
บทท่ี 4 

อาหารเลี้ยงเชื้อและการเพาะเลี้ยงจุลนิทรยี ์
 



ในการศกึษาจุลนิทรยีน์ ัน้จ  าเป็นตอ้งน าจุลนิทรยีม์าจากธรรมชาติมาเลี้ยง

ในหอ้งปฏบิติัการ จ าเป็นตอ้งทราบถงึสภาพการเลี้ยงท่ีเหมาะสมและ

สารอาหารท่ีตอ้งการ 

จงึมีการศกึษาความตอ้งการสารอาหารและมีผลใหผ้ลติอาหาร

เลี้ยงเชื้อขึ้นมาเป็นจ านวนมาก เพราะจุลนิทรยีมี์ความตอ้งการ

สารอาหารท่ีมีองคป์ระกอบแตกต่างกนัมากดว้ย 
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ความตอ้งการสารอาหารของสิง่มีชวิีต 

 สิง่มีชีวิตทุกชนิดมีความตอ้งการสารอาหาร เพือ่ใชใ้นการเจรญิเติบโตและการด ารงชีวิต

ตามปกติ ดงัต่อไปนี้ 

 1. แหล่งพลงังาน (energy source) 

 พชืสเีขยีวตอ้งการพลงังานจากแสงอาทิตย ์เรยีกว่า โฟโตโทรฟ(phototroph) 

ส่วนสตัว์ไดพ้ลงังานจากกระบวนการออกซดิชนัของสารเคมี เรยีกว่า เคโมโทรฟ

(chemotroph) 

 

 จุลนิทรยีก์ส็ามารถไดพ้ลงังานมาจากแหล่งดงักล่าว 
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2. แหล่งคารบ์อน(Carbon source ) 

 อาจอยู่ในรปูของคารบ์อนไดออกไซด ์หรอืในรปูสารอนิทรยี ์พชืและแบคทีเรยีหลายชนดิสามารถใช ้

คารบ์อนไดออกไซด ์และเปลีย่นเป็นคารโ์บไฮเดรต พวกนี้เรยีก ออโตโทรฟ(autotroph) แต่

ถา้ไดพ้ลงังานจากแสงดว้ยเรยีกว่า โฟโตออโตโทรฟ(photoautotroph) 
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3. แหล่งของอเิลค็ตรอน(Electron source) 

 สมช.ทุกชนดิตอ้งการแหล่งอเิลก็ตรอนเพือ่ใชใ้นกระบวนการเมตาบอลซิมึ 

 

4. แหล่งของไนโตรเจน(nitrogen) 

พชืใชไ้นโตรเจนในรปูของเกลอือนินทรยี ์เช่น KNO3 ในขณะท่ีสตัว์ใชส้ารอนิทรยีไ์นโตรเจน 

เช่น โปรตีน เพปไทด ์กรดอะมิโน แบคทีเรยีมีความสามารถใชไ้นโตรเจนไดก้วา้ง บางชนิดใช ้

กา๊ซไนโตรเจน, สารอนิทรยีไ์นโตรเจน เช่น แอมโมเนียม บางชนดิใชส้ารอนิทรยีไ์นโตรเจน 
เช่น กรดอะมิโน โปรตีน เพปไทด ์
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5. แหล่งของออกซเิจน ซลัเฟอร ์ฟอสฟอรสั 

ออกซเิจนไดม้าจากหลายแหล่ง เช่น จากน า้ จากสารอาหาร ส่วนซลัเฟอร์

จ าเป็นในการสงัเคราะห์กรดอะมิโนบางชนดิ แบคทีเรยีบางชนดิตอ้งการ

สารอนิทรยีซ์ลัเฟอร,์ ธาตุซลัเฟอร ์ส่วนฟอสฟอรสัอาจอยู่ในรปูฟอสเฟต 

 6. สมช.ทุกชนิดตอ้งการไอออนของโลหะ 

 ไอออนของโลหะบางชนิด เช่น K+  , Ca2+, Mg2+, Fe2+   

จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของจุลนิทรยี ์สมช.บางชนิดตอ้งการไอออนนอ้ยมาก

