
บทที่ 6 
การแยกเช้ือบริสุทธ์ิ และลกัษณะการเจริญเตบิโตของเช้ือบริสุทธ์ิ 



เช้ือบริสุทธ์ิ(pure culture) 

หมายถึง เช้ือจุลนิทรีย์ทีป่ระกอบด้วยส่ิงมีชีวติชนิดเดียวกนั ทุก
เซลล์มีลกัษณะเหมือนกนัทุกประการ 



การแยกเช้ือบริสุทธ์ิ    มวีธีิการดงัต่อไปนี ้
1. การขีดเช้ือในจานเพาะเช้ือ(streak plate) และการท าให้เช้ือกระจายในจาน
เพาะเช้ือ(spread plate) 

วธีินีต้้องการให้เช้ือแบคทีเรียมีความเจือจางมากพอที่จะท าให้แต่ละเซลล์แยก
ออกจากกนั ดังน้ันการขีดในจานเพาะเช้ือที่ดีจะต้องให้มีรอยขดีระยะทางยาว
มากทีสุ่ด เพ่ือเซลล์จะได้แยกออกจากกนั 



การขดีเช้ือในจานเพาะเช้ือ กระท าได้หลายแบบ ดงันี้ 

ก. การขดีเช้ือแบบง่าย (simple streak) 
 โดยการใช้ห่วงเขีย่เช้ือ(loop) ลนไฟจนร้อนแดง และทิง้ไว้ให้เยน็สักครู่ แตะเช้ือที่
ต้องการแยกให้บริสุทธ์ิ มาขดีบนผวิวุ้นของอาหารเลีย้งเช้ือในจานทีจุ่ดเร่ิมต้น เช้ือ
แบคทเีรียจะมีจ านวนมาก เม่ือขดีในจานเพาะเช้ือไปเร่ือยๆ จ านวนแบคทเีรียจะ
เหลือน้อยลงจนอาจแยกเป็นเซลล์เดีย่วๆได้ 



การขดีเช้ือในจานเพาะเช้ือ กระท าได้หลายแบบ ดงันี ้

ข. การขีดเช้ือแบบตัดกนั(cross streak) 
    เป็นวธีิทีนิ่ยมมากในห้องปฏิบัติการ โดยใช้ห่วงเขี่ยเช้ือที่เผาไฟและรอให้เยน็ แล้วแตะ

เช้ือมาขีดบนอาหารวุ้นตามแนว 1-2 ประมาณ 3-4 เส้น แล้วเผาห่วงเขี่ยเช้ือจนร้อนแดง
เพ่ือฆ่าเช้ือทีม่มีากเกนิไป และรอเยน็ ขีดบนอาหารวุ้นตามแนว 2-3 โดยให้รอยขีดตดั
ผ่าน ตอนปลายของแนว 1-2 เลก็น้อย ท านองเดยีวกนั เผาห่วงเขี่ยเช้ือ และขีดตามแนว 
3-4 และแนว 4-5  



การขดีเช้ือแบบตดักนั(CROSS STREAK) 

 ดงัน้ันเช้ือจะหนาแน่นมากตามแนวขีดในตอนแรกๆ แต่ในตอนท้ายๆเช้ือจะเจือจางลง 
และแยกเซลล์แต่ละเซลล์ออกจากกนัได้ เม่ือน าไปบ่มทีอุ่ณหภูฒิทีเ่หมาะสม เป็นเวลา 24-
48 ช่ัวโมง แต่ละเซลล์น้ันจะเจริญเป็นโคโลนีเดีย่วๆได้ ซ่ึงสามารถตรวจสอบด้วยการย้อม
แกรม 



ค. การท าให้เช้ือกระจาย(spread plate) 

 มหีลกัการเดยีวกนัโดยใช้แท่งแก้วงอรูปสามเหลีย่ม และมด้ีามย่ืนออกมาให้จับได้ ก่อน
ใช้ต้องท าให้แท่งแก้วปราศจากเช้ือใดๆ โดยจุ่มในแอลกอฮอล์ 95%  และลนไฟ ทิง้ให้
แท่งแก้วเยน็ 

 ใช้แท่งแก้วนีเ้กลีย่เช้ือปริมาณเลก็น้อยให้กระจายทัว่วุ้น เพ่ือเป็นการให้เซลล์ต่างๆแยก
และกระจายออกจากกนั 



