.4.1 การเตรียมหวัเชื้อตั้งตน 
  เตรียมหัวเชื้อตั้งตน (inoculum) โดยถายเชื้อจากอาหารแข็งลาดเอียง BHI ที่บมไว
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปเปตน้ําที่ปราศจากไอออน (deionized water) 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงบนผิวหนาอาหาร  เขี่ยเชื้อใหหลุดจากผิวหนาอาหารใหกระจายแขวนลอย
อยูในน้ําโดยเข็มเขี่ยเชื้อ  จากนั้นใชปเปตดูดเซลลแขวนลอยที่ไดปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลว BHI  (ภาคผนวก ก-1.1) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  
จากนั้นนําไปเลี้ยงในเครื่องเขยาแบบหมุน ที่ความเร็วรอบในการหมุน 300 รอบตอนาที ควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ช่ัวโมง  ซ่ึงเชื้อจะเจริญในระยะกึ่งกลางทวีคูณ (mid-log 
phase) วัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 660 นาโนเมตร ไดประมาณ 0.2 
 

3.4.2 การเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในขวดเขยา 
 ทําการปเปตเซลลแขวนลอยที่ไดจากขั้นตอน 3.4.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (ปริมาณ

รอยละ 20 ปริมาตรตอปริมาตร) ลงสูอาหารเหลวสูตรสําหรับการผลิต (ภาคผนวก ง-2) ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร   ทําการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง   ในเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็วรอบในการหมุน 300 รอบตอนาที   เก็บตัวอยาง
มาวิเคราะหหาปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และน้ําหนักเซลลแหง 
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3.4.3 การแปรปจจยัที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดบัขวดเขยา 
 

3.4.3.1 อิออนชนิดตาง ๆ 
   เล้ียงเชื้อในขวดเขยา ตามวิธีการในขอ 3.4.2   โดยในแตละชุดการทดลอง
เติมอิออนที่ตองการทดสอบไดแก FeSO4.7H2O, MnSO4.H2O, CoCl2.6H2O และ ZnCl2 โดยแปร
ปริมาณของอิออนแตละชนิดในชวง 0-50 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

3.4.3.2 สารมัธยันตรและสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก 
   เล้ียงเชื้อในขวดเขยา ตามวิธีการในขอ 3.4.2 โดยแตละชุดการทดลองเติม
สารที่ตองการทดสอบ  ที่แปรความเขมขนตาง ๆ ดังนี้  ไพรูเวท 0 - 40 มิลลิกรัมตอลิตร, กลูโคส-6-
ฟอสเฟต 0 – 20 มิลลิกรัมตอลิตร, ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต 0 – 50 มิลลิกรัมตอลิตร, กลูตามีน 0 – 200 
มิลลิกรัมตอลิตร, อารจินีน 0 – 180 มิลลิกรัมตอลิตร และ ยูราซิล 0 – 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

3.4.4 การเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 ทําการถายหัวเชื้อตั้งตนที่ไดจากขั้นตอน 3.4.1  ปริมาตร 300 มิลลิลิตร (ปริมาณ

รอยละ 10 ตอปริมาตร) ลงในอาหารเหลวสูตรสําหรับการผลิต (ภาคผนวก ง-3) ปริมาตร 2,700 
มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงจะไดน้ําหนักเซลลแหงเริ่มตน เทากับ 0.03 กรัมตอ
ลิตร  ตลอดการหมักเปนเวลา 48 ชั่วโมงจะควบคุมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  อัตราการใหอากาศ 
1.5 vvm  ความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาทีหรือท่ีแสดงไวในผลการทดลอง  และควบคุม
คาความเปนกรด-ดางที่ 7.0  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขมขน 5 โมลาร 
  การแปรปจจัยของอิออน  สารตั้งตน และสารมัธยันตรบางชนิดที่มีผลตอการผลิต
กรดไฮยาลูโรนิก  ดังแสดงในผลการทดลอง 
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3.5 วิธีวิเคราะห 
 

3.5.1 คาความเปนกรด-ดาง 
              วัดคาความเปนกรด-ดางโดยใชมาตรวัดความเปนกรด-ดาง 
 

3.5.2 การวัดการเจรญิของเซลลโดยการหาน้ําหนกัเซลลแหง 
  ทําการวิเคราะหโดยนําตัวอยางน้ําหมัก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่ไดจากขั้นตอนที่ 
3.4.2  ลงในหลอดเซนทริฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบในการหมุน 12,000  รอบตอนาที  
เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนําเซลลที่ตกตะกอนไดไปลางดวยน้ําที่
ปราศจากไอออน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 2 คร้ัง นําเซลลที่ลางไดใสลงกระทงอะลูมินัมฟอยด 
(aluminum foil)  อบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง รอจนเย็นและน้ําหนักคงที่ใน 
เดซิเคเตอร  (desicator) แลวช่ังน้ําหนักดวยเครื่องชั่งละเอียด  นําน้ําหนักของกระทงอะลูมินัมฟอยด
ที่มีเซลลรวมอยูหักลบดวยน้ําหนักของกระทงอะลูมินัมฟอยดเปลา  จะไดน้ําหนักของเซลลแหง 
หนวยเปนกรัมตอลิตร 
 

3.5.3 การวิเคราะหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีคารบาโซล (Bitter และ   Muir, 
1962) 

 
3.5.3.1 การตกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิก 

   นําสวนสารละลายที่ไดจากการปนแยกเซลล  ตามขั้นตอนที่  3.5.2  
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเซนทริฟวจ  ไปตกตะกอนโดยการเติมเอทธานอล 95%  
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม  จากนั้นปนแยกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิก  ที่
ความเร็วรอบในการหมุน 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นตกตะกอนครั้งที่ 2 โดยใชเอ
ทานอล 95% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยเทสวนของสารละลายที่ไดลงในหลอดเซนทริฟวจ ผสมให
เขากันดวยเครื่องผสม  ปนแยกตะกอนกรดไฮยาลูโรนิก ที่ความเร็วรอบในการหมุน 12,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเทสวนของสารละลายทิ้ง  นําสวนที่เปนตะกอนกรดไฮยาลูโรนิกที่
ไดมารวมเขาดวยกัน  แลวนําไปละลายเพื่อการวิเคราะหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกตอไป 
 

3.5.3.2 การละลายตะกอนกรดไฮยาลูโรนิก 
   นําสวนตะกอนกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจากขั้นตอนที่ 3.5.3.1 ละลายดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ละลายตะกอนใน
สารละลายดวยเครื่องผสม เพื่อใชในการวิเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกตอไป 
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3.5.3.3 การวิเคราะหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีคารบาโซล 
   นําสารละลายตัวอยางที่ไดจากขั้นตอนที่ 3.5.3.2  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
มาเจือจางใหมีความเขมขนที่หมาะสม  ใสลงในหลอดทดลองที่แชอยูในอางน้ําแข็งแลวเติม
สารละลายบอเรท-ซัลฟูริก (ภาคผนวก ข-2.1) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไป ผสมใหเขากันดวยเครื่อง
ผสม  แลวนําไปตมในอางน้ําเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งใหสารละลาย
เย็นที่อุณหภูมิหอง  จากนั้นเติมสารละลายคารบาโซล (ภาคผนวก ข-2.2) ปริมาตร 0.1  มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม  แลวนําไปตมในอางน้ําเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที  ทิ้งใหสารละลายเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคลื่น 
530 นาโนเมตร  ใชน้ําที่ปราศจากไอออนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่ผานขั้นตอนเชนเดียวกับ
สารละลายตัวอยางเปนตัวอยางที่ใชในการเปรียบเทียบ  นําคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่วัดได  คํานวณ
ความเขมขนของกรดไฮยาลูโรนิก จากกราฟมาตรฐานของกรดไฮยาลูโรนิกที่มีความเขมขนในชวง 
0 ถึง 200 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาคผนวก ค-2) 
 

3.5.4 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก (total sugar) โดย
 ใชเอนไซมอินเวอรเทส 

    ปเปตสารละลายตัวอยางที่ผานการเจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส (ภาคผนวก ข-1.3 ) ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม นําไปแชในอางน้ําเย็นควบคุมอุณหภูมิที่ 20 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 40 นาที เติมสารละลายไดไนโตรซาลิไซลิก ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันดวยเครื่องผสม นําสารละลายที่ไดไปตมในอางน้ําเดือดที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
จากนั้นแชในอางน้ําเย็น เปนเวลา 5 นาที เติมน้ําขจัดไอออนปรมิาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
ดวยเครื่องผสม นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ใชน้ําขจัดไอออน 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เปนตัวเปรียบเทียบแทนสารละลายตัวอยาง คํานวณความเขมขนของปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก หนวยเปนกรัมตอลิตร จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาล
ซูโครสที่ยอยดวยเอนไซมอินเวอรเทส ในชวงความเขมขนเทากับ 0 ถึง 1.0 กรัมตอลิตร (ภาคผนวก 
ค-1 )  
 
 
 
 
 



 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การผลิตกรดไฮยาลูโรนกิโดย Streptococcus zooepidemicus สายพันธุ UN-7 ในระดับขวดเขยา 
  

4.1.1 รูปแบบการเจริญของ Streptococcus zooepidemicus UN-7 ในอาหารเตรียมหัวเชื้อ 
 
 เนื่องจาก  Streptococcus zooepidemicus UN-7 เปนสายพันธุที่ผานการกลายพันธุ

มาจาก Streptococcus zooepidemicus ATCC 35247   (ทรงศักดิ์ พันธุวัฒนะสิงห, 2540) ดังนั้นใน
ขั้นตอนของงานวิจัยนี้   จึงศึกษารูปแบบการเจริญของเชื้อนี้   เปรียบเทียบกับที่รายงานไวโดย       
อณุมาศ บัวเขียว (2544)   เพื่อตรวจสอบวารูปแบบการเจริญของเชื้อเปล่ียนแปลงไปหรือไม    

 การทดลองนี้ทําโดยเล้ียง Streptococcus zooepidemicus UN-7 ในอาหารสําหรับ
เตรียมหัวเชื้อตามวิธีการทดลองในขอ 3.4.1 และติดตามการเจริญเติบโต  โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง  ไดผลการทดลองดัง
แสดงในตารางที่ 4.1 และ รูปที่ 4.1 พบวาการเจริญของ Streptococcus zooepidemicus UN-7 มีการ
เพิ่มจํานวนเซลลและเขาสูระยะทวีคูณ (log phase)  ในชวงเวลา 6 ถึง 10 ชั่วโมง และการเจรญิจะเริม่
คงที่เขาสูระยะคงตัว (stationary phase) ไปจนถึง 24 ชั่วโมง  ซ่ึงพบวารูปแบบการเจริญนี้ไม
แตกตางจากที่รายงานไวโดย อณุมาศ  บัวเขียว (2544) 
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ตารางที่ 4.1 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ที่ระยะเวลาตาง ๆ ของการบมเชื้อ 

Streptococcus zooepidemicus UN-7 
 
 

ระยะเวลาการบมเชื้อ 
(ช่ัวโมง) 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
 660 นาโนเมตร 

0 0.00 
2 0.05 
4 0.09 
6 0.18 
8 0.28 
10 0.34 
12 0.35 
14 0.355 
16 0.35 
18 0.35 
20 0.35 
24 0.34 
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รูปที่ 4.1   ลักษณะการเจริญของ Streptococcus zooepidemicus UN-7 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว BHI  ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 300 รอบตอนาที 

           อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
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4.1.2 การหาอายุที่เหมาะสมของหัวเชื้อสําหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 

จากผลการทดลองในขอ 4.1.1 ในรูปที่ 4.1 พบวาการเจริญของ Streptococcus 
zooepidemicus UN-7 ในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชวงเวลา 6 ถึง 8 ช่ัวโมง   การทดลองนี้
จึงทําการหาอายุที่เหมาะสมของหัวเชื้อ  สําหรับใชในการหมักเพื่อผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  โดยทํา
ตามวิธีการทดลองในขอ 3.4.1 และ 3.4.2  โดยเปรียบเทียบการใชหัวเชื้อที่อยูในชวงการเจริญใน
ระยะทวีคูณ (mid log phase)  ที่มีอายุ 5, 6, 7 และ 8 ชั่วโมง จากนั้นทําการหมักเปนเวลา 48 ชั่วโมง  
แลวจึงเก็บตัวอยางมา หาคาน้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  ไดผลการทดลองดัง
แสดงในตารางที่ 4.2 พบวาอายุของหัวเชื้อตั้งตนเทากับ 7 ชั่วโมงเปนชวงอายุที่เหมาะสมที่สุดจะให
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุดเทากับ   764  มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงสอดคลองกับที่รายงานไวโดย 
อณุมาศ  บัวเขียว (2544)  ดังนั้น จึงเลือกใชอายุของหัวเชื้อตั้งตนเทากับ 7 ช่ัวโมง  สําหรับใชในการ
หมักเพื่อผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขยาและในระดับถังหมัก 5 ลิตร ตอไป 
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ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบ คาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ของ Streptococcus 
zooepidemicus UN-7 โดยใชอายุหัวเชื้อตั้งตน 5, 6, 7 และ 8 ช่ัวโมง ที่ระยะเวลาการ
หมัก 48 ช่ัวโมง 