เช่น Zn2+ , Cu2+, Mn2+ ,Mo6+ ,Ni2+ เรยีกว่า 

trace element ซึง่มกัมีอยู่มากพอในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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7.วิตามิน 

เป็นสารประกอบในสิง่มีชวิีตท่ีตอ้งการในปรมิาณนอ้ย แต่มีความส าคญัต่อการ

ด ารงชวิีตและการเจรญิเติบโต ถา้ขาดท าใหเ้กิดความผดิปกติต่างๆ ตวัอย่าง

วิตามินคือ ไทอามีน(B1) ไรโบฟลาวิน(B2) วิตามินเค 
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ชนดิของอาหารเลี้ยงเชื้อ แบ่งเป็น 2 ชนดิใหญ่ๆคือ 

 ก. อาหารเลี้ยงเชื้อแบ่งตามส่วนผสม หรอืองคป์ระกอบของอาหารไดแ้ก่ 

 1. อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไม่ทราบส่วนประกอบทางเคมีแน่นอน(artificial media หรอื 

non-synthetic media) อาหารเลี้ยงเชื้อนี้ประกอบดว้ยเนื้อเยือ่พชืและสตัว์ ซึง่มี

สารอนิทรยีม์ากมาย เช่น ประกอบดว้ยเพปโทน(peptone) สารสกดัจากเนื้อ(meat 

extract) สารสกดัจากยสีต์(yeast extract) เป็นตน้  
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คุณค่าทางอาหารของบฟีเอกซแ์ทรกซ ์ซึง่เป็นสดัสว่นท่ีสกดัจากเนื้อท่ีไม่มีไขมนัน ัน้จะ

ประกอบไปดว้ยคารโ์บไฮเดรต สารประกอบอนิทรยีไ์นโตรเจน วิตามินท่ีละลายน า้ 

 ส่วนเพปโทน ไดม้าจากการย่อยสลายโปรตีน เช่น เนื้อสตัว์ เคซนี(โปรตีนในนม) เจลาติน 

ดว้ยการใชก้รดหรอืเอนไซม์น ัน้ประกอบดว้ยสารอนิทรยีไ์นโตรเจน วิตามิน คารโ์บไฮเดรต 

เพปโตนมีหลายชนดิ แลว้แต่แหล่งของโปรตีนและวิธีย่อย จงึใหป้ระโยชนต่์อแบคทีเรยีต่างกนั 
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วุน้ เป็นสารคารโ์บไฮเดรตท่ีซบัซอ้น ไดจ้ากสาหร่ายสแีดงบางชนิด  ใชท้ าใหอ้าหาร

แข็งตวั ไม่มีคุณค่าทางอาหารแก่แบคทีเรยี 

 

ยสีตเ์อกซแ์ทรกซ(์YEAST EXTRACT) สารสกดัจากเซลลย์สีต์ มีวิตามินบี

มาก และยงัมีสารประกอบอนิทรยีข์องคารบ์อนและไนโตรเจนดว้ย 
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อาหารเลี้ยงเชื้อนี้ ช่วยในการเจรญิเติบโตของแบคทีเรยีหลายชนดิ ตวัอย่าง

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชก้นัมากในหอ้งปฏบิติัการ คือ อาหารเหลวเอน็บ(ีN.B. 

หรอื Nutrient broth) 
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อาหารแขง็เอนเอ(N.A. หรอื Nutrient agar) ซึง่ใชเ้ลี้ยง
แบคทีเรยี 
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อาหารเลี้ยงเชื้อจุลนิทรยี ์

 ส่วนประกอบของอาหารเหลวเอน็บ ีประกอบดว้ย 

 บฟีเอกซแ์ทรกซ(์beef extract) 3  กรมั 

 เพปโทน(peptone)              5  กรมั 

 น า้กล ัน่                                       1  ลติร 

 ปรบั pHใหอ้ยู่ระหว่าง 6.8 -7.2 

 

 ส่วนประกอบของอาหารแขง็เอน็เอ คลา้ยกบัของเอน็บ ีแต่เติมวุน้(agar) 

