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อาหารเลี้ยงเชื้อและการเพาะเลี้ยงจลุินทรีย

Cultivation media

&

Cultvation of microorganism
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ความสําคัญ

• การศึกษาจลุนิทรียตองนําจลุนิทรียมาจากธรรมชาติ

• ทําใหเจริญเติบโตในหองปฏิบัตกิาร

• ตองทราบถึงสภาวะที่เหมาะสม และสารอาหารที่จุลนิทรีย

ตองการ
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1. แหลงพลังงาน 

•  พลังงานจากดวงอาทิตย    --- phototroph

• oxidation ของสารเคมี -- chemotroph

2.  แหลงคารบอน

• ใช CO2                   --- Autotroph

• ใชสารอินทรีย    --- Heterotroph

3. แหลงของอิเล็กตรอน

• สารอนนิทรีย      -- lithotroph

• สารอินทรีย         -- organotroph

4. แหลงของไนโตรเจน

• N2

• Inorganic nitrogen เชน เกลือไนไตรต, ไนเตรท

• Organic nitrogen เชน กรดอะมิโน, โปรตีน

ความตองการสารอาหารของสิ่งมีชีวิต
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5. แหลงของออกซิเจน ซัลเฟอร และฟอสฟอรัสแหลงพลังงาน 

• O2 ไดจากน้ํา สารอาหาร 

• S ไดจาก organic sulfur, inorganic sulfur, sulfur

6. ไอออนของโลหะ

• ใชมาก = K+ Ca, Mg, Fe 

• ใชนอย = Zn, Cu, Mn, Mo, Ni, B, Co,

7. วิตามิน

• ตองการในปรมิาณนอย แตสําคัญตอการดํารงชีวิตและการเจริญเติบโต

• Co-enzyme

ความตองการสารอาหารของสิ่งมีชีวิต
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ลักษณะการดํารงชีวิตของจุลินทรียตามแหลงพลังงาน
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ลักษณะการดํารงชีวิตของจุลินทรียตามความสามารถในการ

สังเคราะหอาหาร

1. Autotrophic organism หมายถึงจุลินทรียที่สรางอาหารเองได โดยใชสารอนินทรียเปน

วัตถุดิบ พลังงานอาจไดมาจาการสังเคราะหแสง หรือ oxidation-reduction ของสารเคมีก็

ได ไดแก photolithotrophic type และ chemolithotrophic type 

2. Hetertrophic organism หมายถึงจุลินทรียที่ไมสามารถสังเคราะหอาหารเองไดตองใช

อาหารจาdการสรางของสิ่งมีชีวิตอื่น พลังงานอาจไดมาจาการสังเคราะหแสง หรือ 

oxidation-rduction ของสารเคมีก็ได photoorganotrophic type  และ 

chemoorganotrophic type 
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ศัพทที่เกี่ยวของ
• Culture medium อาหารเลี้ยงเชื้อ 

• A culture (นาม) is the microorganisms that grow in a culture medium.

• To culture (กิริยา) means to grow microorganisms in a culture medium. 

• Inoculum จุลินทรียที่จะนําไปเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อ

• Axenic culture  เชื้อบริสุทธิ์ที่เกิดจากการแบงตัวของเซลลเริ่มตนเซลลดียวกันมี

ลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนกัน

• Pure culture เชื้อบริสุทธิ์ที่ปราศจากเชือ้จุลินทรียอื่นเจือปน

• Mixed culture เชื้อผสม
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Culture medium อาหารเลี้ยงเชื้อ

• อาจเรียกสั้นๆ วา media

• หมายถึงสารที่เตรียมขึ้นมาเพื่อเลี้ยงจุลินทรีย มแีหลงอาหารสําหรับการเจริญ และ

ทวีจาํนวนของจุลนิทรยี

• มีสารอาหารเหมาะสมสําหรับจุลนิทรยีแตละชนิด

• pH เหมาะสม มีความชืน้เพียงพอไมมีสารพิษปราศจากจลุินทรียชนิดอื่น ราคาถูก 

หางาย

• อาหารเลี้ยงเชื้อมีความจําเปนตอการศึกษาทางดานจุลชีววทิยาเปนอยางมาก 

อาหารแตละชนิดมีจดุประสงคในการใชตางกัน จลุินทรียแตละชนิดมีความ

ตองการสารอาหารตางกัน จงึมีความจําเปนทีต่องจัดเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อให