 
 
อายุหวัเชื้อตั้งตน 

(ช่ัวโมง) 
คาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น  
660 นาโนเมตร 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

5 0.12 0.402 663 
6 0.18 0.414 692 
7 0.26 0.444 764 
8 0.32 0.445 762 
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รูปที่ 4.2 ปริมาณกรดไฮยาลโูรนิกที่ผลิตไดจาก Streptococcus zooepidemicus UN-7  
  โดยใชอายุหวัเชื้อตั้งตนที่ 5, 6, 7 และ 8 ชั่วโมง ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง 
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4.1.3   รูปแบบการเจริญและการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย  Streptococcus zooepidemicus 
UN-7  ในขวดเขยา 
 
ทําการทดลองตามวิธีการในขอ 3.4.1 และ 3.4.2 โดยใชสูตรอาหารเหลวที่รายงานโดย 

อณุมาศ  บัวเขียว (2544) ซ่ึงมีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและหมักเปน
ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  ทําการเก็บตัวอยางทุก 3 ชั่วโมง ในชวงเวลา 24 ช่ัวโมงแรก และเก็บ
ตัวอยางทุก 6 ช่ัวโมงในชวงระยะเวลา 24 ชั่วโมงหลัง  จากนั้นทําการวิเคราะหหาคาน้ําหนัก
เซลลแหง และปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.3 และ รูปที่ 
4.2 พบวา  เชื้อมีการเจริญอยางรวดเร็วในระยะทวีคูณ ชวง 3-15 ชั่วโมง ของการหมัก 
หลังจากน้ันการเจริญจะเริ่มคงที่ไปจนกระทั่งสิ้นสุดการหมักที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง และ
ในชวงที่เซลลมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วนั้นจะควบคูไปกับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่
เพิ่มขึ้นตรงกับการเจริญในชวงทวีคูณ  และปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจะสูงสุดในชวงที่เซลล
อยูในระยะการเจริญคงที่ตั้งแตช่ัวโมงที่ 24  ซ่ึงปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุดที่ผลิตได
เทากับ  714  มิลลิกรัมตอลิตรที่ระยะเวลาการหมัก 36 ชั่วโมง  โดยน้ําหมักที่ไดจะมีความ
หนืดมากกวาที่ระยะเวลาอื่น ๆ   จากการทดลองครั้งนี้ทําใหทราบถึงระยะเวลาที่เหมาะสม
สําหรับการเก็บตัวอยางเพื่อทําการวิเคราะหหาปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจากการหมักที่จะ
ทําการทดลองในขั้นตอนตอไป  โดยเลือกเก็บตัวอยางจากการหมักที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
เพื่อความสะดวกและรวดเร็ว  และเนื่องจากเปนชวงระยะเวลาที่ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกมี
การผลิตอยางคงที่และใหปริมาณสูงสุดใกลเคียงกันตั้งแต   24 – 48 ช่ัวโมง   
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ตารางที่ 4.3 คาความเปนกรดดาง, ปริมาณเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย 
Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียงเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มี
ซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน 

 
 

เวลา 
(ช่ัวโมง) คาความเปนกรด-ดาง น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
  0 6.9 0.04 27 

3 6.9 0.06 100 
6 6.8 0.07 220 
9 6.7 0.14 410 
12 6.1 0.28 540 
15 5.9 0.25 619 
18 5.5 0.29 643 
21 5.6 0.33 669 
24 5.4 0.31 690 
30 5.6 0.39 700 
36 5.4 0.43 714 
42 5.5 0.5 712 
48 5.5 0.51 700 
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รูปที่ 4.3 แสดงคาน้ําหนกัเซลลแหง และปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ระยะเวลาการหมกั 48 ชั่วโมง โดยเชื้อ Streptococcus zooepidemicus UN-7  ในระดับขวดเขยา 
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4.2 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7 เมื่อ
เล้ียงในระดับขวดเขยา 

   
 นอกจากการควบคุมปจจัยทางกายภาพใหเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อเพื่อการหมัก
กรดไฮยาลูโรนิกแลว  การสงเสริมปจจัยอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของในกระบวนการหมักใหมีความ
เหมาะสม เพื่อการสรางพลังงานอยางเพียงพอแกเซลล  โดยการเติมสารประกอบบางชนิดเพื่อ
เปนสารตั้งตนและสารตัวกลางในวิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก   รวมถึงการควบคุมการ
ทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของโดยการเติมอิออนบางชนิดที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม จึง
เปนอีกแนวทางหนึ่งที่นาสนใจในการศึกษาถึงปจจัยที่มีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

  เมื่อทําการทดลองเลี้ยง S.zooepidemicus UN-7  ตามวิธีการในขอ 3.4.1 และ 3.4.2 ใน
อาหารเหลวสูตรสําหรับผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่รายงานโดย อณุมาศ  บัวเขียว (2544) ซ่ึงมี
ซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและหมักเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง  และมีการเติม
สารประกอบชนิดตาง ๆ ที่ตองการศึกษาลงไป เพื่อแปรชนิด และปริมาณของสารที่เหมาะสม  
โดยจะแบงออกเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ  ชนิดของสารมัธยันตร  และสารตั้งตนที่เกี่ยวของใน
วิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  เชน  กลูโคส-6-ฟอสเฟต, ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต, ไพรูเวท, 
กลูตามีน, อารจินีน และ ยูราซิล   และชนิดของอิออนที่เกี่ยวของกับกิจกรรมของเอนไซมในวิถี
เมตาบอลิซึม  เชน แมงกานีส, โคบอลต, แมกนีเซียมและแคลเซียม  เปนตน  จากนั้นนําตัวอยาง
น้ําหมักที่ไดจากการทดลองมาวิเคราะหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และน้ําหนักเซลลแหง 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมของแตละการทดลอง 
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4.2.1 อิออนบางชนดิที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมในวิถีเมตาบอลิซึม 
 

จากการที่วิถีเมตาบอลิซึมของ S.zooepidemicus UN-7 ในการเจริญและสังเคราะห
กรดไฮยาลูโรนิก   ประกอบไปดวยเอนไซมหลายชนิดทําหนาที่แตกตางกันไป  ซ่ึงการควบคุม
การทํางานของเอนไซมใหเปนไปอยางเหมาะสม  จึงเปนอีกวิธีการหนึ่งในการสงเสริมการ
เจริญและการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  ซ่ึงเอนไซมจําเปนตองอาศัยอิออนบางชนิดเพื่อชวย
สงเสริมกิจกรรมการทํางาน  หรือเปนโคแฟกเตอร  เชน  การทํางานของเอนไซม hyaluronan 
synthase ในการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  นอกจากสารตั้งตนที่เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวแลว
เอนไซมยังตองการอิออนโลหะที่มีประจุ 2+ เพื่อชวยในการทํางานของเอนไซมในการตอสาร
กรดไฮยาลูโรนิกอีกดวย   

 
4.2.1.1 ปริมาณของเฟอรรัสที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

 
 ในการทดลองนี้ศึกษารูปแบบการเจริญและการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  เมื่อมี
การเติมเฟอรรัสอิออน ในรูปของเฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  โดยแปรปริมาณของเฟอร
รัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ในชวง 10-50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชภาวะในการเลี้ยงเชนเดียวกับ
ในขอ 4.1.3  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ทําการเก็บตัวอยางวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ รูปที่ 4.4  พบวา การ
เติมเฟอรรัสอิออนมีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก และเมื่อเติมลงไปในปริมาณที่เหมาะสม 
คือ เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 15 มิลลิกรัมตอลิตรจะมีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลู
โรนิก  โดยใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เทากับ 690 มิลลิกรัมตอลิตร  และเมื่อเติมลงไปใน
ปริมาณที่มากเกินพอจะมีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  ทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่
ผลิตไดลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียงเปน   
เวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและแปร
ปริมาณ FeSO4.7H2O ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใน ระดับขวดเขยา 

 
 

ปริมาณ FeSO4.7H2O   
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

0 619 ± 10 0.38 
10 661 ± 12 0.39 
15 690 ± 5 0.53 
20 607 ± 30 0.42 
30 595 ± 45 0.29 
40 524 ± 22 0.27 
50 500 ± 33 0.24 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.4   แสดงปริมาณ FeSO4.7H2O ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใน ระดับขวดเขยา 

 
 



35 

4.2.1.2 ปริมาณของแมงกานีสที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
  
   จากผลการทดลองขอที่ 4.2.1.1  พบวาอิออนบางชนิดมีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโร

นิก   รวมทั้งไดมีรายงานวาการเติมโลหะที่มีประจุ 2+ (divalent cation) เชน Mn2+ หรือ Mg2+ 
จะชวยทําใหเอนไซม hyaluronic acid synthase มีความเสถียร (Stoolmiller และ Dorfman, 
1969) ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดศึกษาผลของอิออนชนิดอื่น ๆ ที่มีตอการผลิตกรดไฮยาลู
โรนิก  โดยศึกษารูปแบบการเจริญและการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  เมื่อมีการเติมแมงกานีส     
อิออนในรูปของแมงกานีส ซัลเฟตโมโนไฮเดรต โดยแปรปริมาณของแมงกานีสซัลเฟตโม
โนไฮเดรต ในชวง 10-50 มิลลิกรัมตอลิตร และใชภาวะในการเลี้ยงเชนเดียวกับในขอ 4.1.3  
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ทําการเก็บตัวอยางวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรด      
ไฮยาลูโรนิก  ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.5 และ รูปที่ 4.5  พบวา  การเติม
แมงกานีสอิออนมีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  โดยในทุกชุดการทดลองที่มีการ
เติมแมงกานีสอิออนจะใหผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่เพิ่มขึ้น  แตที่ปริมาณแมงกานีสซัลเฟต 
โมโนไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอลิตร  จะใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดสูงที่สุด เทากับ  
881 มิลลิกรัมตอลิตร และเมื่อเพิ่มปริมาณแมงกานีสอิออนเพิ่มขึ้น  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
ที่ผลิตไดก็เร่ิมคงที่ไมผลิตเพิ่มมากขึ้น 
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ตารางที่ 4.5 ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียงเปน
เวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและแปร
ปริมาณ MnSO4.H2O ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขยา 

 
ปริมาณ MnSO4. 7H2O  

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
0 690 ± 6 0.33 
10 881 ± 25 0.49 
20 738 ± 50 0.43 
30 714 ± 24 0.37 
40 762 ± 25 0.43 
50 750 ± 37 0.45 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.5   แสดงปริมาณ MnSO4 .H2O ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใน ระดับขวดเขยา 
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4.2.1.3 ปริมาณของโคบอลตที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 
 การทดลองนี้เปนการศึกษาผลของโคบอลตตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก โดยศึกษา
รูปแบบการเจริญและการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  เมื่อมีการเติมโคบอลตอิออน ในรูปของ
โคบอลตไดคลอไรดเฮกซะไฮเดรต  โดยแปรปริมาณของโคบอลตไดคลอไรดเฮกซะไฮเดรต 
ในชวง 10-50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชภาวะในการเลี้ยงเชนเดียวกับในขอ 4.1.3  เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   
ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.6 และ รูปที่ 4.6   พบวา  การเติมโคบอลตอิออนใน
ปริมาณที่เหมาะสมจะสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได  ซ่ึงปริมาณโคบอลตไดคลอ
ไรดเฮกซะไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอลิตร จะสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได เทากับ 
702 มิลลิกรัมตอลิตร  แตเมื่อมีการเติมโคบอลตอิออนในปริมาณที่มากเกินพอจะมีผลทําให
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดลดลง   
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    



38 

ตารางที่ 4.6   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7    เมื่อเล้ียง
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและ
แปรปริมาณ CoCl2.6H2O   ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขยา 

 
ปริมาณ CoCl2.6H2O   

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
0 643 ± 0 0.33 
10 702 ± 14 0.46 
20 381 ± 19 0.45 
30 345 ± 30 0.49 
40 310 ± 25 0.43 
50 214 ± 84 0.34 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.6  แสดงปริมาณ CoCl2.6H2O  ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใน ระดับขวดเขยา 
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4.2.1.4 ปริมาณของสังกะสีที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 
 การทดลองนี้เปนการศึกษาผลของอิออนของสังกะสี  โดยศึกษาถึงรูปแบบการเจริญ 
และการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  เมื่อมีการเติมอิออนสังกะสี ในรูปของซิงคคลอไรด (ZnCl2) 
โดยแปรปริมาณของซิงคคลอไรด  ในชวง 10-50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชภาวะในการเลี้ยง
เชนเดียวกับในขอ 4.1.3   เปนเวลา 24 ชั่วโมง   ทําการเก็บตัวอยางวิเคราะหหาน้ําหนักเซลล
แหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.7 และ รูปที่ 4.7   
พบวา  การเตมิสังกะสีอิออนจะไมทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดเพิ่มสูงขึ้น แตจะ
เปนพิษตอเซลล และ ทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดลดลงอีกดวย  ซ่ึงเมื่อเติมซิงค    
คลอไรด 10 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดจะลดลงเทากับ 571 มิลลิกรัม
ตอลิตร  แตไมมีผลตอการเจริญของเซลล  เนื่องจากน้ําหนักเซลลแหงไมแตกตางจากชุดการ
ทดลองควบคุม  แตเมื่อเติมในปริมาณที่เพิ่มขึ้นจะมีผลตอการเจริญของเซลลอยางมาก         
คาน้ําหนักเซลลแหงที่ไดลดลง  สอดคลองกับปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดจะลดลง
อยางมากเชนกัน 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