ลงไปเพือ่ท าใหอ้าหารแขง็ตวัดว้ยอกี 15 กรมัต่อลติร 
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ส่วนอาหารท่ีนยิมเลี้ยงเชื้อราในหอ้งปฏบิติัการ คือ อาหารพดีเีอ(PDA หรอื 

potato dextrose agar) ซึง่มีส่วนประกอบดงันี้ 

 มนัฝร ัง่                   200 กรมั 

 เดกซโทรส               20   กรมั 

 วุน้                       15    กรมั 

 น า้กล ัน่                   1     ลติร 

 ปรบัpHหรอืค่าความเป็นกรด-ด่างใหไ้ดเ้ท่ากบั 5.0 -5.5 

14 



2. อาหารสงัเคราะห ์(Synthetic media หรอื chemically 

defined media) เป็นอาหารท่ีทราบองคป์ระกอบทางเคมีอย่างแน่นอน 

เช่น  อาหารเลี้ยงเชื้อ E.Coli ท่ีเราทราบปรมิาณแน่นอน 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ E.Coli 

 

 NH4  H2  PO4   1  กรมั 

 Glucose    5  กรมั 

 NaCl    5  กรมั 

 MgSO47H2O   0.2   กรมั 

 K2HPO4    1     กรมั 

 H2O     1000  มิลลลิติร 
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chemically defined media 
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ข.อาหารเลี้ยงเชื้อแบ่งตามประโยชนท่ี์ใช ้ไดแ้ก่ 

 1. เอน็รชิมีเดยี(enriched media) เป็นอาหารท่ีใชเ้ฉพาะกบัแบคทีเรยีบาง

ชนดิท่ีเลี้ยงยาก เพราะเลี้ยงในอาหารธรรมดาไดย้ากหรอืไม่เจรญิในอาหารธรรมดาเลย อาหาร

ชนดินี้ตอ้งเติมสารบางอย่าง เช่น เลอืด(blood) ซรีมั(serum) หรอิสารท่ีสกดั
จากเนื้อเยือ่หรอืสตัว์ เพือ่เร่งการเจรญิของแบคทีเรยี 
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2. อาหารคดัเลอืก(Selective media) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี

ใชแ้ยกจุลนิทรยีท่ี์ตอ้งการออกจากจุลนิทรยีอ์ืน่ท่ีปะปนอยู่ โดยการเติมสารเคมี

บางอย่างหรอืเพือ่ยบัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยีท่ี์ไม่ตอ้งการ โดยไม่มีผลต่อ

จุลนิทรยีอ์กีกลุ่มหนึง่ เช่นการเติมสคีรสิตลัไวโอเลต (crystal 

violet) เพือ่ยงัย ัง้การเจรญิของแบคทีเรยีแกรมบวก โดยไม่ยบัย ัง้การ

เจรญิของแบคทีเรยีแกรมลบ 
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3. อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีบอกความแตกต่าง(differential 

media) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชแ้ยกชนดิของแบคทีเรยีท่ีเจรญิปะปน

อยู่ในอาหารน ัน้ โดยอาศยัความแตกต่างของโคโลน ีเช่น บลดัอาการมี์เดีย

(blood agar media) เป็นอาหารวุน้ท่ีเติมเลอืด  
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ถา้แบคทีเรยีน ัน้ย่อยสลายเม็ดเลอืดแดงไดจ้ะเกดิบรเิวณใสๆ(CLEAR 

ZONE) ขึ้นรอบๆโคโลนขีองแบคทีเรยี ซึง่แสดงว่าไดเ้กดิการย่อยสลาย

เม็ดเลอืดแดง(HEMOLYSIS) ส่วนแบคทีเรยีท่ีไม่ท าลายเม็ดเลอืด

แดงจะไม่เกิดบรเิวณใสๆรอบโคโลน ีจงึใชแ้ยกแบคทีเรยีเหล่านี้ได ้
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4.อาหารท่ีใชวิ้เคราะห์(Assay media) เป็นอาหารท่ีมีองคป์ระกอบพเิศษเพือ่