วธีินีม้ีข้อดคืีอ ใช้เคร่ืองมือน้อย สะดวก รวดเร็ว และใช้ตัวอย่างเพยีงเลก็น้อยเท่าน้ันคือ 
0.1 มิลลลิติร จึงนิยมใช้ในห้องปฏิบัติการ 
 

 



2. การเทเพลท(pour plate technique) 

 หลกัการเทเพลทคือ การท าให้ตัวอย่างเช้ือที่ท าให้เจือจางแล้ว 1 มลิลลิติรรออยู่ในเพลท 
แล้วน าอาหารวุ้นทีอุ่่นไว้ทีอุ่ณหภูม ิ45 องศาเซลเซียสเทลงในเพลท แล้วหมุนเพลทเป็น
วงกลมหลายๆคร้ัง เพ่ือให้เช้ือกระจายตวัอย่างสม ่าเสมอ รอให้วุ้นแข็งตวั แล้วบ่มที่
อุณหภูมทิีเ่หมาะสม 



การเกบ็รักษาเช้ือบริสุทธ์ิ 

 ในการศึกษาเช้ือบริสุทธ์ิ จะต้องมวีธีิเกบ็รักษาเช้ือให้มชีีวติรอด ซ่ึงในห้องปฏิบัตกิาร
ส่วนใหญ่จะมหีน่วยเกบ็รักษาเช้ือบริสุทธ์ิ การเกบ็รักษาเช้ือบริสุทธ์ิมหีลายวธีิ ซ่ึง
เลือกวธีิใด กข็ึน้อยู่กบัแรงงาน ค่าใช้จ่ายเคร่ืองมือ คุณค่าและประโยชน์ของเช้ือ 



วธีิการเกบ็รักษาเช้ือบริสุทธ์ิมีหลายวธีิ ดงันี ้
1. การถ่ายเช้ือไปสู่อาหารใหม่ 

 เช้ือแบคทีเรียจะเกบ็ไว้ในอาหารระยะเวลาหน่ึง แล้วเปลีย่นอาหารใหม่ ระยะเวลาใน
การย้ายเช้ือขึน้กบัชนิดของเช้ือ อาจเกบ็ไว้ได้หลายสัปดาห์หรือหลายเดือน 
นอกจากนีม้กัเกบ็ไว้ทีอุ่ณหภูมติ า่ เพ่ือให้เช้ืองดการเจริญเตบิโต ดงัตารางที ่6.1 



ตารางที ่6.1 แสดงช่วงเวลาการถ่ายเช้ือ เม่ือเลีย้งในอาหารเลีย้งเช้ือต่างๆ 
แบคทเีรีย อาหารเลีย้งเช้ือ ช่วงเวลาการถ่าย

เช้ือ 
อุณหภูมใินการ
เจริญ(°C) 

อุณหภูมทิีเ่กบ็เช้ือ
(°C) 

Neisseria spp. Cystine 
trypticase agar 

1  เดือน 35 35 

Bacillus spp. Nutrient agar 12 เดือนหรือ
มากกว่า 

28 10 

Pseudomonas spp. Nutrient agar 
 

3 เดือน 28 10 

Clostridium spp. Cook meat 
medium 

6 เดือนหรือ
มากกว่า 

28 อุณหภูมห้ิอง 

Mycobacterium 
spp. 

Glycerol agar 4 เดือน 30 10 



การถ่ายเช้ือไปสู่อาหารใหม่ 

 ดงัน้ันการเกบ็รักษาเช้ือบริสุทธ์ิโดยวิธีนี ้ต้องค านึงถึงอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการเกบ็ 
ชนิดของอาหารเลีย้งเช้ือ และช่วงเวลาในการเปลีย่นอาหาร เพราะต้องการใช้อุณหภูมิ
และชนิดของอาหารทีท่ าให้เช้ือบริสุทธ์ิเตบิโตอย่างช้าๆมากกว่าจะท าให้เจริญอย่าง
รวดเร็ว เพ่ือให้ระยะเวลาในการย้ายเช้ือยาวนานทีสุ่ด 

 