เหมาะสม เพื่อการศกึษาที่จลุินทรียที่ถูกตอง และสมบูรณ
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ชนิดของอาหาร

Media can be liquid or solid

1. อาหารเหลว (liquid media หรอื broth) : เตรียมงาย ใชสะดวก เหมาะ
สําหรับการเลี้ยงจุลินทรียเพื่อเพิ่มจํานวน แตไมสามารถใชเพือ่แยกเชื้อ
บริสุทธิไ์ด 

2. อาหารแข็ง (solid media): เติมวุน (agar) ซึ่งเปนสารที่ทําอาหารแข็งตัว 
โดยทั่วไป มักเติมวุนในอาหารเหลว 1.5% 

• วุนหลอมเหลวที่ 80-90 0 C เมื่ออุณหภูมิลดต่ําลง วุนคงสภาพเหลว จนถึง 

40-42 0C. วุนจะแข็งตัว จุลินทรียนอยชนิดที่ยอยวุนได 

• Slant

• Deep

• Petri dish

3. อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว (semisolid media) เติมวุน 0.5 %
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ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ

• 1. อาหารเลี้ยงเชื้อแบงตามสวนผสมหรือองคประกอบของอาหาร

• 1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อทีไ่มทราบสวนประกอบทางเคมีที่แนนอน (artificial 

media หรือ non-synthetic media) เชน NB, NA, PDA

• มีเนื้อเยื่อพืช หรือสัตว ซึ่งเปนสารอินทรีย

• peptone ไดจากการยอยสลายโปรตนี เชน เนือ้สัตว ดวยกรด หรือ เอนไซม

• beef extract แหลงคารโบไฮเดรต, organic –N, วิตามินที่ละลายน้ํา

• yeast extract แหลงวิตามิน B, organic-C and N 

• Agar คารโบไฮเดตรขนาดใหญ ไดจากสาหรายสีแดง

• 1.2 อาหารสังเคราะห (synthetic media หรือ chemically defined media) 

ทราบองคประกอบและทราบปรมิาตรขององคทางเคมทีี่แนนอน

• เชน อาหารเลี้ยง  Lactobacillus

• อาหารเลี้ยง cyanobacteria ที่สามารถตรงึไนโตรเจนได
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วิตามิน เกลือแร3 gBeef extractNutrient agar

ทําใหอาหารแข็ง15 gagar

ไนโตรเจน17 gTrypticaseTrypticase soy broth

ไนโตรเจน5 gpeptone

ตัวทําละลาย1000 mlwater

ประโยชนปรมิาณสวนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อ

N, CHO และวิตามิน3 gSoy peptone

ตัวทําละลาย1000 mlwater

คารบอน+พลังงาน2.5 gGlucose

buffer2.5 gK2HPO4

เกลือแร5 gNaCl
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ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ
• 2. อาหารเลี้ยงเชื้อแบงตามประโยชนที่ใช

• 2.1 enriched media ใชกับแบคทีเรียที่เลี้ยงยาก มีการเติมสารบางอยางเพื่อ

เรงการเจริญเติบโต เชน blood agar, choccolate agar, Loeffer medium, 

siol-water enriched media

• 2.2 selective media ใชแยกจุลินทรียทีต่องการออกจากตัวที่ไมตองการ

• mannitol salts agar (selects against non-skin flora) 

• MacConkey agar (selects against gram-positives) 

• eosin-methylene blue agar (selects against gram-positives) 

• phenylehyl alcohol agar (selects against gram-negatives) 
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Selective media
• Mannitol salt agar

– เกลือ 7.5 % จุลินทรียทีท่นเกลือ (salt tolerant) 