ใชวิ้เคราะห์หาปรมิาณของวิตามิน กรดอะมิโน และสารปฏชิีวนะ นอกจากนี้ยงัใชต้รวจสอบ

ประสทิธิภาพของสารเคมีท่ีใชย้บัย ัง้หรอืท าลายจุลนิทรยีด์ว้ย 
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5. อาหารท่ีใชใ้นการตรวจนบัจ านวนจุลนิทรยี(์Media for 

enumeration of microorganism) เป็น

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชต้รวจนบัจุลนิทรยีบ์างชนดิ เช่น จุลนิทรยีใ์นน า้หรอืนม 

องคป์ระกอบของอาหารจะตอ้งเหมาะสมกบัการเจรญิของจุลนิทรยีเ์หล่าน ัน้ 

6. อาหารท่ีใชศ้กึษาสมบติัของจุลนิทรยี(์media for 

characterization of microorganism) เป็นอาหาร

เลี้ยงเชื้อท่ีใชต้รวจสอบสมบติัในการเจรญิของจุลนิทรยีใ์นอาหาร รวมทัง้สมบติัท่ีท าให ้

เกดิการเปลีย่นแปลงทางสรรีะวิทยาและชีวเคมี 
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7.อาหารท่ีใชใ้นการเกบ็รกัษาเชื้อจุลนิทรยี(์maintenance 

media) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชเ้กบ็รกัษาเชื้อท่ีมีชวิีตใหน้านท่ีสดุ โดย

เชื้อยงัมีสมบติัเหมือนเดมิ จงึมีการลดองคป์ระกอบบางอย่างในอาหารเพือ่ให ้

เชื้อมีการเจรญิเติบโตนอ้ยลง และปลดปล่อยของเสยีนอ้ยลง เช่นน า้ตาลกลโูคส

ในอาหารจะเพิม่การเจรญิเติบโตของจุลนิทรยี ์ท าใหส้รา้งกรดไดม้ากและท าให ้

เชื้อตายเรว็ ดงัน ัน้จงึตอ้งลดปรมิาณน า้ตาลกลโูคสใหน้อ้ยลง  
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2. เทคนคิท่ีใชใ้นการแยกเชื้อบรสิทุธ์ิ 
 

 2.1 Spread-Plate  

         Technique  

 
ในแหล่งธรรมชาติน ัน้ปกติเชื้อแบคทีเรยีจะเติบโต

อยู่รวมกนัหลายๆสายพนัธุ์ เพือ่การคดัแยกและ

จ าแนกชนดิของแบคทีเรยีแต่ละสายพนัธุ์จะตอ้งมี

ข ัน้ตอนการท าใหเ้ชื้อบรสิทุธ์ิ (pure 

culture) โดยเทคนคิท่ีท าไดง้่ายคอื 

spread plate technique 

 

 

  เทคนคินี้แบคทีเรยีท่ีถูกท าใหเ้จอืจางใหมี้จ  านวน

ประมาณ 100-200 เซลล ์หรอืนอ้ยกว่าจะ

ถูกน าไปวางต าแหน่งตรงกลางของจานเพาะเชื้อ 

(petri dish/plate) แลว้ท าการ

เกลีย่ใหเ้ชื้อกระจายท ัว่ดว้ยแท่งแกว้รปูตวั L 
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SPREAD-PLATE  

         TECHNIQUE  
 

 หลงัจากบ่มท่ีอณุหภมิูท่ีเหมาะสมและมีระยะเวลาเพยีงพอ จะปรากฏโคโลน ี(colony) 

ของเชื้อแบคทีเรยีขึ้น โดยแต่ละโคโลนีจะมีจ  านวนแบคทีเรยีอยู่จ  านวนมาก และแต่ละโคโลนีจะ

ถอืว่ามาจากแบคทีเรยีสายพนัธุ์เดยีว  

 ดงัน ัน้จะท าใหเ้กดิการแยกจุลนิทรยีอ์อกมาเป็นเชื้อบรสิทุธ์ิขึ้น เม่ือมองดว้ยตาเปล่าแบคทีเรยี