40 

ตารางที่ 4.7 ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียงเปน
เวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและแปร
ปริมาณ ZnCl2 ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใน ระดับขวดเขยา 

 
 
ปริมาณ ZnCl2 

  (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
0 667 ± 33 0.33 
10 571  ± 28 0.31 
20 128  ± 6 0.15 
30 57  ± 3 0.17 
40 59  ± 3 0.06 
50 59  ± 3 0.11 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 2 ซํ้า 
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รูปที่ 4.7   แสดงปริมาณ  ZnCl2 ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนกิใน ระดับขวดเขยา 
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4.2.2 ชนิดและปริมาณของสารมัธยันตร  และสารตั้งตนสําหรับการสังเคราะหกรด             
ไฮยาลูโรนิก  
 
4.2.2.1 ปริมาณของไพรูเวทที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

 
                     เนื่องจากในวิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกมีปจจัยที่จํากัดตอการสังเคราะห
คือพลังงาน  ซ่ึงมีความสําคัญในการเปลี่ยนกลูโคสใหเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรด   
ไฮยาลูโรนิก  แตเนื่องจาก Streptococcus zooepidemicus เปนแบคทีเรียชนิด facultative 
anaerobe ที่ไมสามารถสรางพลังงานไดจากกระบวนการหายใจโดยใชออกซิเจน เพราะไมมี 
heme จึงไมสามารถสราง ATP  ไดโดยกระบวนการ electron  transport  การสรางพลังงานจึง
ไดจาก substrate level phosphorylation เทานั้น  (Higuchi, 1984) จึงไมเพียงพอตอการ
นําไปใชเพื่อผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  ทาํใหการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกถูกจํากัดไปดวย   แนวทาง
หนึ่งในการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก คือการเพิ่มการสราง ATP และจากวิถีการสังเคราะห
กรดไฮยาลูโรนิกพบวา  ไพรูเวทสามารถเปลี่ยนไปเปน acetyl CoA  ที่เปนตัวกลางสําคัญใน
การสราง  ATP โดยวิธี substrate level phosphorylation จากปฏิกิริยาการสรางอะซีเตทได  
ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาปริมาณของไพรูเวทที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย
เตรียมสารละลายไพรูเวทเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  โดยกรองผานแผนกรอง
เซลลูโลสอะซีเตท  แลวแปรปริมาณไพรูเวทตั้งแต 0 – 40 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเก็บ
ตัวอยางวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.8 และ รูปที่ 4.8   พบวา  ไพรูเวทที่เติมลงไปในอาหาร
เล้ียงเชื้อมีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก ทําใหผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น และใหผล
ผลิตสูงสุดที่ปริมาณความเขมขนของไพรูเวทเทากับ 15 มิลลิกรัมตอลิตร  โดยใหผลผลิต
กรดไฮยาลูโรนิกไดสูงที่สุดเทากับ 790 มิลลิกรัมตอลิตร  หลังจากนั้นปริมาณไพรูเวทที่
เพิ่มขึ้นจะไมมีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
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ตารางที่ 4.8  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7  เมื่อเล้ียง  
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและ 
แปรปริมาณของไพรูเวทที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขยา 

 
 
ปริมาณไพรูเวท  

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
0 645 ± 19 0.27 
5 667 ± 47 0.48 
10 727 ± 60 0.54 
15 790 ± 18 0.59 
20 704 ± 66 0.54 
30 683 ± 13 0.36 
40 607 ± 66 0.35 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
 

0

200

400

600

800

1000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
ปริมาณไพรูเวท (มิลลิกรัมตอลิตร)

กร
ดไ

ฮย
าล

ูโรน
ิก (

มิล
ลิก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

0

0.5

1

1.5

2
น้ํา

หน
ักเซ

ลล
แห

ง (
กร

ัมต
อล

ิตร
)

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก นํ้าหนักเซลลแหง
 

 
รูปที่ 4.8   แสดงปริมาณของไพรูเวทที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดบัขวดเขยา 

 
 



43 

4.2.2.2  ปริมาณของ กลูโคส-6-ฟอสเฟต  ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
              
             จากรูปที่ 1.3  แสดงวิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก โดย S.zooepidemicus  พบวา

น้ําตาลกลูโคสที่ไดมาจากภายนอกและจะถูกเปลี่ยนไปเปน กลูโคส-6-ฟอสเฟต ซ่ึงเปนสาร
ตัวกลางหลักที่สําคัญในการสราง กลูโคส-1-ฟอสเฟต และ ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต ที่จะ
เปลี่ยนไปเปนสารตั้งตนสําหรับการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก คือ glucuronic acid และ 
N-acetyl-glucosamine ตามลําดับ  นอกจากนั้น กลูโคส-6-ฟอสเฟต ยังไดถูกนําไปใชใน  
pentose phosphate pathway เพื่อสรางสารตั้งตนสําหรับกรดอะมิโนบางชนิด และ นิวคลีโอ
ไทด ที่มีความจําเปนกับเซลลอีกดวย  ดังนั้นในการทดลองนี้จึงศึกษาผลของ กลูโคส-6-
ฟอสเฟต ตอการสรางกรดไฮยาลูโรนิกโดยเตรียมสารละลาย กลูโคส-6-ฟอสเฟต ในรูป
สารละลายเขมขน 1 มิลลิโมลาร  โดยกรองผานแผนกรองเซลลูโลสอะซีเตท  จากนั้นแปร
ความเขมขนของ  กลูโคส-6-ฟอสเฟต  ตั้งแต 0 – 50 ไมโครโมลาร  ทําการเก็บตัวอยาง
วิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ไดผล
การทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.9 และ รูปที่ 4.9   พบวาเมื่อเติมกลูโคส-6-ฟอสเฟตที่
ความเขมขนเหมาะสมจะสงผลใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดมีปริมาณเพิ่มขึ้น  โดย 
ความเขมขน กลูโคส-6-ฟอสเฟต 5 ไมโครโมลาร  จะใหผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุด
เทากับ 833 มิลลิกรัมตอลิตร  และเมื่อเติม กลูโคส-6-ฟอสเฟต ลงไปในปริมาณที่มากเกิน
พอจะใหผลการผลิตไมแตกตางกับชุดควบคุม  แตจะมีน้ําหนักเซลลแหงที่เพิ่มสูงขึ้นแทน  
ซ่ึงปริมาณ กลูโคส-6-ฟอสเฟต ที่มากเกินพอ อาจถูกนําไปใชในการสรางผนงัเซลลอีกทาง
หนึ่งดวย    
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ตารางที่ 4.9    ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียงเปน
เวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและแปร
ปริมาณของ กลูโคส-6-ฟอสเฟต ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

  
ความเขมขน 

 กลูโคส-6-ฟอสเฟต  
(ไมโครโมลาร) 

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

0 635 ± 13 0.38 
5 833 ± 63 0.55 
10 706  ± 36 0.53 
15 690 ± 23 0.51 
20 644 ± 2 0.45 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.9   แสดงความเขมขนของ กลูโคส-6-ฟอสเฟต ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

                    ในระดับขวดเขยา 
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4.2.2.3   ปริมาณของ ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 
            จากผลการทดลองในขอ 4.2.2.2  พบวาการเติม กลูโคส-6-ฟอสเฟต ในปริมาณที่

เหมาะสม สามารถเพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได  เนื่องจาก กลูโคส-6-ฟอสเฟต เปนสาร
สารตั้งตนตัวหนึ่งที่เกี่ยวของในวิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกโดย S.zooepidemicus   
สําหรับ ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต เปนผลิตภัณฑไอโซเมอรของ กลูโคส-6-ฟอสเฟต และเปน
สารตัวกลางในการสราง N-acetyl-glucosamine ที่เปนสารตั้งตนสําหรับการสังเคราะห
กรดไฮยาลูโรนิก  และนอกจากนั้น ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต ยังมีความสําคัญในวิถีเมตาบอลิ
ซึมของเซลลอีกดวย  ดังนั้นในการทดลองนี้จึงทดสอบผลของ ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต ตอ
การสรางกรดไฮยาลูโรนิกโดยเตรียมสารละลาย ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต ในรูปสารละลาย
เขมขน 1 มิลลิโมลาร  โดยกรองผานแผนกรองเซลลูโลสอะซีเตท  จากนั้นแปรความเขมขน
ของ  ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต  ตั้งแต 0 – 50 ไมโครโมลาร  ทําการเก็บตัวอยางวิเคราะหหา
น้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ไดผลการทดลองดัง
แสดงในตารางที่ 4.10 และ รูปที่ 4.10  พบวา  การเติมฟรักโทส-6-ฟอสเฟต กลับมีผลลด
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
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ตารางที่ 4.10   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7 เมื่อเล้ียง
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและ
แปรปริมาณของ ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

 
ความเขมขน 

 ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต 
(ไมโครโมลาร) 

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

0 631 ± 16 0.31 
5 552 ± 5 0.27 
10 512 ± 16 0.24 
20 548 ± 33 0.26 
30 536 ± 50 0.23 
40 536 ± 50 0.22 
50 512 ± 16 0.21 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.10   แสดงความเขมขนของ ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

                    ในระดับขวดเขยา 
 



47 

4.2.2.3   ปริมาณของกลูตามีนที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 

           เนื่องจากกลูตามีนเปนสารมัธยันตรชนิดหนึ่งที่เกี่ยวของในวิถีเมตาบอลิซึม โดยเปน
สวนประกอบหนึ่งของ  N-acetyl glucosamine ซ่ึงเปนสารตั้งตนเพื่อการสังเคราะหกรด      
ไฮยาลูโรนิก  โดยหนาที่ของกลูตามีนในขั้นตอนการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกจะเขารวม
กับหมู acetyl CoA และ UTP ไดเปน UDP N-acetyl  glucosamine  นอกจากนั้นยังมีรายงาน
วา กลูตามีนเปนแหลงไนโตรเจนที่มีความสําคัญในการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิกโดย 
Streptococci  (Lowther และ Rogers, 1956)  ซ่ึงแบคทีเรียแกรมบวกสวนใหญจําเปนตองใช
พลังงานในการขนสงกลูตามีนผานเยื่อหุมเซลล (Gale, 1953)  ในการทดลองนี้จึงศึกษาถึงผล
ของกลูตามีนตอการสรางกรดไฮยาลูโรนิก  โดยเตรียมสารละลายกลูตามีนเขมขน 5 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร โดยกรองผานแผนกรองเซลลูโลสอะซีเตท  จากนั้นแปรปริมาณของ กลูตามีน
ตั้งแต 0 – 200 มิลลิกรัมตอลิตร  ทําการเก็บตัวอยางวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.11 และ 
รูปที่ 4.11  พบวา กลูตามีนมีผลตอการเพิ่มปริมาณการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดยจะเห็นไดวา
ที่ความเขมขน 125 มิลลิกรัมตอลิตรจะใหผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุดเทากับ 825 
มิลลิกรัมตอลิตร  
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ตารางที่ 4.11   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียง
เปนเวลา   24 ช่ัวโมง   ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน
และแปรปริมาณของกลูตามีนที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

 
ปริมาณกลูตามีน  

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
0 682 ± 55 0.25 
50 746 ± 68  0.34 
75 750 ± 54 0.32 
100 754 ± 60 0.35 
125 825 ± 36 0.39 
150 787 ± 42 0.29 
200 726 ± 66 0.26 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.11   แสดงปริมาณของกลูตามีนที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขยา 
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4.2.2.4   ปริมาณของอารจินีนที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
 

 อารจินีนเปนกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญในกระบวนการสังเคราะหกรด  
ไฮยาลูโรนิก โดยมีรายงานวาเมื่อมีการเติมอารจีนีน  0.06 กรัมตอลิตรลงไปในอาหารเหลวที่
มีสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน  พบวา  สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของเซลลและ 
เพิ่มปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได ถึง 32 และ 34 เปอรเซ็นตตามลําดับ (Gao และคณะ, 
2000)  ในการทดลองนี้จึงศึกษาผลของอารจินีนตอการสรางกรดไฮยาลูโรนิก โดยเตรียม
สารละลายอารจินีน เขมขน  60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยกรองผานแผนกรองเซลลูโลสอะซี
เตท  จากนั้นแปรปริมาณของอารจินีนตั้งแต  0 – 180 มิลลิกรัมตอลิตร  ทําการเก็บตัวอยาง
วิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ไดผลการ
ทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.12 และ รูปที่ 4.12   พบวา การเติม อารจินีน 150 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ซ่ึงเปนปริมาณที่เหมาะสม มีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจะใหปริมาณกรดไฮ
ยาลูโรนิกที่ผลิตไดเพิ่มขึ้นเทากับ 772 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