 ข้อเสียของวธีินีคื้อ อาจเกดิการกลายพนัธ์ุหรือผ่าเหล่าได้ 



2.ปิดทบัด้วยน า้มนัแร่ 

 แบคทเีรียทีเ่จริญอยู่บนอาหารวุ้นผวิเอยีง(agar slant) จะถูกปิดทบัด้วยน า้มนัแร่ที่
ปราศจากเช้ือ มีความหนาประมาณคร่ึงนิว้ โดยวิธีนีส้ามารถเกบ็รักษาเช้ือไว้ได้เป็นปีปี 
การเกบ็รักษาวธีินีม้ีข้อดีคือ สามารถเขี่ยเช้ือออกมาใช้ศึกษาหรือน าไปเลีย้งต่อได้ โยใช้
เข็มที่ปราศจากเช้ือเขี่ยออกมา และยงัเกบ็หลอดเช้ือเดมิไว้ได้ 



3. ไลโอฟิไลเซช่ัน(Lyophilization) 

 เป็นการท าให้เช้ือแห้งโดยเร็วในสภาพเยน็จนแข็ง(freeze- dry) วธีินีท้ าโดยบรรจุ
เช้ือในหลอดแก้วขนาดเลก็ ท าให้เยน็จัดจนแข็งอย่างรวดเร็วทีอุ่ณหภูม ิ-60 องศา
เซลเซียส ถึง -78 องศาเซลเซียส โดยจุ่มหลอดลงในน า้แข็งแห้งทีแ่ช่อยู่ใน
แอลกอฮอล์และต่อเข้ากบัท่อดูดอากาศ ท าให้เกดิสภาพสุญญากาศในหลอด 
น า้แข็งในหลอดจะระเหิดออกไปและเช้ือจุลนิทรีย์จะแห้งสนิท ปิดปากหลอดโย
ใช้ไฟลนให้ปากหลอดหลอมตดิกนั 

 

 ข้อดขีองวธีินีคื้อ เกบ็รักษาเช้ือบริสุทธ์ิได้นานมากโดยทีเ่ช้ือมชีีวิตอยู่และไม่
เปลีย่นแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรม และใช้เน้ือทีใ่นการเกบ็น้อย แต่วธีินีเ้สีย
ค่าใช้จ่ายสูงมาก เหมาะส าหรับห้องปฏิบัตกิารขนาดใหญ่ 



Lyophilizer 

 



เช้ือจุลนิทรีย์ทีผ่่านการท าแห้งแบบเยือกแขง็ 

 



4. การเกบ็รักษาเช้ือไว้ทีอุ่ณหภูมิต า่มาก 

 เกบ็รักษาเช้ือไว้ทีอุ่ณหภูมติ า่มาก เช่นเกบ็ทีไ่นโตรเจนเหลวทีม่อุีณหภูม ิ-196 องศา
เซลเซียส เป็นวธีิทีเ่กบ็รักษาเช้ือไว้ได้นาน วธีินีเ้ซลล์จะถูกเตรียมเกบ็ไว้ในสารละลายที่
เข้มข้นอยู่ในอาหารเลีย้งเช้ือทีม่สีารป้องกนัอนัตรายให้เซลล์อนัเกดิจากผลกึน า้แข็งที่
เกดิขึน้ สารป้องกนัดงักล่าวคือ กลเีซอรอล หรือ DMSO(dimethyl sulfoxide) 
สารละลายเซลล์ดงักล่าวจะถูกเกบ็ในขวดเลก็ๆทีปิ่ดสนิท และแช่แข็งทีอุ่ณหภูม ิ-150 
องศาเซลเซียส แล้วจึงเกบ็ขวดดงักล่าวในถังบรรจุไนโตรเจนเหลว ซ่ึงเป็นถังขนาดใหญ่
มสีภาพเป็นสุญญากาศ 



การเกบ็รักษาเช้ือไว้ทีอุ่ณหภูมิต า่มาก 

 วธีิใช้ไนโตรเจนเหลวได้ผลด ีโดยจะรักษาเซลล์ให้มีชีวติได้นานตั้งแต่ 10 -
30 ปี โดยไม่มีการเปลีย่นลกัษณะ แต่มีการเกบ็รักษาที่แพง เน่ืองจากต้อง
เตมิไนโตรเจนเหลวเป็นระยะๆ 



THE END 

 