แต่ละสายพนัธุ์โคโลนจีะมีลกัษณะแตกต่างกนันอกจากน ัน้ยงัสามารถท าใหเ้ชื้อมีความบรสิทุธ์ิ

มากขึ้นโดยการน าโคโลนท่ีีตอ้งการไปเพาะเลี้ยงในจานเพาะเชื้อท่ีมีอาหารใหม่ดว้ยเทคนคิท่ี

เรยีกว่า Streak-Plate Technique 
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การเพาะเชื้อแบบ SPREAD PLATE  
 การเจอืจางแบบ 10 serial dilutions  

 ปิเปต 1 ml ซสัเพนชนัของเชื้อต ัง้ตน้ (100) มาใส่หลอดท่ีมีน า้เกลอื (0.9 % NaCl) ท่ีฆ่า

เชื้อแลว้ ปรมิาตร 9 ml ดว้ยเทคนคิปลอดเชื้อ เขย่าใหเ้ขา้กนั จะไดเ้ป็นซสัเพนชนัของเชื้อท่ี 10-1 

  

 ปิเปตซสัเพนชนัของเชื้อท่ีได ้10-1 1 ml ใส่หลอดท่ีมีน า้เกลอื (0.9 % NaCl) ท่ีฆ่าเชื้อแลว้ 

ปรมิาตร 9 ml ดว้ยเทคนคิปลอดเชื้อ เขย่าใหเ้ขา้กนั จะไดเ้ป็นซสัเพนชนัของเชื้อท่ี 10-2 

 

 ปิเปตซสัเพนชนัของเชื้อท่ีได ้(10-2) 1 ml ใส่หลอดท่ีมีน า้เกลอื (0.9 % NaCl) ท่ีฆ่าเชื้อ

แลว้ ปรมิาตร 9 ml ดว้ยเทคนคิปลอดเชื้อ เขย่าใหเ้ขา้กนั จะไดเ้ป็นซสัเพนชนัของเชื้อท่ี 10-3  

 น าไปทดลองต่อในข ัน้ต่อไป : การเพาะเชื้อแบบ Spread Plate และ Pour Plate  
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ข ัน้ตอนการ SPREAD PLATE 

 1. ระบชุือ่-สกุล ผูท้ าการทดลองและวนัท่ีท าการทดลองท่ีดา้นล่างของจานเพาะเชื้อ 

2. ปิเปตตวัอย่างปรมิาตร 0.1 มิลลลิติร ลงท่ีต าแหน่งตรงกลางจานเพาะเชื้อ 

3. จุม่แท่งแกว้รปูตวัแอล (spreader) ในแอลกอฮอลเ์ขม้ขน้รอ้ยละ 95 แลว้เอยีง  

       spreader ท่ีขอบของบกีเกอรเ์พือ่แยกแอลกอฮอลส่์วนเกนิออก 

4. น าแท่งแกว้เกลีย่ spreader ท่ีผ่านการจุม่แอลกอฮอลไ์ปเผาไฟจนแอลกอฮอลไ์หมห้มด และ   

         ปล่อยให ้spreader เยน็ 

5. น า spreader เกลีย่เชื้อใหท้ ัว่จานจานเพาะเชื้อ และระมดัระวงัไม่ใหมื้อสมัผสักบัขอบดา้นใน         

         ของจานเพาะเชื้อ 

6. จุม่ spreader ในแอลกอฮอลเ์ขม้ขน้รอ้ยละ 95 และก าจดัแอลกอฮอลส์่วนเกินโดยใหแ้ท่ง 

        แกว้สมัผสักบัของบกีเกอร ์น าเผาไฟจนแอลกอฮอลไ์หมห้มด ปล่อยใหเ้ยน็ และน าไปเกลีย่เชื้อ

แบคทีเรยี 

       จานในจานเพาะเชื้อท่ีเหลอื โดยข ัน้ตอนการ Spread plate แสดงไวใ้นภาพ 

7. กลบัจานเพาะเชื้อใหด้า้นท่ีมีอาหารเพาะเชื้ออยู่ดา้นบน แลว้น าไปบ่มท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซยีส  