50 

ตารางที่ 4.12   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ทีผ่ลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียง
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและ
แปรปริมาณของอารจินีนที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

 
ปริมาณอารจนิีน  

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก* 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
0 627 ± 13 0.30 
60 663 ± 29 0.34 
90 673 ± 35 0.35 
120 730 ± 36 0.45 
150 772 ± 55 0.45 
180 722 ± 59 0.43 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.12   แสดงปริมาณของอารจินีนที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขยา 
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4.2.2.5 ปริมาณของยูราซิลที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
  

ยูราซิลเปนสารประกอบที่มีความสําคัญในการทําหนาที่เปนสวนประกอบของ
สารมัธยันตรซ่ึงเกี่ยวของในกระบวนการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  นั่นคือเปน
สวนประกอบของ UTP  ที่มีความจําเปนตอการสรางสารตั้งตนทั้งสองชนิดในการผลิต
กรดไฮยาลูโรนิก คอื UDP-glucuronic acid และ UDP N-acetyl glucosamine   นอกจากนั้นยัง
มีรายงานวา ยูราซิลเปนนิวคลีโอไทดชนิดหนึ่งที่มีบทบาทสําคัญเกี่ยวของในกระบวนการ
เจริญเติบโตของเซลล  และเมื่อมีการเติมยูราซิล 0.005 กรัมตอลิตรลงไปในอาหารเหลวที่มี
สารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน  พบวา  สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของเซลลและเพิ่ม
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได ถึง 32 และ 34 เปอรเซ็นตตามลําดับ (Gao และคณะ, 2000) 
ในการทดลองนี้จะทําการเตรียมสารละลายูราซิลเขมขน  0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยกรอง
ผานแผนกรองเซลลูโลสอะซีเตท  จากนั้นแปรปริมาณของยูราซิล ตั้งแต 0 – 50 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  ทําการเก็บตัวอยางวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกเปนเวลา 
24  ชั่วโมง  ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.13 และ รูปที่ 4.13   พบวา ยูราซิลมีผลตอ
การเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  โดยเมื่อเติมยูราซิล 15 มิลลิกรัมตอลิตร จะใหปริมาณ
กรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดเพิ่มขึ้นเทากับ  844  มิลลิกรัมตอลิตร   
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ตารางที่ 4.13   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ที่ผลิตโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7   เมื่อเล้ียง
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีซูโครส 3 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและ
แปรปริมาณของยูราซิลที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก   

 
ปริมาณยูราซิล 

 (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก*

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
0 698 ± 27 0.35 
5 750 ± 42 0.34 
10 829 ± 53 0.54 
15 844 ± 33 0.51 
20 782 ± 65 0.46 
30 815 ± 59 0.50 
40 825 ± 36 0.51 
50 825 ± 36 0.49 

หมายเหตุ : *  คาที่ไดจากการทดลองเปนคาเฉลี่ย 3 ซํ้า 
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รูปที่ 4.13   แสดงปริมาณของยูราซิลที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดบัขวดเขยา 
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4.2.3 การสรุปเปรียบเทียบปจจยัตาง ๆ ที่มีผลเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกรดไฮยาลูโร  
 นิกเมื่อเล้ียงเชือ้ในระดับขวดเขยา 

  
  จากการเปรียบเทียบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลเพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจากการ

ทดลองในขอ 4.2.1 และ 4.2.2  ดังไดสรุปผลในตารางที่  4.14   พบวา กลูโคส-6-ฟอสเฟต 
ที่ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร สามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก เมื่อเปรียบเทียบกับ
การเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารชุดควบคุมไดสูงสุด คือ ประมาณ 31 เปอรเซ็นต ขณะที่  
MnSO4.H2O ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร  เพิ่มผลผลิตไดดีรองลงมา คือ ประมาณ 
27 เปอรเซ็นต   สวนไพรูเวท,  กลูตามีน,  ยูราซิล และอารจินีนเพิ่มผลผลิตไดอยูในเกณฑ
ปานกลาง คือ ประมาณ 20 – 23 เปอรเซนต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.14   สรุปเปรียบเทียบปจจยัตาง ๆ ที่มีผลเพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเมื่อเลี้ยง Streptococcus  zooepidemicus UN-7 ในขวดเขยา 

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมตอลิตร) ชนิดและปริมาณสารเคมี 

ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
กอนเติม หลังเติม 

ผลการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
ที่เพิ่มขึ้น 

(เปอรเซ็นต) 
FeSO4 .7H2O (15  มิลลิกรัมตอลิตร) 619 690 11.53 
MnSO4 .H2O (10  มิลลิกรัมตอลิตร) 690 881 27.57 
CoCl2.6H2O (10  มิลลิกรัมตอลิตร) 643 702 9.25 
ไพรูเวท (15 มลิลิกรัมตอลิตร) 645 790 22.31 

กลูโคส-6-ฟอสเฟต (5 ไมโครโมลาร) 635 833 31.24 
กลูตามีน (125 มิลลิกรัมตอลิตร) 682 825 20.92 
อารจินีน (150 มิลลิกรัมตอลิตร) 627 772 23.07 
ยูราซิล (15 มิลลิกรัมตอลิตร) 698 844 20.78 
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4.2.4 ผลของ MnSO4.H2O  รวมกับสารมัธยันตรหรือสารตั้งตนตอการสังเคราะหกรดไฮยาลู

โรนิกในระดับขวดเขยา 
 

               การทดลองนี้ไดเลือก MnSO4.H2O ซ่ึงเปนอิออนที่เพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดดี
ที่สุด   เมื่อเปรียบเทียบกับอิออนชนิดอื่นที่ทดสอบมาศึกษารวมกับสารมัธยันตร และสารตั้งตน
ที่มีผลตอการเพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก ไดแก ไพรูเวท, กลูตามีน, อารจินีน, ยูราซิล และ 
กลูโคส-6-ฟอสเฟต  โดยแยกเติมสารประกอบเหลานี้แตละชนิดที่ความเขมขนที่ไดจากการ
ทดลองในขอ 4.2.2 รวมกับ MnSO4.H2O ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 

   ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.15 และรูปที่ 4.14 พบวา ไพรูเวทรวมกับ 
MnSO4.H2O สามารถเพิ่มผลผลิตไดสูงสุด คือ ประมาณ 50 เปอรเซ็นต ขณะที่กลูโคส-6-
ฟอสเฟต เพิ่มผลผลิตไดดีรองลงมา คือ ประมาณ 46 เปอรเซนต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่  4.15  ผลของ MnSO4.H2O รวมกบัสารมัธยันตรหรือสารตั้งตนตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย  Streptococcus zooepidemicus UN-7 ที่เลี้ยง
ในขวดเขยา 

 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

ผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่เพิม่ขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคมุ 

(เปอรเซ็นต) 
อาหารชุดควบคุม 635 ± 27 - 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร 853 ± 6 34.35 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร+ไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 952 ± 23 49.96 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร+ อารจินีน 150 มิลลิกรัมตอลิตร 849 ± 13 33.72 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร+ กลูตามีน 125 มิลลิกรัมตอลิตร 810 ± 0 27.48 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร+ กลูโคส-6-ฟอสเฟต 5 มิลลิโมลาร 929 ± 13 46.22 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร+ ยูราซิล 15 มิลลิกรัมตอลิตร 778 ± 23 22.48 
 
หมายเหตุ : อาหารชุดควบคมุ คือ สูตรอาหารเดิมดังแสดงในภาคผนวก ง-2  
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รูปที 4.14     ผลของ MnSO4.H2O รวมกับสารมัธยันตรหรือสารตั้งตนตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย   Streptococcus zooepidemicus UN-7  
 ที่เลี้ยงในขวดเขยา
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4.3 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย Streptococcus zooepidemicus UN-7 ใน

ระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร   
 
 จากผลการทดลองในขอ 4.2.1 พบวา MnSO4.H2O เปนอิออนที่เพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโร
นิกไดสูงสุด   ขณะที่การทดลองในขอ 4.2.4  เกี่ยวกับผลการเติมรวมกันระหวาง MnSO4.H2O กับ
สารมัธยันตร หรือสารตั้งตน ในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก พบวา ไพรูเวท
ใหผลผลิตเพิ่มขึ้นสูงสุด   และรองลงมา คือ กลูโคส-6-ฟอสเฟต   แตเนื่องจากกลูโคส-6-ฟอสเฟต 
มีราคาที่แพงกวามาก   ดังนั้นในการศึกษาระดับถังหมักจึงเลือกใช  MnSO4.H2O และไพรูเวทมา
ศึกษาผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกตอไป   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



59 

4.3.1    การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชความเขมขนของ     
ซูโครสเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm   และความเร็ว
รอบในการกวน 300 รอบตอนาที 

 
      การทดลองนี้จะทําการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยใชสูตร
อาหารเดิมที่รายงานโดย อณุมาศ  บัวเขียว (2544)  (ภาคผนวก ง-3)  รวมทั้งภาวะการเลี้ยงเชื้อท่ี
ระบุวาเหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  เพื่อใชเปนขอมูลในการเปรียบเทียบ
กับปจจัยตาง ๆ ที่จะทําการศึกษาในขั้นตอนตอไปนี้   โดยทําการทดลองตามวิธีการในขอ 3.4.1 
และ 3.4.3  โดยมีระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง  เก็บสารละลายตัวอยางทุก 3 ช่ัวโมง  วิเคราะหหา
คาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  และปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูภายในถังหมัก  
ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.16 และ รูปที่ 4.15  พบวา เชื้อจะผลิตกรดไฮยาลูโรนิก
เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อเจริญในระยะทวีคูณ และเมื่อเขาสูระยะการเจริญคงที่การผลิตกรดไฮยาลู
โรนิกจะเริ่มคงที่  และจะไดปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุดที่เวลา 30 ช่ัวโมง  เทากับ 2,144 
มิลลิกรัมตอลิตร  โดยในชวงเวลานี้น้ําหมักที่ไดจะมีความหนืดมากกวาชวงเวลาอื่น สวนปริมาณ
น้ําตาลในอาหารจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่อเชื้อเขาสูการเจริญทวีคูณและเมื่อเขาสูระยะการเจริญ
คงที่น้ําตาลจะถูกใชนอยลง  เนื่องจากอัตราการเจริญของเซลลลดลง และมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
ที่เหลืออยูภายหลังการหมัก เทากับ 1.0 กรัมตอลิตร  ในสวนของน้ําหนักเซลลแหงเมื่อเล้ียงใน
ระดับถังหมัก 5 ลิตรจะใหการเจริญของเซลลสูงกวาในระดับขวดเขยา โดยจะใหน้ําหนักเซลล
แหงสูงที่สุดเทากับ 0.96 กรัมตอลิตร 
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ตารางที่  4.16 คาน้ําหนักเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลืออยูภายหลังการหมัก   ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง   เมื่อใชความเขมขนของซูโครส
เร่ิมตน 15 กรัมตอลิตร   อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 
รอบตอนาที 
 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

คาน้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลืออยู
ภายหลังการหมัก 

(กรัมตอลิตร) 

คาความเปน
กรด-ดาง 

0 
3 
6 
9 

12 
15 
18 
21 
24 
27 
30 
33 
36 
39 
42 
45 
48 

0.02 
0.03 
0.05 
0.06 
0.07 
0.08 
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รูปที่  4.15   คาน้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมงเมื่อใช 

                   ความเขมขน ของซูโครสเริ่มตน 15 กรัมตอลิตร   อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที 
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ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ
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4.3.2 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยใชความเขมขนของ
ซูโครสเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm  และความเร็ว
รอบในการกวน 300 รอบตอนาที  โดยมีการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 
มิลลิกรัมตอลิตร 

 
        จากผลการทดลองในระดับขวดเขยาในขอ 4.2.1.2 ในรูปที่ 4.5  พบวาเมื่อเติม
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต  ลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อจะสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโร
นิกไดสูงสุด  ในการทดลองนี้จึงเปนการทดสอบเพื่อยืนยันผลของแมงกานีสที่ความเขมขน
ดังกลาวตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเมื่อทําการทดลองผลิตในระดับถังหมัก 5 ลิตร จาก
ผลการทดลองพบวาเมื่อทําการหมักเปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  และทําการเก็บตัวอยางทุก 3 
ชั่วโมง  นํามาวิเคราะหหาคาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมักไดผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และรูปที่ 4.16  
พบวา การเติมแมงกานีส 10 มิลลิกรัมตอลิตร  มีผลใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดมี
ปริมาณเพิ่มขึ้นเปน 2,572  มิลลิกรัมตอลิตร  และมีปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูภายหลังการหมัก
เทากับ 1.0 กรัมตอลิตร ที่ช่ัวโมงที่ 48  และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับการทดลองขอ 4.3.1 ที่ได
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุดเทากับ 2,144 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาแมงกานีสสามารถเพิ่มผล
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดในระดับถังหมัก 5 ลิตรสอดคลองกับการทดลองในระดับขวดเขยา   
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ตารางที่ 4.17   คาน้ําหนักเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลืออยูภายหลังการหมัก   ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง   เมื่อใชความเขมขนของซูโครส
เร่ิมตน 15 กรัมตอลิตร   อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 
รอบตอนาที โดยมีการเติม MnSO4.H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ
 