เทานั้นที่ขึ้นได

• Phenylethyl Alcohol Agar (PEA) 

– ใชแยก G + ออกจาก G –

– มี phenylethly alcohol
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• 2.3 differential media ใชแยกแบคทีเรียที่ปะปนกันอยู โดยใชความ

แตกตางของโคโลนี

• mannitol salts agar (mannitol fermentation = yellow) 

• blood agar (various kinds of hemolysis) 

• MacConkey agar (lactose fermentation = yellow) 

• eosin-methylene blue agar (various kinds of differentiation) 

• อาหารหลายชนิดมีคุณสมบตัิเปนทั้ง selective media and 

differential media
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• Eosin Methylene Blue Agar (EMB) 

• ในแบคทีเรียกลุม Enterobacteriaceae โดย

อาหารจะมี Eosin methylene blue agar ซึ่งจะ

ยับยั้ง G – และจะทําใหเหน็ความแตกตาง

ระหวางแบคทีเรียที่ and differentiates those 

which ferment lactose (the coliforms ) from 

the coliforms which do not ferment lactose. 
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• 2.4 assay media มีองคประกอบพิเศษเพื่อวิเคราะหปรมิาณสารตางๆ เชน วิตามิน 

กรดอะมิโน  สารปฎิชีวนะ

• 2.5 media for enumeration of microorganism ใชสําหรับตรวจนับจุลินทรียบาง

ชนิด เนือ่งจากองคประกอบของอาหารเหมาะกบัการเจริญ เชน จุลินทรยีในน้ําหรือ

น้ํานม 

• 2.6 media for characterization of  microorganism เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช

ตรวจสอบคุณสมบัติในการเจริญของจุลินทรยีในอาหาร รวมทั้งสมบัติที่ทําใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและชีวเคมี

• 2.7 maintenance media เปนอาหารที่ใชเก็บรักษาเชื้อไดนานทีสุ่ดโดยที่เชื้อยังมี

คุณสมบัติเหมอืนเดิม มีการลดองคประกอบบางอยางลง เพื่อใหเชื้อจริญชาลง ปลด

ปลอยของเสียนอยลง
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No fermentation is seen in Tube 1. The pH indicator remains purple. Fermentation with the production of acid (yellow color) 

but no gas is seen in Tubes 2A and 2B. Tube 2A shows a weakly-positive reaction.

Fermentation with the production of acid (yellow color) and insoluble gas (bubble in Durham tube) is seen in Tubes 3A and 3B. 

การศึกษาลกัษณะการผลติกรดและกาซ
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สภาพแวดลอมที่มีผลตอการเจรญิของจุลินทรยี

• จุลินทรยีเหมือนสิ่งมีชีวิตอื่นที่ตองการเพิ่มจํานวนเพื่อความอยูรอด

• การเจริญหรือทวีจํานวนขึ้นกับปจจัยหลายประการ

• สารอาหาร

• อุณหภมูิ

• อากาศ

• ความเปนกรดดาง (pH) 

• ความชืน้

• แรงดัน

• รังสี

• คลื่นเสียง ฯลฯ
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อุณหภูมิ (temperature)

• จุลินทรียแตละชนดิตองการชวงอุณหภูมิในการเจริญแตกตางกนัไป 

เชน

• Minimum temperature: อุณหภมูิต่าํสุดที่จุลนิทรียเจริญได มีการ

แบงตัวนอยมาก

• Optimum temperature: อุณหภมูิเหมาะสมทีสุ่ดสําหรับการเจริญ 

แบงตัวไดเร็วที่สุด 

• Maximum temperature: อุณหภูมิสูงสุดที่แบคทีเรียเจริญได
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อุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) ตอการเจริญ

ของจุลินทรียแตละชนิดตางกัน

• ทําใหสามารถแบงกลุมจลุินทรียตามอุณหภูมิที่เหมาะสมได 3 

กลุม คือ

• 1. Psychrophilic microbe

• 2. Mesophilic microbe

• 3.Thermophlic microbe

• 4. extreamophile microbe

• Phile, philic = ชอบ
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อุณหภูมิ