        นาน 24-48 ช ัว่โมง 

8. สงัเกตลกัษณะของโคโลนท่ีีปรากฏ 
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Spread plate technique 
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2.2 STREAK-PLATE TECHNIQUE 

 การแยกเชื้อใหบ้รสิทุธ์ิเป็นเทคนิคพื้นฐานทางจุลชวีวิทยาท่ีมีความส าคญัอย่างมาก เนือ่งจาก

สิง่แวดลอ้มต่างๆ เช่น น า้ อากาศ พื้นหอ้งเรยีน หรอืแมแ้ต่ร่างกายของคนกมี็เชื้อจุลนิทรยีอ์ยู่

หลายชนดิท่ีอาจปนเป้ือนในหลอดเพาะเชื้อได ้ 

 

 หลกัการของการแยกเชื้อใหบ้รสิทุธ์ิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (culture medium) 

คอื จะตอ้งแยกเชื้อใหไ้ดโ้คโลนเีดีย่วๆ (single colony) จ านวนมาก จากน ัน้จงึ
น าเชื้อท่ีเป็นโคโลนเีดีย่วไปศกึษารปูร่างลกัษณะ และคุณสมบติัต่างๆ เพือ่ใหท้ราบว่าเป็นเชื้อ

ชนดิใด เทคนคิท่ีนยิมใชใ้นการแยกเชื้อบรสิทุธ์ิคอื วิธี cross streak plate 
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 CROSS STREAK 

 ซึง่ท าไดโ้ดยใชห่้วงเขีย่เชื้อ (loop) แตะตวัอย่างหรอืสิง่ส่งตรวจแลว้ลากหรอืขดี 

(streak) ลงบนจานเพาะเชื้อท่ีมีอาหารแขง็ (agar plate) อยู่ใหไ้ดแ้นว

ระนาบติดต่อกนั 4-5 เสน้ 

 

  หลงัจากเสรจ็ในระนาบแรกซึง่มีเชื้อจุลนิทรยีอ์ยู่หนาแน่นท่ีสดุ ใหน้ าห่วงเขีย่เชื้อมาเผาไฟให ้

ลวดท่ีปลายรอ้นแดงเพือ่ฆ่าเชื้อท่ีติดใหห้มด  

 

 จากน ัน้จงึขดีเชื้อจากส่วนของรอยลากในระนาบแรกออกมาเพยีงหนึง่คร ัง้แลว้ลากเป็นระนาบท่ี

สอง 4-5 เสน้ติดกนัโดยรอยขดีของเชื้อจะไม่ทบักบัระนาบแรกอกี หลงัจากน ัน้ก็ท า

เช่นเดยีวกนักบัระนาบท่ีสองจนครบทัว่ท ัง้จานเพาะเชื้อซึง่มีประมาณสีร่ะนาบ เม่ือไดเ้ชื้อบรสิทุธ์ิ
แลว้จะมีการศกึษาเชื้อต่อไปในดา้นต่างๆ 
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Streak plate technique 
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2.3 POUR PLATE TECHNIQUE  

                
เทคนิคการเพาะเชื้อแบบ pour-plate technique กเ็ป็นอกีวิธีการหนึง่ท่ี
ใชใ้นการแยกเชื้อใหบ้รสิทุธ์ิไดเ้ช่นกนั โดยตวัอย่างเริม่ตน้จะถูกเจอืจางใหมี้ความเขม้ขน้

หลายๆ ระดบัดว้ยเทคนคิ serial dilution เพือ่ท าใหเ้ชื้อถูกเจอืจางมากพอท่ีจะ

ท าใหเ้กดิโคโลนเีดีย่วๆ บนจานเพาะเชื้อ  

 

 โดยน าตวัอย่างท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมเติมลงในจานเพาะเชื้อเปล่าท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแลว้ 

แลว้ท าการเทอาหารวุน้ลง (Agar Medium) ไปในจานเพาะเชื้อ (โดยอณุหภมิู

ของอาหารเพาะเชื้อประมาณ 48-50 องศาเซลเซยีส ซึง่จะไม่ท าใหเ้ชื้อแบคทีเรยีและยสีต์
ตายได)้ ผสมอาหารและเชื้อใหเ้ขา้กนัและใหเ้กดิการกระจายอย่างสม า่เสมอดว้ยการหมุนจาน