 
รูปที่   4.16   คาน้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก   ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง  
                    เมื่อใชความเขมขนของซูโครสเริ่มตน 15 กรัมตอลิตร   อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที 

          โดยมีการเติม MnSO4.H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
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4.3.3 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชความเขมขนของ
ซูโครสเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm  และความเร็ว
รอบในการกวน 300 รอบตอนาที  โดยมีการเติมไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
  จากผลการทดลองในขวดเขยาในขอ 4.2.2.1 ในรูปที่ 4.8   พบวาเมื่อเติมไพรูเวท 15 
มิลลิกรัมตอลิตรลงไปในอาหารสูตรปกติจะสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดสูงสุด     
ในการทดลองนี้จึงเปนการทดสอบเพื่อยืนยันผลของไพรูเวทตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโร
นิกเมื่อทําการทดลองในระดับถังหมัก 5 ลิตร  จากผลการทดลองพบวาเมื่อทําการหมักเปน
ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  และทําการเก็บตัวอยางทุก 3 ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหหาคาน้ําหนักเซลล
แหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก ไดผล
การทดลองดังแสดงในตารางที่4.18 และรูปที่ 4.17   พบวา การเติมไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร  
มีผลใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดมีปริมาณเพิ่มขึ้นเปน 2,541  มิลลิกรัมตอลิตร          
ในชั่วโมงที่ 30  นอกจากนั้นเชื้อยังสามารถผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดเร็วขึ้น และเขาสูระยะการ
ผลิตสูงสุดตั้งแตช่ัวโมงที่  15  เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม ในขอ 4.3.1  ที่เชื้อเขา
สูระยะการผลิตสูงสุดที่ชั่วโมง 24   มีปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูภายหลังการหมักเทากับ 1.16 
กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที่ 48  เมื่อทําการเปรียบเทียบกับผลการทดลองในขอ 4.3.1 ที่ไดปริมาณ
กรดไฮยาลูโรนิกสูงสุดเทากับ 2,144 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาไพรูเวทสามารถเพิ่มผลการผลิต
กรดไฮยาลูโรนิกไดในระดับถังหมัก 5 ลิตร ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองในระดับขวดเขยาจึงได
ทําการศึกษาตอไปถึงผลของปจจัยรวมระหวาง MnSO4.H2O กับไพรูเวทที่มีตอการผลิตกรด   
ไฮยาลูโรนิกเมื่อเล้ียงในระดับถังหมัก 5 ลิตรตอไป 
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ตารางที่  4.18  คาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลืออยูภายหลังการหมัก  ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง  เมื่อใชความเขมขนของซูโครสเร่ิมตน 
15 กรัมตอลิตร  อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอ
นาที โดยมีการเติมไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยู
 

 
รูปที่  4.17   คาน้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก   ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง  เมื่อใช

ความเขมขนของซูโครสเริ่มตน 15 กรัมตอลิตร   อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที โดยมีการเติม
ไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
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4.3.4 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยใชความเขมขนของ
ซูโครสเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm  และความเร็ว
รอบในการกวน 300 รอบตอนาที  โดยมีการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

   
  จากผลการทดลองในขวดเขยาในขอ 4.2.4  พบวา การเติมแมงกานีสรวมกับไพรูเวทใน
ปริมาณที่เหมาะสม  จะมีผลทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได มีปริมาณเพิ่มขึ้น และเพิ่ม
มากกวาการเติมปจจัยเหลานั้นเดี่ยว ๆ  ดังนั้นการทดลองนี้จึงศึกษาผลของการเติมปจจัยทั้งสอง
รวมกันตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก ในระดับถังหมัก 5 ลิตร   จากการทดลองเมื่อทําการ
หมักเปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  และทําการเก็บตัวอยางทุก 3 ชั่วโมง  นํามาวิเคราะหหาคาน้ําหนัก
เซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก  
ไดผลการทดลองดังตารางที่ 4.19  รูปที่ 4.18   พบวา ที่ชั่วโมงที่ 48 จะไดปริมาณกรดไฮยาลูโรนิ
กสูงสุด เทากับ 2,903 มิลลิกรัมตอลิตร และเชื้อจะเจริญเขาสูระยะการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุด
เมื่อเขาสูช่ัวโมงที่ 15  สอดคลองกับผลการทดลองขอ 4.3.4  ที่เชื้อจะสามารถผลิตกรดไฮยาลูโร
นิกไดเร็วขึ้น   โดยมีปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูภายหลังการหมักเทากับ 0.72  กรัมตอลิตร ที่ช่ัวโมง
ที่ 48   และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับผลการทดลองในขอ  4.3.2 และ 4.3.3  พบวาการเติม
แมงกานีส 10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีผลทําใหปริมาณกรด    
ไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดมีปริมาณเพิ่มขึ้นจาก 2,572 มิลลิกรัมตอลิตร และ 2,541 มิลลิกรัมตอลิตรซ่ึง
เปนการเติมปจจัยเหลานั้นเดี่ยว ๆ ตามลําดับ  เปน 2,903 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ช่ัวโมงที่ 48  ผลของ
การเติมแมงกานีสรวมกับไพรูเวทจะเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดสูงที่สุด  สอดคลองกับการ
ทดลองในขอ 4.2.4  เมื่อทําการทดลองในภาวะขวดเขยา 
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ตารางที่  4.19  คาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลืออยูภายหลังการหมัก  ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง  เมื่อใชความเขมขนของซูโครสเร่ิมตน 
15 กรัมตอลิตร  อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอ
นาที โดยมีการเติม MnSO4.H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
  

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

คาน้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลืออยู
ภายหลังการหมัก 

(กรัมตอลิตร) 
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1.79 
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730 
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1,660 
2,112 
2,205 
2,205 
2,340 
2,342 
2,438 
2,670 
2,670 
2,856 
2,763 
2,903 

17.44 
16.11 
12.78 
12.11 
10.44 
6.78 
5.44 
3.39 
2.72 
2.39 
2.39 
2.05 
1.22 
1.22 
1.05 
0.72 
0.72 
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6.92 
6.90 
6.84 
6.91 
7.39 
7.65 
8.02 
8.06 
8.69 
8.73 
8.73 
8.52 
8.38 
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ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ
 

 
รูปที่  4.18    คาน้ําหนักเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก  48  ชั่วโมง  เมื่อใชความ  

เขมขนของซูโครสเริ่มตน  15 กรัมตอลิตร  อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที โดยมีการเติม        
MnSO4.H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 70 
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4.3.5 การสรุปเปรียบเทียบผลของแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรตรและไพรูเวทตอการผลิต
กรดไฮยาลูโรนิ กในระดับถังหมัก 5 ลิตร 

 
             จากการเปรียบเทียบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลเพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก จากการทดลองใน

ขอ 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3 และ 4.3.4   ดังสรุปผลในตารางที่ 4.20 พบวา การเติมไพรูเวทรวมกับ
แมงกานีสสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักไดสูงสุด คือ ประมาณ 35 
เปอรเซ็นต   ขณะที่การเติมแมงกานีสเพียงอยางเดียว เพิ่มผลผลิตไดดีรองลงมา คือ ประมาณ 20 
เปอรเซ็นต  สวนการเติมไพรูเวทเพียงอยางเดียว เพิ่มผลผลิตไดประมาณ 19 เปอรเซ็นต   
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ตารางที่  4.20   สรุปเปรียบเทียบผลของแมงกานีสซัลเฟโมโนไฮเดรตและไพรูเวทตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย Streptococcus zooepidemicus UN-
7   ที่เลี้ยงในระดับถังหมกั 5 ลิตร 

 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

ผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่เพิม่ขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคมุ 

(เปอรเซ็นต) 
อาหารชุดควบคุม 2,144 - 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร 2,572 19.96 
อาหารชุดควบคุม + ไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 2,541 18.51 
อาหารชุดควบคุม + แมงกานสี 10 มิลลิกรัมตอลิตร+ ไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 2,903 35.40 
 
หมายเหตุ : อาหารชุดควบคมุ คือ สูตรอาหารเดิมดังแสดงในภาคผนวก ง-3 
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รูปที่ 4.19  สรุปเปรียบเทียบผลของแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรตและไพรูเวทตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย  Streptococcus zooepidemicus UN-7  ที่เลี้ยง                
     ในระดับถังหมัก 5 ลิตร
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4.3.6 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยใชความเขมขนของ
ซูโครสเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm  และความเร็ว
รอบในการกวน 400 รอบตอนาที  โดยมีการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
   การทดลองนี้จะศึกษาผลของความเร็วรอบในการกวนตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก
โดยในผลการทดลองในขอ 4.3.5  พบวาการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รวมกับไพรูเวท 15   มิลลิกรัมตอลิตรจะสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถัง
หมัก 5 ลิตร ไดสูงที่สุดเทากับ  2,903  มิลลิกรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 48 ซ่ึงในการทดลองนี้ใช
อัตราเร็วในการกวนเทากับ 300 รอบตอนาที  ซ่ึงอณุมาศ  บัวเขียว (2544) รายงานวาเหมาะสม
ที่สุด  แตเนื่องจากมีการรายงานวา การเพิ่มอัตราการใหอากาศ  และเพิ่มความเร็วรอบในการกวน  
จะมีผลทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกและน้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มขึ้น  (Johns 
และคณะ, 1994)   แตเนื่องจากในถังหมักขนาด 5 ลิตรไมสามารถเพิ่มอัตราการใหอากาศที่สูงกวา 
1.5 vvm ได ในการทดลองนี้จึงไดทําการทดลองแปรความเร็วในการกวนเพิ่มขึ้นเพียงอยางเดียว 
คือ 400 รอบตอนาที   โดยทําการหมักเปนเวลา 48 ชั่วโมง  เก็บสารละลายตัวอยางทุก 3 ชั่วโมง  
นํามาวิเคราะหหาคาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลืออยูภายหลังการหมัก  ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.20 และรูปที่ 4.19 พบวา การ
เพิ่มความเร็วในการกวนเปน 400 รอบตอนาที  จะไดปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดเพิ่มขึ้น
ใกลเคียงกับเมื่อใชความเร็วรอบในการกวนเทากับ 300 รอบตอนาที คือ มีคาสูงสุดเทากับ 2,949 
มิลลิกรัมตอลิตร  และมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมักเทากับ 1.05 กรัมตอ 
ลิตร ที่ช่ัวโมงที่ 48  และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับผลการทดลองในขอ 4.3.5 ที่ใชความเร็วในการ
กวน 300 รอบตอนาที  พบวาการเพิ่มความเร็วรอบในการกวนจาก 300 เปน 400  รอบตอนาที ทํา
ใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดเพิ่มขึ้นเล็กนอย  แตเปนที่นาสังเกตวาสามารถผลิตกรด     
ไฮยาลูโรนิกไดเร็วข้ึน  นั่นอาจเปนเพราะความเร็วในการกวนที่เพิ่มขึ้น ทําใหการสงผาน
สารอาหาร และอากาศเกิดไดดีขึ้น  เชื้อจึงเจริญและใชสารอาหารไดมากขึ้น  ดังนั้นในการทดลอง
ตอไปจึงไดแปรความเร็วรอบในกวนกวนเพิ่มขึ้นเปน 500 รอบตอนาที  
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ตารางที่  4.21  คาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลืออยูภายหลังการหมัก  ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง  เมื่อใชความเขมขนของซูโครสเร่ิมตน 
15 กรัมตอลิตร  อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 400 รอบตอ
นาที โดยมีการเติม MnSO4.H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ
 

 
รูปที่  4.20    คาน้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง เมื่อใช        