ดร.ทรงอํานาจ พงษสมบรูณ จุลชีววิทยาเบื้องตน 27

นอกจากนี้มีจุลินทรียบางกลุมที่เปนพวก mesophile แต

สามารถปรับตัวใหเจริญไดในสภาพอุณหภูมิที่ต่ํากวา หรือ

สูงกวาที่เคยดํารงชีวิตตามปกติ

• Psychrotolerant: เปน mesophile ที่สามารถปรับตัวใหทนกับ

สภาพแวดลอมที่อุณหภูมิต่ําได

• Thermotolerant: สามารถปรับตัวใหทนกับสภาพแวดลอมที่

อุณหภูมิสูงได แตไมใชพวก thermophile
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อากาศ

• กาซไนโตรเจน 78 %

• กาซออกซิเจน 20 %

• กาซคารบอนไดออกไซด 0.03 %

• กาซทั้ง 3 ชนิดจําเปนตอการเจริญของจุลินทรียอยางยิ่ง
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แบงกลุมจุลินทรียและแบคทีเรียตามความตองการ

ออกซิเจน

• Aerobic type เจริญไดเฉพาะบริเวณที่มอีอกซิเจนเทานั้น

• Microaerophile type เจริญไดดีในบริเวณที่มอีอกซิเจนเล็กนอย ถามี

ออกซิเจนมากจะเจริญชาๆ

• Anaerobic type เจริญไดดีในทีไ่มมีออกซิเจน

• Facultative anaerobic type เจริญไดทั้งสภาพที่ม ีและไมมอีอกซิเจน 

เนื่องจากสามารถเปลี่ยนแปลงระบบเมตาบอลิซึมของตนเองได
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ความตองการอากาศ
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ความชื้น

• น้ําเปนสิ่งจําเปนสําหรับการมีชีวิต

• แบคทีเรียเจริญไดดีในอาหารที่มีน้ําผสมอยูมากกวาในที่มีน้ํา

ผสมอยูนอย

• ในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth มีน้ําอยู 98.7 %

• ความตองการน้ําของจุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันไป

• แบคทีเรียและยีสตตองการน้ํามาก แตราตองการน้ํานอยใน

การเจริญ
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pH

• pH เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรียแตกตางกันไป

• สวนมากเจริญไดที่ pH 6-8

• ยีสตและราเจริญสวนใหญไดดีในสภาวะเปนกรด

• acidophile

• แบคทีเรียเจริญสวนใหญไดดีในสภาวะเบส

• alkaliphile

• ในกระบวนการหมักมีการเปลี่ยนแปลงของ pH ในชวง death phase
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Acidophiles = acid pH optimal (1 to 5.5) 

Neutrophiles = pH 5.5 to 8 optimal 

Alkaliphiles = pH 8.5 to 11.5 

Extreme alkaliphiles = optimum pH 10 or 

greater

Note: most bacteria are neutrophiles
(Exceptions: some bact in hot springs have optimum of 1-3) 

But most fungi prefer slight acid (pH 4 to 6)  
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เทคนิคในการศึกษาแบคทเีรีย

• การยอมสีแบคทีเรีย เปนการแลกเปลี่ยน ion ของเซลลกับสี สีจะเขาไป
แทน ion บนสวนประกอบของเซลล

– Acid dye เชน ส ีeosin

– Basic dye เชน methylene blue

• การแยกเชื้อบริสุทธิ์

• Streak plate technique

• Pour plate technique

• Spread plate technique

• การเพาะเชื้อแบคทีเรีย

• การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรีย
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Gram Stains
แยกชนิดแบคทีเรียโดยใชองคประกอบทาง

เคมีที่แตกตางกันของ cell wall



ดร.ทรงอํานาจ พงษสมบรูณ จุลชีววิทยาเบื้องตน 36

การแยกเชื้อบรสิุทธิ์
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การเพาะเชื้อแบคทเีรีย

• Agar plate culture

• Agar slant culture

• Agar deep culture

• Broth culture
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