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บทปฏิบตัิการทดลอง 

 

การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม 
 

เอนไซมเปนตัวเรงที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาที่เกิดในสิ่งมีชีวิต  (biocatalyst)   เอนไซมสวนใหญ

เปนโปรตีนที่มีลักษณะเปนกอน  ความสามารถในการทํางานของเอนไซมก็จะขึ้นอยูกับโครงรูปของ

โปรตีน  (พัชรา  วีระกะลัส  , 2541)  ซึ่งปจจุบันนี้เอนไซมไดเขามามีบทบาทในกระบวนการแปรรูป

อาหารอยางกวางขวางและนับวันจะเริ่มเพิ่มจํานวนการใชและปริมาณการผลิตมากขึ้น (ปรานี        

อานเปรื่อง ,2543) เอนไซมที่ใชสําหรับอุตสาหกรรม หรือที่ผลิตในระดับอุตสาหกรรมมีหลายชนิด

ดวยกัน  เชน  เอนไซมเซลลูเลส   เอนไซมอะไมเลส  รวมทั้งเอนไซมไซลาเนส  ซึ่งจัดเปนเอนไซมที่

สามารถยอยสารประเภทคารโบไฮเดรตมีการนํามาใชมากในอุตสาหกรรมการแปรรูปน้ําผลไม  

เครื่องดื่มแอลกอฮอล  และอุตสาหกรรมการทําเยื่อกระดาษ  เอนไซมชนิดนี้พบไดท้ังในพืช  สัตว  และ

จุลินทรีย  สิ่งมีชีวิตทุกชนิดทั้งพืช  สัตว และจุลินทรีย  สามารถผลิตเอนไซมได   แตแหลงผลิตที่สําคัญ

ในอุตสาหกรรมในปจจุบัน  ไดแก  จุลินทรีย  เนื่องจากมีขอดี  คือ จุลินทรียสามารถผลิตเอนไซม

ปริมาณมาก ๆ ไดในระยะเวลาสั้น  โดยใชตนทุนการผลิตต่ํากวาการผลิตจากพืชและสัตว  เพราะ

จุลินทรียเจริญเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว  และมีขนาดเล็ก  จึงใชพื้นที่นอย  นอกจากนี้ยังสามารถ

เลือกใชอาหารเลี้ยงเชื้อราคาถูกและผลิตไดตลอดเวลาโดยไมขึ้นกับฤดูกาล   (สมใจ ศิริโภค, 2537)  

โดยเฉพาะจุลินทรียจําพวกเชื้อราซึ่งจัดเปนแหลงที่สําคัญในการผลิตเอนไซมไซลาเนส   เนื่องจาก

สามารถเติบโตไดเร็วในสภาพท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพในการผลิตสูง  

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมจากแบคทีเรีย 

2. เพื่อศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมจากเชื้อรา 

 

กิจกรรมนักศึกษา 

1.    ทําแบบทดสอบกอนเรียน 

2.    แบงกลุมประมาณ 5-6 คน  

3.    ปฏิบัติการทดลอง  

4.    สรุปรายงานผลการทดลองและนําเสนอ 

 



2 
 

วิธีการ 

1. เพื่อศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมจากแบคทีเรีย 

1.1 การแยกเชื้อที่มีความสามารถในยอยสลายแปง  

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการศึกษา จากนั้นทําการ spread plate บนอาหารเลี้ยง

เชื้อ starch agar ในจานเพาะเชื้อ บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียล เปนเวลานาน 48 ชั่วโมง แลวเก็บ

ตัวอยางเชื้อที่เจริญไดดีและมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ starch agar slant 

ตรวจสอบความสามารถในการยอยสลายแปง โดยหยดสารสะลายไอโอดีนความเขมขน 0.1 N ลงบน

โคโลนี หากเชื้อใดมีบริเวณรอบโคโลนีใสแสดงวาเชื้อแบคทีเรียมีการยอยแปงได 

1.2 การแยกเชื้อที่มีความสามารถในยอยสลายโปรตีน 

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการศึกษา จากนั้นทําการ spread plate บนอาหารเลี้ยง

เชื้อ skim milk agar ในจานเพาะเชื้อ บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียล เปนเวลานาน 48 ชั่วโมง แลว

เก็บตัวอยางของเชื้อที่เจริญไดดีและสังเกตรอบโคโลนี หากมีบริเวณใสแสดงวาเชื้อแบคทีเรียมีการยอย

สลายโปรตีน และเก็บลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar slant  

1.3 การแยกเชื้อที่มีความสามารถในยอยสลายไขมัน  

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการศึกษา จากนั้นทําการ spread plate บนอาหารเลี้ยง

เชื้อ tributyrin agar ในจานเพาะเชื้อ บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียล เปนเวลานาน 48 ชั่วโมง แลว