ความเขมขนของซูโครสเริ่มตน 15 กรัมตอลิตร   อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 400 รอบตอนาที โดยมีการเติม         
MnSO4 .H2O10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
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4.3.7 การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชความเขมขนของ
ซูโครสเริ่มตนเทากับ 15 กรัมตอลิตร อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm  และความเร็ว
รอบในการกวน 500 รอบตอนาที  โดยมีการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
        จากผลการทดลองในขอ 4.3.5  พบวา การเพิ่มความเร็วรอบในการกวนเปน 400 รอบ
ตอนาที  จะมีผลตอปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดเพิ่มขึ้นเล็กนอย  คือ มีคาใกลเคียงกับการใช
ความเร็วรอบในการกวนเปน 300 รอบตอนาที  แตจะมีผลทําใหเชื้อผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดเร็ว 
และเขาสูระยะการผลิตสูงสุดตั้งแตชั่วโมงที่  12  ซ่ึงเร็วข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับการใชความเร็ว
รอบเปน 300 รอบตอนาที  จึงไดทําการทดลองตอไป  โดยเพิ่มความเร็วรอบในการกวนเปน 500 
รอบตอนาที  โดยมีชวงระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง เก็บสารละลายตัวอยางทุก 3 ช่ัวโมง หาคา
น้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการ
หมัก ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.21 และ รูปที่ 4.20  พบวา การเพิ่มความเร็วรอบใน
การกวนเปน 500 รอบตอนาที  จะไมมีผลทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดมีปริมาณ
เพิ่มขึ้น  คือ มีคาสูงสุดเทากับ 2,903 มิลลิกรัมตอลิตร เทากับการใชความเร็วรอบ 300 รอบตอนาท ี
และมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมักเทากับ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ช่ัวโมงที่ 
48   
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ตารางที่  4.22  คาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก  และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลืออยูภายหลังการหมัก  ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง  เมื่อใชความเขมขนของซูโครสเร่ิมตน 
15 กรัมตอลิตร  อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 500 รอบตอ
นาที โดยมีการเติม MnSO4.H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ
 

 
รูปที่  4.21    คาน้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก   และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง เมื่อใช        

ความเขมขนของซูโครสเริ่มตน 15 กรัมตอลิตร   อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm และความเร็วรอบในการกวน 500 รอบตอนาที โดยมีการเติม         
MnSO4.H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร
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4.3.8  การสรุปเปรียบเทียบผลของความเร็วรอบในการกวนตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใน  
ระดับถังหมัก 5 ลิตร  โดยมีการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
    จากการเปรียบเทียบผลของความเร็วรอบในการกวนตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่ได
จากการทดลองในขอ 4.3.4, 4.3.5 และ 4.3.5   พบวา การเพิ่มความเร็วรอบในการกวนจาก 300 
รอบตอนาทีเปน 400 และ 500 รอบตอนาที จะไดปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดใกลเคียงกัน 
คือเทากับ 2,903, 2,949 และ 2,903 ตามลําดับ  จึงสรุปไดวาความเร็วรอบในการกวนไมมีผลตอ
การเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก   แตจะมีผลตออัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  โดยที่ความเรว็
รอบในการกวน 400 รอบตอนาทีจะใหอัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุด และที่ความเร็ว
รอบในการกวน 300 และ 500 รอบตอนาทีจะใหอัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่ใกลเคียงกัน 
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รูปที่ 4.22  สรุปเปรียบเทียบผลของความเร็วรอบในการกวนตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิ กใน ระดับถังหมัก 5 ลิตร โดยมีการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต      
10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง  
 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก โดย Streptococcus 
zooepidemicus สายพันธุ UN-7 ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุมาจาก Streptococcus 
zooepidemicus  สายพันธุ  ATCC 35247  โดยทรงศักดิ์  พันธุวัฒนะสิงห (2540)  ซ่ึงแบคทีเรีย    
สายพันธุดังกลาวมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดสูง และไมมีการผลิตเสตรปโตไล
ซิน ซ่ึงทําหนาที่ยอยสลายเม็ดเลือดแดง  และเนื่องจากการเจริญของเชื้อในกลุม Streptococci 
ตองการอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะที่มีความเหมาะสม  ดังนั้นกอนนําเชื้อดังกลาวมาใชในงานวิจัยจึงตอง
ทดสอบการเจริญของเชื้อในอาหาร Brain heart infusion  (BHI) ที่มีรายงานวามีความเหมาะสมตอ
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกและสามารถเพิ่มจํานวนเซลลไดดีที่สุด เพื่อใชในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตน   
และจากผลการทดสอบรูปแบบการเจริญของเชื้อ S.zooepidemicus UN-7 ในอาหาร BHI พบวาหัว
เชื้อที่มีอายุ  7 ชั่วโมงจะมีความเหมาะสมในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก ทั้งนี้เนื่องจากที่อายุหัวเชื้อ 7 
ชั่วโมงเปนชวงการเจริญทวีคูณ  เซลลมีกิจกรรมสูงและผานชวงการเจริญเพื่อปรับตัวแลว ดงันัน้เมือ่
ถายเชื้อลงสูอาหารสูตรสําหรับผลิตกรดไฮยาลูโรนิกแลวจึงสามารถเจริญและผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
ไดอยางรวดเร็ว  โดยใชการเลี้ยงเชื้อในระดับขวดเขยาเพื่อผลิตกรดไฮยาลูโรนิกตามที่รายงานไว
โดย อณุมาศ  บัวเขียว (2544) คือ น้ําตาลซูโครส 3 กรัมตอลิตร ความเร็วรอบในการเขยา 300 รอบ
ตอนาที ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากผลการทดลองพบวาเชื้อมีการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก
ควบคูไปกับการเจริญระยะทวีคูณ  โดยที่ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดจะเริ่มคงที่เมื่อการเจริญ
คงที่  ตั้งแตชั่วโมงที่ 24 ไปจนถึงชั่วโมงที่ 48  โดยมีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุดที่ช่ัวโมง 36 
เทากับ 714  มิลลิกรัมตอลิตร   และเพื่อความสะดวกและรวดเร็ว จึงไดเลือกเวลาการเก็บตัวอยาง
ชั่วโมงที่ 24 ที่มีปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เทากับ 690 มิลลิกรัมตอลิตร  เนื่องจากเปนชวงระยะเวลา
ที่ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกผลิตอยางคงที่และใหปริมาณสูงสุดใกลเคียงกันสําหรับการทดสอบปจจัย
อ่ืน ๆ ท่ีมีตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกใน ระดับขวดเขยาในการทดลองขั้นตอไป   
 ในการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกนอกจากปจจัยทางกายภาพแลว  
ปจจัยอ่ืน ๆ ก็ยังอาจมีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกโดย S.zooepidemicus UN-7   อาทิเชน อิออน 
หรือสารประกอบที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม,   สารตั้งตน และสารมัธยนัตรที่เกี่ยวของกับวิถี
เมตาบอลิซึมของการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  โดยปจจัยที่ทําการศึกษาจะแบงออกเปน 2 
ประเภทใหญ ๆ  คือ ประเภทแรก ไดแก  ชนิดของอิออนที่มีผลตอการทํางานของเอนไซมตาง ๆ ใน 
วิถีเมตาบอลิซึม เชน แมงกานีส, โคบอลต,  สังกะสี, เหล็ก และ ประเภทที่สอง ไดแก สารตั้งตน 
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หรือ สารมัธยันตรที่เกี่ยวของในวิถีการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  เชน กลูโคส-6-ฟอสเฟต, 
ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต, ไพรูเวท, กลูตามีน, อารจินีน และยูราซิล   
 จากการศึกษาผลของอิออนชนิดตาง ๆ พบวา แมงกานีส,โคบอลต และเหล็ก สามารถเพิ่ม
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได  โดยพบวาแมงกานีสสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเมื่อ
เปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารชุดควบคุมไดสูงสุด คือ ประมาณ  28 เปอรเซ็นต  สวน
โคบอลต และ เหล็ก เพิ่มผลผลิตไดเล็กนอย คือ ประมาณ 9 และ 11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ซ่ึงผล
ของแมงกานีสอิออนที่เพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดสอดคลองกับการรายงานของ DeAngelis ใน
ป 1996  ที่พบวาการทํางานของเอนไซม hyaluronic acid synthase  ในการเรงปฏิกิริยาการนํา  UDP-
glucuronic acid และ UDP-N-acetyl glucosamine  มาสรางกรดไฮยาลูโรนิกโพลีเมอร จําเปนตองใช
แรธาตุโลหะที่มีประจุ 2+ (divalent metal ion)   เชน Mg2+ หรือ Mn2+   เขารวมดวยในปฏิกิริยา ซ่ึงจะ
ทําใหการจับกันของสารตั้งตน และเอนไซม มีประสิทธิภาพมากขึ้น  และชวยใหการทํางานของ
เอนไซมมีความเสถียร  และนอกจากนั้น  Stoolmiller และ Dorfman ในป 1969  ยังไดรายงานวา 
เอนไซม hyaluronic acid synthase จะไมสามารถทํางานได  ถาไมมีธาตุโลหะที่มีประจุ 2+ เชน  
Mn2+ หรือ Mg2  โดยพบวา  Mn2+  ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร จะสามารถกระตุนการทํางานของ
เอนไซมไดดีกวา Mg2+ ที่ความเขมขนเดียวกัน  แตถามีการเติมในปริมาณที่มากเกินพอ แมงกานีส   
อิออนจะมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดมากกวาแมกนีเซียมอิออน  ดังนั้นการเติมแมงกานีส  
อิออนจึงตองใชในปริมาณที่เหมาะสม  จากผลการทดลองพบวาแมงกานีสอิออนที่ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอลิตรจะใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม  
และเมื่อความเขมขนของแมงกานีสอิออนเพิ่มขึ้นจะมีผลใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดเริ่ม
ลดลง  ในสวนของโคบอลท และเหล็กมีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเล็กนอย  เมื่อเติมใน
ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร และเมื่อเพิ่มความเขมขนสูงขึ้นอิออนทั้งสองชนิดจะทําใหปริมาณ
กรดไฮยาลูโรนิกลดลง  โดยโคบอลทจะทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกลดลงมากกวาเหล็ก  ทั้งนี้
อาจเนื่องมาจากมีรายงานวาโคบอลทเปนอิออนที่สงเสริมการทํางานของเอนไซม  lactate 
dehydrogenase  (Hardman และ Pritchard, 1987)  ดังนั้นอาจเปนไปไดวา โคบอลทมีสวนเรง
กิจกรรมของเอนไซมบางชนิดในการสรางกรดไฮยาลูโรนิก  ขณะเดียวกันที่ปริมาณหนึ่งยังมีสวน 
เรงการทํางานของ lactate dehydrgenase ในการเปลี่ยนไพรูเวทใหเปนแลกเตท  มีผลให พลังงานที่
ไดลดลง  การสรางกรดไฮยาลูโรนิกจึงลดลง  ในสวนของเหล็กมีรายงานของ Asanuma และ Hino 
ในป 2002  พบวาเหล็กจําเปนตอการทํางานของ pyruvate formate lyase activating enzyme       
(PFL-AE)  ซ่ึงจะทําให pyruvate formate lyase เปลี่ยนรูปจาก inactive form  ไปเปน active form 
ทําหนาที่ในการสราง acetyl CoA และ ฟอรเมท จากไพรูเวท ซ่ึงการสราง acetyl CoA ที่เพิ่มขึ้นจะ
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สงผลใหพลังงานเพิ่มขึ้น  แตเมื่อเติมในปริมาณมากเกินพอจะไมเพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกทั้งนี้
อาจเนื่องมาจากความจํากัดของปริมาณไพรูเวท 
 สําหรับการเติมสังกะสีอิออน พบวามีผลทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกลดลง  จากการ
รายงานของ  Phan และคณะ ในป 2004  พบวาการทํางานของสังกะสีอิออนจะไปมีสวนทําให
ความสามารถในการตานทานกรดของเชื้อ Streptococcus mutans ลดลงโดยไปยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม F0F1-ATPase ในเมมเบรนทําใหมีการถายเทโปรตอนเขาสูเซลลเพิ่มขึ้น นอกจากนั้นยัง
พบวาปฏิกิริยา Phosphotransferase system (PTS) จะไวตอการยับยั้งดวยสังกะสี  เนื่องจากสังกะสี  
อิออนจะเขาแทนที่การจับของอิออนบวก เชน แมกนีเซียม ที่มีความจําเปนกับการทํางานของ
เอนไซมนี้รวมท้ัง glycolytic enzyme บางชนิดเชน pyruvate kinase, aldolase และ glyceraldehydes-
3-P dehydrogenase  ที่พบใน  S.sorbinus  ก็จะถูกยับยั้งดวยสังกะสีอิออนเชนกัน   ซ่ึงในสวนของ
เอนไซม pyruvate kinase เมื่อการทํางานถูกยับยั้งจะสงผลใหปริมาณไพรูเวทภายในเซลลลดลง 
(Scheie และคณะ, 1988) 
 จากการศึกษาผลของปจจัยที่เปนสารตั้งตน และ สารมัธยันตรตาง ๆ ที่เกี่ยวของในวิถีเมตา
บอลิซึม และกลไกในการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  พบวา ไพรูเวท, กลูโคส-6-ฟอสเฟต,      
กลูตามีน, อารจินีน และยูราซิล  สามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได  โดยพบวา กลูโคส-6-
ฟอสเฟต ที่ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร สามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก เมื่อเปรียบเทียบกับ
การเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารชุดควบคุมไดสูงสุดคือ ประมาณ 31 เปอรเซ็นต  สวนไพรูเวท, กลูตามีน, 
ยูราซิล และอารจินีน  เพิ่มผลผลิตไดอยูในเกณฑปานกลาง คือ ประมาณ 20 – 23 เปอรเซ็นต   และ
พบวา ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต จะไมมีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  แตจะทําใหปริมาณ
กรดไฮยาลูโรนิกลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม 
  จากการที่  กลูโคส-6-ฟอสเฟต  สามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิก   เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ไดถึงประมาณ 31 เปอรเซนตนั้นความสําคัญของกลูโคส-6-ฟอสเฟตตอ
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิก แสดงดังรูปที่ 2.3  พบวากลูโคส-6-ฟอสเฟต จะเปนสารตัวกลางสําหรับ
การผลิตสารหลายชนิดใน  pathway ตาง ๆ ของเซลล  เชน การสรางกรดอะมิโน และนิวคลีโอไทด  
จาก Pentose Phosphat Pathway  (PPP),  การสราง ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต เขาสูปฏิกิริยาไกลโคไลซิส  
และสรางสารมัธยันตอ่ืน ๆ ที่มีความสําคัญตอเซลล เชน การสรางผนังเซลลจาก กลูโคส-1-ฟอสเฟต
, การสราง teichoic acid จาก UDP-glucose และการสราง peptidoglycan จาก UDP-N-acetyl 
glucosamine และเนื่องจากกลูโคส-6-ฟอสเฟต เปนสารตัวกลางหลักที่จะแยกเขาสูกระบวนการไกล
โคไลซิส และ กระบวนการสรางโพลิแซคคาไรด (exopolysaccharide) (Guedon และคณะ,2000) จึง
ไดมีรายงานการปรับปรุงสายพันธุของ S.zooepidemicus ใหสรางเอนไซมα-Phosphoglucomutase  
ในปริมาณสูง ซ่ึงจะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน กลูโคส-6-ฟอสเฟตไปเปน กลูโคส-1-ฟอสเฟต ซ่ึงจะถูก
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นําไปใชในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  จึงเปนผลทําใหการสรางโพลิแซคคาไรดชนิดนี้เพิ่มขึ้น  
(Kiriazis, 2001) 
 สําหรับผลของไพรูเวทที่สามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดประมาณ 20 เปอรเซ็นต   
เนื่องจากไพรูเวทมีความสําคัญสําหรับทุกกระบวนการในเมตาบอลิซึมของเซลล และมีความจําเปน
ในการเจริญเติบโตของเชื้อ Streptococcus zooepidemicus   (Armstrong และคณะ, 1997) และยัง
เปนสารมัธยันตรในการสราง acetyl CoA ซ่ึงจะนําไปสูการสราง ATP ที่จําเปนตอการผลิตกรด    
ไฮยาลูโรนิก    
 กลูตามีนเปนสวนประกอบหนึ่งของ N-acetyl glucosamine  ซ่ึงเปนสารตั้งตนหนึ่งในการ
สรางกรดไฮยาลูโรนิก   และยังเปนเปนแหลงไนโตรเจนที่มีความสําคัญตอการเจริญ และการ
สังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก ของเชื้อในกลุม Streptococci  (Lowther และ Rogers, 1956 ; Neviani 
และคณะ, 1995 )  Willoughby และคณะ  (1964)   พบวาความตองการกลูตามีนสําหรับการผลิต
กรดไฮยาลูโรนิกจะแปรผันแตกตางกันขึ้นกับสายพันธุของจุลินทรีย  โดยไดทําการทดลองกับ 
Streptococci  สองสายพันธุ คือ type 18 และ type 28  พบวา type 18 ตองการกลูตามีน 100 
มิลลิกรัมตอลิตร  ขณะที่ type 28 ตองการกลูตามีนถึง 1 กรัมตอลิตร  ในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก
ใหไดปริมาณสูงสุด 
 จากการศึกษาผลของอารจินีนที่มีตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  พบวา การเติมอารจินีน
สามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมไดประมาณ 23 เปอรเซ็นต  ซ่ึง
สอดคลองกับการรายงานของ Gao และคณะ ในป 2000 ที่วา อารจินีนมีความจําเปนกับเมตาบอลิ
ซึมของเซลล  ซ่ึงการขาดอารจินีนจะทําใหการเจริญและการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกของเซลลถูกจํากดั  
และจากการศึกษาเมตาบอลิซึมของอารจินีนในเชื้อ Lactic Streptococci พบวา arginine deiminase  
pathway  สามารถเกิดขึ้นไดเมื่อเซลลมีภาวะการเจริญใน นํ้าตาลกาแลกโตส  หรือน้ําตาลกลูโคส
ความเขมขนต่ํา หรือที่ความเขมขนของอารจินีนสูง  ซ่ึงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการนําอารจินีนไปใช 
จะประกอบไปดวยเอนไซม 3 ชนิด  โดยเริ่มจากเอนไซม arginine deiminase ยอยอารจีนีนไปเปน 
citrulline และแอมโมเนีย  จากนั้นเอนไซม ornithine transcarbamylase จะเปลี่ยน citrulline ใหเปน 
ornithine และ carbamyl phosphate  และในขั้นตอนสุดทายจะไดพลังงาน ATP, แอมโมเนีย และ
คารบอนไดออกไซด  จากปฏิกิริยา dephosphorylation ของ carbamyl phosphate โดยเอนไซม 
carbamate kinase  ดังนั้นอารจินีนที่เติมลงไปจึงมีความสําคัญในการสรางพลังงาน ATP  ใหกับ
เซลล  ในภาวะที่ไดพลังงานจากคารโบไฮเดรตต่ํา (Angelis และคณะ, 2002 ; Crow และ Thomas, 
1982) 
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 สําหรับอีกปจจัยหนึ่งที่ทําการศึกษาคือ ยูราซิล ซ่ึงจัดอยูในกลุมไพริมิดีนเบสมีความสําคัญ
โดยเปนสวนประกอบของกรดนิวคลีอิค  และเมื่อถูกเติมหมูฟอสเฟตจะเกิดเปนนิวคลีโอไทด  เชน  
uridine diphosphate (UDP), uridine triphosphate (UTP) ซ่ึงนิวคลีโอไทดเหลานี้จะมีความสําคัญ
อยางมากในเมตาบอลิซึมของเซลล  รวมทั้งการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก โดยเฉพาะ UDP จะทําหนาที่
เขาจับกับ glucuronic acid และ N-acetyl glucosamine  เพื่อเปนสารตั้งตนสําหรับการสังเคราะห
กรดไฮยาลูโรนิก  นอกจากนั้นยังสามารถทําหนาที่เปนตัวใหหมูฟอสเฟตกับ adenosine 
diphosphate (ADP) ในการสราง adenosine triphosphate (ATP) และเปนสารตัวกลางในการถายเท
พลังงานเคมีในเซลลส่ิงมีชีวิตอีกดวย  ดังเชนการรายงานของ Gao และคณะ ในป 2000 เกี่ยวกับ 
สารอาหารที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดจากการหมัก โดย Streptococcus zooepidemicus  
พบวาการเติมนิวคลีโอไทด  โดยเฉพาะยูราซิลจะมีผลตอการเจริญและเมตาบอลิซึมของเซลล  ทํา
ใหเซลลมีการเจริญเพิ่มขึ้น  ควบคูไปกับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่เพิ่มขึ้น  สําหรับงานวิจัยนี้พบวา
การเติมยูราซิลสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดเชนกัน  โดยสามารถเพิ่มผลผลิตไดประมาณ 
20 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม 
 ในสวนของ ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต   พบวาเมื่อมีการเติม ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต กลับมีผลลด
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิก  ทั้งน้ี ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต  ปริมาณมากเกินพออาจมีผลทางตรงหรือ
ทางออมตอการทํางานของเอนไซมบางชนิดในเมตาบอลิซึม  ดังรายงานของ Hardman และ 
Pritchard ในป 1987 ที่วา ฟรักโทส-1,6-ฟอสเฟต จะมีสวนชวยสงเสริมการทํางานของ เอนไซม 
lactate dehydrogenase  ที่พบในเชื้อกลุม  Streptococcus  โดยจะทําหนาที่ในการเขาจับกับเอนไซม 
และทําใหเอนไซมเปล่ียนแปลงรูปรางไปจากเดิม  และอยูในรูปที่เหมาะสมกับกิจกรรมของเอนไซม
มากยิ่งขึ้น   ดังนั้นเมื่อมีการเติม ฟรักโทส-6-ฟอสเฟต เชื้อก็จะนําเขาสูกระบวนการไกลโคไลซิสได
ผลผลิตเปน ฟรักโทส-1,6-ฟอสเฟต  สงผลใหความสามารถในการเปลี่ยนไพรูเวทเปนแลกเตทโดย
เอนไซม  lactate dehydrogenase เกิดไดดีขึ้น  ดังแสดงในรูป 2.4  จึงทําใหวิถีการสรางพลังงานจาก
ไพรเูวทลดลง  (Yamada และ Carlsson, 1975) เปนผลใหการสรางกรดไฮยาลูโรนิกลดลงดวย  
 สรุปผลจากการทดลองในระดับขวดเขยาเกี่ยวกับปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตกรดไฮยาลู
โรนิก  พบวา แมงกานีสอิออนจะมีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดมากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับอิออนชนิดอ่ืน   ดังนั้นจึงนํามาทดสอบรวมกับสารตั้งตน หรือสารมัธยันตรที่มีผล
เพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก   ผลการทดลองที่ไดสรุปไวในตารางที่ 4.15 พบวา เมื่อเติม
แมงกานีสอิออนรวมกับไพรูเวทจะสามารถเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมและชุดการทดลองอื่น ประมาณ 50 เปอรเซ็นต   รองลงมาคือ แมงกานีส อิออนรวม
กับกลูโคส-6-ฟอสเฟต   เพิ่มขึ้นประมาณ 46 เปอรเซ็นต   แตเนื่องจากกลูโคส-6-ฟอสเฟตมีราคา
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แพงกวาไพรูเวทมาก   ในการทดลองระดับถังหมักเพื่อยืนยันประสิทธิภาพการเพิ่มผลผลิตกรด      
ไฮยาลูโรนิกจึงเลือกทําเฉพาะแมงกานีสอิออนรวมกับไพรูเวท 