เพาะเชื้อ เม่ือวุน้เกดิการแขง็ตวั เซลลจ์ุลนิทรยีจ์ะถูกตรงึใหอ้ยู่ดา้นในของอาหาร และจะเกดิ

โคโลนเีดีย่วๆ ของเชื้อขึ้นมา 
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การเพาะเชื้อแบบ POUR PLATE  
 

 เตรยีมจานเพาะเชื้อ (เปล่า) เขยีนชือ่-สกุล วนัท่ีท าการทดลองท่ีดา้นล่างของจานเพาะเชื้อ  

 เตรยีมหลอดอาหาร NA ปรมิาตร 15 ml ท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแลว้  

 เตรยีมปิเปตขนาด 1 ml  ท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแลว้  

 ปิเปตซสัเพนชนัของเชื้อท่ีอตัราการเจอืจาง 10-1 ปรมิาตร 1.0 ml ปล่อยลงในจาน

เพาะเชื้อดว้ยเทคนคิปลอดเชื้อ  

 เทอาหารจากหลอดอาหาร NA 15 ml ลงในจานเพาะเชื้อท่ีมีเชื้ออยู่แลว้  

 หมุนจานเพาะเชื้อเพือ่ใหเ้ชื้อและอาหารผสมเขา้กนัด ีรอจนอาหารกลายเป็นวุน้แขง็ดแีลว้จงึคว า่

จานเพาะเชื้อ แลว้น าไปบ่มท่ี 37 °C 24-48 ช ัว่โมง ท าซ า้โดยใชซ้สัเพนชนัของเชื้อท่ี 

10-2 แทน โดยข ัน้ตอนการ pour plate แสดงไวใ้นภาพ 
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Pour plate technique 
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ความแตกต่างระหว่าง Spread plate และ Pour 

plate 
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การเจรญิของโคโลนบีนอาหารแขง็ 

 Punctifirm มีขนาดเลก็มาก 
แต่มองเห็นดว้ยตาเปล่า เสน้ผ่าศนูยก์ลาง

นอ้ยกว่า 1 มิลลเิมตร 

 Circular มีลกัษณะกลม 

 Filamentius ประกอบดว้ย
สายพนักนัแน่น 

 Irregular รปูร่างโคโลนไีม่

แน่นอน 

 Rhizoid แตกกิง่กา้นไม่แน่นอน มี

ลกัษณะคลา้ยรา 

 Entire เรยีบ 

 Undulate ขอบโคง้เวา้ลก็นอ้ย 

 Lobate ขอบโคง้เวา้และยืน่มาก 

 Erose ขอบเป็นหยกัเป็นซีไ่ม่

สม า่เสมอ 

 

 

รปูร่างของโคโลน ี(form) มีรปูร่างท่ี

แตกต่างกนัดงันี้  

 ขอบ(margin) 

36 



ความสงูของโคโลน(ีElevation) 

 Flat แบนราบ                                  

  Convex มีความนูนโคง้เลก็นอ้ย 

 Raised มีความหนาสงูขึ้น 

 Pulvinate มีความนูนมากโคง้ขึ้นจากผวิอาหารมาก เหนืออาหาร 
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การนบัจ านวนแบคทีเรยีในจานเพาะเชื้อ(Plate count) 

 การนบัอาจรายงานเป็น CFU/ml(CFU, colony -forming unit) 

 จ านวนเชื้อ = จ านวนเชื้อต่อมิลลลิติร×ส่วนกลบัของการเจอืจาง 

 ดงัน ัน้ 

 วิธี Spread plate 

 จ านวนเชื้อ = จ านวนเชื้อ × 10×ส่วนกลบัของการเจอืจาง  CFU/ml 

 วิธี Pour plate 

 จ านวนเชื้อ = จ านวนเชื้อ×ส่วนกลบัของการเจอืจาง    CFU/ml 
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Plate count 
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                             THE 
END 
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