เก็บตัวอยางของเชื้อที่เจริญไดดีและสังเกตรอบโคโลนี หากมีบริเวณใสแสดงวาเชื้อแบคทีเรียมีการยอย

สลายไขมัน และเก็บลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ tributyrin agar slant  

2. เพื่อศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมจากเชื้อรา 

  2.1 ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเชิงคุณภาพ ดัดแปลงจากวิธี

ของ Uddin และคณะ (2012)  

นําเชื้อราทนรอนบริสุทธิ์ที่คัดแยกได มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุณหภูมิ 

เหมาะสม เปนเวลา 3 วัน นําหัวของ  Dopper ขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร ที่ปราศจากเชื้อ

เจาะตรงปลายเสนใย นํามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC Agar) 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-5 วัน โดยใหโคโลนีมีเสนผาศูนยกลางมากกวา 40 

มิลลิลิตร จึงนํามาทดสอบดวย congo red test โดยการเทรอยละ 0.1 congo red ใหทวมอาหารทิ้ง

ไว 10-15 นาที จึงเทสารละลาย congo red ออก จากนั้นราดทับดวย 1 M NaCl นาน 10 นาที เท

สารละลายสวนเกินทิ้ง จะเห็นวงใสที่เกิดจากการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส ตรวจผลความสามารถ

ในการผลิตของเอนไซมเซลลูเลส และวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใสแลวบันทึกขอมูล 
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2.2 ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไซลาเนสเชิงคุณภาพ ตามวิธีของ  

Ahirwar และคณะ (2017) 

นําเชื้อราท่ีบริสุทธิ์มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุณหภูมิเหมาะสม เปนเวลา 3  

วัน นําหัวของ Dopper ขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร ที่ปราศจากเชื้อ เจาะตรงปลายเสนใย  

นํามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไซลาเนส และบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ใชเปนตัวควบคุม นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1-5 วัน หลังจากนั้น 

นําเชื้อราท่ีผานการเพาะเลี้ยง มา Flash  plate ดวย congo red  0.1 % เปนเวลา 30 นาที และลาง 

plate ดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง เปนเวลาประมาณ 1 วินาที ทําการ Flash plate อีก 2 ครั้ง ดวย 1 M NaCl 

เปนเวลา 10 นาที ตรวจสอบวงใส (clear  zone) ที่ เกิดรอบ ๆ โคโลนีของจุลินทรียบนพื้น 

background สีแดงหรือสีมวงออนบนตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อและวัดขนาดของวงใส  (clear zone) 

สําหรับเกณฑการแบงระดับความสามารถในการผลิตของเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อราสามารถ

แบงไดดังนี ้

  Significant :  ขนาดของวงใส (Clear zone) มากกวาหรือเทากับโคโลนี 

  Moderate :  ขนาดของวงใส (Clear zone) นอยกวาหรือขนาดของวงจาง  

(Pale zone) มากกวาโคโลนี 

 Negligible : ขนาดของวงจาง (Pale zone) นอยกวาหรือเทากับโคโลนี 

 

 

การวัดผลและการประเมินผล 
1.    สังเกตจากการปฏิบัติการทดลอง 

2.    การนําเสนอรายงานการทดลอง 

3.    การทําแบบฝกหัด 

4.   การตรงตอเวลาและความรับผิดชอบ 

5.   การรักษาความสะอาดของหองปฏิบัติการ และการดูแลรักษาอุปกรณ 

6.   การทดสอบกอนเรียนและหลังเรียน 
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รายงานผลการทดลอง 
 

เร่ือง……………………………………………………………………………………… 
 

ชื่อผูรายงาน  1…………………………………..……...รหัส……………………………… 

  2. …………………………………..……..รหัส……………………………… 

  3. …………………………………………รหัส……………………………… 

  4. …………………………………..……..รหัส……………………………… 

  5. …………………………………..……..รหัส……………………………… 

  6. …………………………………..……..รหัส……………………………… 

วันที่ทําการทดลอง………………………………………….. 

********************************************************************* 

ผลการทดลอง 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

 

 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
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ภาคผนวก ก 
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ภาคผนวก ข 

สีและน้ํายาทดสอบ 
 

1. การเตรียม รอยละ 0.1 Congo red 

Congo red  0.1  กรัม 

น้ํากลั่น   100  มิลลิลิตร 

ละลาย Congo red ในน้ํากลั่นใหเขากัน หากมีตะกอนใหกรองกอนใช 

  

2. การเตรียม 1 M NaCl 

NaCl   55.44  กรัม 

น้ํากลั่น   1000  มิลลิลิตร   
ละลาย NaCl ในนํ้ากลั่นใหเขากัน 

 

 

 