ผลการทดลองเลี้ยงเชื้อในระดับถังหมัก 5 ลิตรโดยในขั้นแรกใชภาวะการเลี้ยงเช้ือตามที่ 
อณุมาศ บัวเขียว (2544) รายงานวาใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุด เพื่อใชเปนขอมูลในการ
เปรียบเทียบกับเมื่อมีการแปรปจจัยตาง ๆ ของการศึกษาครั้งนี้   ซ่ึงผลการทดลองพบวาปริมาณ
กรดไฮยาลูโรนิกสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 30  โดยมีความเขมขน  2,144  มิลลิกรัมตอลิตร และเมื่อมีการเติม
ปจจัยเดี่ยว ไดแก  แมงกานีสที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร  มีผลใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่
ผลิตไดเพิ่มขึ้นเปน  2,215 มิลลิกรัมตอลิตรที่ช่ัวโมงที่ 30 และสูงสุดเปน  2,572  มิลลิกรัมตอลิตร ที่
ช่ัวโมงที่ 39  และเมื่อเติมไพรูเวทที่ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ไดผลผลิตเพิ่มขึ้นเปน 
2,541  มิลลิกรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 30 เชนกัน  นอกจากนั้นเชื้อยังสามารถผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได
เร็วข้ึน และเขาสูระยะการผลิตสูงสุดตั้งแตชั่วโมงที่  15 เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม   
ทั้งนี้เนื่องมาจากไพรูเวทที่เติมลงไปจะไปชวยในกระบวนการเพิ่มการสรางพลังงานภายในเซลล  
และทําใหเซลลมีพลังงานมากขึ้นในการนําไปใชสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก  สวนผลการทดลอง
เติมแมงกานีส 10 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีผลทําใหปริมาณกรด 
ไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดเพิ่มสูงกวาการเติมปจจัยเดี่ยว ๆ  เปน 2,903 มิลลิกรัมตอลิตร สอดคลองกับผล
การทดลองในระดับขวดเขยา ที่วาปจจัยทั้งสองมีผลรวมกันตอการสรางกรดไฮยาลูโรนิก โดยพบวา
ในชุดการทดลองที่มีการเติมไพรูเวททั้งในรูปปจจัยเดี่ยว และเติมรวมกับแมงกานีส จะใหคาอัตรา
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเพิ่มสูงขึ้น  (ภาคผนวก ง. 3.1 -3.4) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลอง
ควบคุม และชุดการทดลองการเติมแมงกานีส   และจากการรายงานของ Johns และคณะในป 1994  
พบวา การเพิ่มอัตราการใหอากาศและความเร็วรอบในการกวน จะทําใหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่
ผลิตไดเพิ่มขึ้น  โดยการใหอากาศจะทําใหไดรับพลังงานจากเมตาบอลิซึมของเซลลสูงขึ้น  เมื่อไพรู
เวทถูกเปลี่ยนไปเปนอะซีเตทในสภาวะที่มีอากาศ  ซ่ึงพลังงานที่ไดจะสูงกวาการเปลี่ยนไพรูเวทไป
เปนแลกเตทในสภาวะไรอากาศ  แตเน่ืองจากภาวะที่ใชในการทดลองมีการใหอากาศ 1.5 vvm  ซ่ึง
เปนคาสูงสุดไมสามารถเพิ่มอัตราการใหอากาศใหสูงขึ้นมากกวานี้ไดในระดับถังหมัก 5 ลิตร  จึงได
ทําการทดลองแปรความเร็วในการกวนเพิ่มขึ้นเพียงอยางเดียว คือ ที่ความเร็วรอบ 400 รอบตอนาที 
และ 500 รอบตอนาที  ผลการทดลองไดปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิตไดใกลเคียงกนั คือ 2,949 
และ 2,903 ตามลําดับ  จึงสรุปไดวาความเร็วรอบในการกวนไมมีผลตอการเพิ่มผลผลิตกรดไฮยาลู
โรนิก แตการเพิ่มความเร็วรอบจะทําใหเชื้อผลิตกรดไฮยาลูโรนิกไดเร็วขึ้น  เมื่อเปรียบเทียบคาอัตรา
การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกที่ความเร็วรอบตาง  ๆ พบวาที่ความเร็วรอบในการกวน 400 รอบตอนาที
จะใหคาอัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกสูงสุด (ภาคผนวก ง. 3.4 -3.6)  นั่นอาจเปนเพราะความเร็ว
ในการกวนที่เพิ่มขึ้น ทําใหการสงผานสารอาหาร และถายเทอากาศเกิดไดดีขึ้น เชื้อจึงเจริญและใช
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สารอาหารไดมากขึ้นทําใหการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกเกิดไดเร็วขึ้น  รองลงมาคือความเร็วรอบใน
การกวน 300 รอบตอนาที  สวนที่ความเร็วรอบในการกวน 500 รอบตอนาทีจะใหคาอัตราการผลิต
กรดไฮยาลูโรนิกต่ําสุด  เนื่องมาจากความเร็วรอบที่สูงเกินไปไมเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ
ในชวงเริ่มตน  (lag phase) ทําใหชวงระยะการเจริญเริ่มตนใชระยะเวลามากกวาชุดการทดลองอื่น    

จากการทดลองทั้งหมดที่กลาวมา สรุปไดวาการเติมปจจัยตาง ๆ ที่เปนสารตั้งตน และ 
สารมัธยันตรในเมตาบอลิซึมการสังเคราะหกรดไฮยาลูโรนิก จะทําหนาที่แตกตางกันไปใน
กระบวนการสรางพลังงานใหกับเซลล  โดยพลังงานที่เพิ่มขึ้นจะสงผลใหเซลลสามารถเพิ่มผลผลิต
กรดไฮยาลูโรนิกได   แตเนื่องจากสารประกอบเหลานี้  มีราคาที่สูงกวาวัตถุดิบในกระบวนการหมัก
ทั่วไป    ดังนั้นผลของการศึกษาในครั้งนี้ประโยชนที่ไดรับจะใชเพื่อเปนแนวทางในการนําไป
ประยุกตใชตอไป      
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารสําหรับการเตรียมหวัเชื้อตั้งตน ( Brain Heart Infusion : BHI ) ( Difco ) 
 

1.1 อาหารเหลว BHI 
 

ในอาหารเหลว 1 ลิตร ประกอบดวย 
 
Calf Brains , Infusion from    200 กรัม 
Beef Heart , Infusion from    250 กรัม 
Proteose Peptone , Difco     10 กรัม 
Bacto Dextrose        2 กรัม 
Sodium Chloride        5    กรัม 
Sodium Phosphate , Dibasic     2.5 กรัม 
 

 วิธีการเตรียมละลายอาหาร 37 กรัม ในน้ําขจัดไอออน  ปริมาตร 1 ลิตร  ปรับคาความเปน
กรด-ดาง ใหเทากับ 7.0 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1.0 โมลาร ( M ) ใสอาหาร
เหลว BHI ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 

1.2 อาหารวุนแข็งลาดเอียง BHI 
 
เตรียมโดยเติมวุนผง 15 กรัม ลงในอาหารเหลว BHI  ตมใหวุนละลาย  จากน้ัน ปเปตอาหาร

ลงในหลอดทดลองขนาด 16 × 150 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปดจุกใหแนน  นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที  จากนั้น นําหลอดทดลองมา
วางเอียงใหผิวหนาของอาหาร มีความยาวประมาณ 12 เซนติเมตร  เมื่ออาหารแข็งตัว  ตั้งทิ้งไว 2  
วัน กอนนําไปใช 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมีที่ใชในงานวิจัย 
 
1. การเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีคารบาโซล 
 

1.1 สารละลายบอเรท – ซัลฟูริก (Borate – Sulfuric acid solution) 10 % (w/v)    
  

 ช่ังสารไดโซเดียมเตตระบอเรท (Na2B4O7.10H2O) 3.82 กรัม ละลายในน้ํารอน 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไวใหสารละลายเย็น นําไปแชในอางน้ําแข็ง แลวคอยๆ 
เติมกรดซัล-ฟูริกเขมขนที่แชไวในน้ําแข็งลงไป ปริมาตร 390 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเก็บ
สารละลายในขวดแกว 

 
1.2 สารละลายคารบาโซล (Carbazole solution) 1 % (w/v) 

 
 ช่ังสารคารบาโซล 100 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสม

ใหเขากัน และเก็บสารละลายไวในขวดสีชา เก็บในตูเย็น ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (อายุการ
ใชงาน 3 เดือน)  

 
2.  การเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยูภายหลังการหมัก 
   
    2.1 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5 – dinitrosalicylic = DNSA reagent ) 
 

  ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
ความเขมขน 2.0 โมลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเติมน้ําขจัดไอออน ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร แลวเติมสารโพแทสเซียมทาเทรต ( KnaC4H4O6.4H2O ) ปรับปริมาตรสุดทายเปน 
100 มิลลิลิตร ดวยน้ําขจัดไอออน และเก็บสารละลายในขวดสีชา 
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 2.2 สารละลายอะซิเตท บัฟเฟอร คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 4.0  
 

  ช่ังโซเดียมอะซิเตท ( CH3COONa.3H2O ) 11.63 กรัม และปเปตสารละลายกรด  
อะซิติก ปริมาตร 0.86 มิลลิลิตร เติมน้ําขจัดไอออน และปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเทากับ 
4.0 ดวยสารละลายกรดอะซิติก ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร ดวยน้ําขจัดไอออน และเก็บ
สารละลายในขวดแกว สําหรับใชเปนบัฟเฟอรของเอนไซมอินเวอรเทส 

 
 2.3 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 
 

  ปเปตสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร ที่ไดจากขอ 1.2 ปริมาตร 9.75 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเก็บสารละลาย
ในขวดสีชา เก็บในตูเย็น ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.0  
 

 ช่ังสารโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 27.22 กรัม ละลายในน้ําขจัด
ไอออน ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร และชั่งสารไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
34.84 กรัม ละลายในน้ําขจัดไอออน ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร จากนั้น นําสารละลาย
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   คอยๆเติมลงในสารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต จนกระทั่งไดสารละลายที่มีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.0 สําหรับใชเปนบัฟเฟอร
ของเอนไซมปาเปน 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานของน้ําตาลซูโครสที่ยอยดวยเอนไซมอินเวอรเทส 

 

y = 0.3x - 0.0117
R2 = 0.9932
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กราฟมาตรฐานน้ําตาลซูโครสที่ยอยดวยเอนไซมอินเวอรเทส ในชวงความเขมขน 0 ถึง 1.0 กรัมตอ
ลิตร 
 

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลืออยู  = คาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร x 
ภายหลังการหมัก ( total sugar ) ( กรัมตอลิตร)   1 / ความชัน x ความเจือจาง  
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2. กราฟมาตรฐานของกรดไฮยาลูโรนิกโดยวธีิคารบาโซล 
 

y = 0.0043x + 0.0229
R2 = 0.9966
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กราฟมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีคารบาโซล ในชวงความเขมขน 0 ถึง 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก ( มิลลิกรัมตอลิตร ) =   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
              x  1 / ความชัน x ความเจือจาง  
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3. กราฟเชิงเสนอตัราการผลิตผลิตภัณฑ , Productivity (P) 
         
 3.1  อัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในชุดการทดลองควบคุม 
 

y = 110.48x - 813.62
R2 = 0.9588

0

500

1000

1500

2000

2500

0 5 10 15 20 25 30
เวลา (ช่ัวโมง)

คว
าม

เขม
ขน

กร
ดไ

ฮย
าล

ูโรน
ิก (

มิล
ลิก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

 
 
 
  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (p – p0)/(t – t0) 
  อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีหนวยเปน  มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
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3.2  อัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในชุดการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอ  
ลิตร 

 

y = 113.68x - 911.02
R2 = 0.9648
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  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (p – p0)/(t – t0) 
  อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีหนวยเปน  มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
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3.3  อัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในชุดการเติมไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
 

y = 145.07x - 640.4
R2 = 0.9293
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  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (p – p0)/(t – t0) 
  อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีหนวยเปน  มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
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3.4  อัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในชุดการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร  ที่ความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที 

 

y = 139.53x - 573.2

R2 = 0.9636
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  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (p – p0)/(t – t0) 
  อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีหนวยเปน  มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
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3.5  อัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในชุดการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ความเร็วรอบในการกวน 400 รอบตอนาที 

 

y = 166.56x - 477.4
R2 = 0.9514
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  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (p – p0)/(t – t0) 
  อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีหนวยเปน  มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
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3.6  อัตราการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในชุดการเติมแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตรรวมกับไพรูเวท 15 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ความเร็วรอบในการกวน 500 รอบตอนาที 

 

y = 129.5x - 515.47
R2 = 0.9135
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  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (p – p0)/(t – t0) 
  อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีหนวยเปน  มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
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ภาคผนวก ง 
 

การยอยแลกติกเคซีนดวยเอนไซม 
 

1.  การเตรียมแลกติกเคซีนโดยการยอยดวยเอนไซม 
  
 วัตถุดิบและเอนไซมที่ใช 
 

1. แลกติกเคซีน  ของบริษัทไวทกรุป  ประเทศไทย จํากัด 
2. เอนไซมปาเปน  ของบริษัท BDH  ประเทศอังกฤษ 

 
ขั้นตอนการยอยแลกตกิเคซีนดวยเอนไซม 

 
1. ชั่งแลกติกเคซีน 20 กรัม เติมลงในสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

ความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร นําไปตมใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน  
ตั้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

2. ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเทากับ 6.0 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 
1.0 โมลาร 

3. ปรับปริมาตรของสารละลายใหเปน 500 มิลลิลิตร ดวยน้ําขจัดไอออน 
4. เติมสารละลายเอนไซมปาเปน  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ( ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ) 
5. บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 ชั่วโมง  ที่ความเร็วรอบในการกวน 150 รอบ

ตอนาที 
6. ปนแยกตะกอนของสารที่เหลือออก  โดยเซนทริฟวจ  ที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที  

เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนสารละลายใสที่ไดไว 
7. นําไปเตรียมอาหารสูตรสําหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก (ทรงศักดิ์  พันธุวัฒนะสิงห, 

2540)  โดยใชสารละลายที่ไดแทนน้ําขจัดไอออนและเคซีน  โดยปรับปริมาตรสารละลายที่
ไดเปน 1,000 มิลลิลิตร  ดวยน้ําขจัดไอออน ( 2% แลกติกเคซีน ) 
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2.  การเตรียมอาหารสูตรสําหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับขวดเขยา 
             
             ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
  
 สารละลายแลกติกเคซีน 1,000  มิลลิลิตร 
 โพแทสเซียมคลอไรด ( KCl ) 3  กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( Na2HPO4 ) 2.8  กรัม 
 แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ( MgSO4.7H2O ) 0.5   กรัม 
 แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต  ( CaCl·2H2O ) 10  มิลลิกรัม 
 น้ําตาลซูโครส 3  กรัม 
 
 ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเทากับ 7.0  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ความ
เขมขน  0.1 โมลาร และนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที 
 
3.  การเตรียมอาหารสูตรสําหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิกในระดับถังหมัก 
 
             ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
  
 สารละลายแลกติกเคซีน 1,000  มิลลิลิตร 
 โพแทสเซียมคลอไรด ( KCl ) 3  กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( Na2HPO4 ) 2.8  กรัม 
 แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ( MgSO4.7H2O ) 0.5   กรัม 
 แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต  ( CaCl.2H2O ) 10  มิลลิกรัม 
 น้ําตาลซูโครส 15  กรัม 
 
 ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเทากับ 7.0  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความ
เขมขน  0.1 โมลาร และนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวสุภัชญา   ดีมีชัย  เกิดเมื่อวันที่  13  สิงหาคม  พ.ศ. 2524  ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร  สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยา  ภาควิชา
จุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี ในปการศึกษา 2544
และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545  
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