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5.1 บทนํา
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 การศกึษาเรืÉองอาหารเลี Êยงเชื Êอจงึเป็นสิÉงจาํเป็นสาํหรบัการเรยีนปฏิบตัิการจลุชีววทิยา

 อาหารเลี Êยงเชื Êอ (Culture media) ทีÉใชส้าํหรบัการเพาะเลี Êยงเชื Êอจลุนิทรยีใ์น
หอ้งปฏิบตัิการ  มีหลากหลายชนิด และมีความแตกตา่งกนัทัÊงในดา้นองคป์ระกอบ 

วิธีการเตรยีม และจดุประสงคก์ารใชง้าน   

 เป็นเรืÉองจาํเป็นทีÉนกัศกึษาจะตอ้งทาํความเขา้ใจในเรืÉองดงักลา่วและสามารถเตรยีม

อาหารเพาะเลี Êยงเชื ÊอทัÉวไปได ้



5.2 ความต้องการสารอาหารของแบคทีเรีย  
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 5.2.1 แหล่งคารบ์อน (Carbon source)
 5.2.2 แหล่งพลังงาน (Energy source)
 5.2.3 แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source)
 5.2.4 แร่ธาตุ (Mineral)
 5.2.5 วิตามินและสารกระตุ้นการเจริญ (Vitamins and growth 

factor)
 5.2.6 นํÊา (Water)



ธาตอุาหารชนิดต่าง ๆ เพืÉอการเจริญของจลิุนทรีย์
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ธาตุ รูปแบบท่ีพบในธรรมชาติ สารเคมีที่มีธาตุเปนองคประกอบ 

Carbon, C CO2, สารประกอบอินทรีย Sugar, yeast extract, 

peptone, acetate, etc. 

Nitrogen, N NH3, NO3
-, สารประกอบอินทรีย NH4Cl, KNO3, (NH4)2SO4, N2, 

amino acids, nucleic acids, 

etc.  

phosphorus, P PO4
3- KH2PO4, Na2HPO4 

Sulfur, S H2S, SO4
2-, organic S cpd., metal 

sulfides 

Na2SO4, Na2S, Na2S2O3, 

cysteine, organic S cpd.  

Potassium, K K+ KCl, KH2PO4 

Magnesium, Mg Mg+ MgCl2, MgSO4 

Sodium, Na Na+ NaCl 

Calcium, Ca Ca2+ CaCl2 

Iron, Fe Fe2+, Fe3+ FeCl3, FeSO4, 
 



5.3 ประเภทของอาหารเลีÊยงเชืÊอจลิุนทรีย์

      5.3.1 ประเภทของอาหารเลีÊยงเชืÊอแบง่ตามองคป์ระกอบของอาหาร
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 อาหารเลี Êยงเชื ÊอทีÉทีÉมีองคป์ระกอบซบัซอ้น  (Artificial media, Non-
synthetic meida, Complex media)  อาหารชนิดนีÊใชก้นัทัÉวไปใน
หอ้งปฏิบตัิการ  ประกอบดว้ยสารอาหารทีÉซบัซอ้นตัÊงแตห่นึÉงชนิดขึ Êนไป ทีÉไมส่ามารถบอก
องคป์ระกอบทางเคมีทีÉแน่นอนได ้   เป็นอาหารทีÉมีเนื ÊอเยืÉอพืชหรือสตัวเ์ป็นองคป์ระกอบ
อยูใ่นปรมิาณมาก แตย่งัไมอ่ยู่ในรูปทีÉบรสิทุธิÍ 

  เพปโตน (Peptone)
 สารสกดัจากเนื Êอ (Beef extract)
  สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)
 เคซีน (Casein)
 ถัÉวเหลือง (Soybeans; Tryptic soy broth) 

 สารสกดัเหลา่นี Êมีจาํหนา่ยทางการคา้ในรูปของผง (Dehydrated form)  และ
สามารถเตรยีมไดด้ว้ยวิธีการทีÉไมยุ่ง่ยากในหอ้งปฏิบตัิการ  ใชเ้พาะเลี Êยงจลิุนทรยีไ์ดท้ัÉวไป
แตข่อ้เสียของการใชอ้าหารประเภทนี Êก็คือไม่ทราบองคป์ระกอบของสารอาหารทีÉแนน่อน 



5.3 ประเภทของอาหารเลีÊยงเชืÊอจลิุนทรีย์

      5.3.1 ประเภทของอาหารเลีÊยงเชืÊอแบ่งตามองคป์ระกอบของอาหาร  
                 (ต่อ)
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 อาหารสงัเคราะห ์ (Synthetic media, Chemically defined media) 
เป็นอาหารเลี Êยงเชื ÊอทีÉทราบองคป์ระกอบทางเคมีอย่างชดัเจน เชน่อาหารเลี Êยงเชื Êอ 

Escherichia coli มีสารอาหารหลายสิบชนิดซึÉงทราบปรมิาณทีÉแนน่อน  

 นกัจลุชีววิทยาใชก้ารเพาะเลี Êยงจลุินทรยีใ์นอาหารสงัเคราะหเ์พืÉอควบคมุปัจจยัทางชีวเคมี

ทีÉมีผลต่อการเจรญิของเชื Êอ



เปรียบเทียบอาหารสงัเคราะหแ์ละอาหารทีÉมีองคป์ระกอบซบัซ้อน

8 ท่ีมา: Batzing, Barry L., 2002 : 67 



กิจกรรม
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ศกึษาวิธีการเตรยีมอาหารเลี Êยงเชื Êอ



5.3 ประเภทของอาหารเลีÊยงเชืÊอจลิุนทรีย์
       5.3.2 ประเภทของอาหารเลีÊยงเชืÊอแบ่งตามประโยชน์ใช้สอย 
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 5.3.2.1 อาหารเลี Êยงเชื ÊอทีÉมีปรมิาณสารอาหารสมบรูณ ์(Enriched media) มกัใช้

เป็นอาหารเลี Êยงเชื ÊอเฉพาะแบคทีเรยีทีÉเจรญิยากหรอือยูใ่นสภาพออ่นแอ

 5.3.2.2 อาหารคดัเลือก (Selective media) ใชแ้ยกจลุินทรยีท์ีÉตอ้งการออกจาก
จลุินทรยีช์นิดอืÉนทีÉปะปนอยู ่โดยการเติมสารเคมีบางอยา่ง เพืÉอยบัยัÊงการเจรญิเติบโตของ

จลุินทรยีท์ีÉไมต่อ้งการ เช่น 

 อาหารเอ็มอารเ์อส (MRS: De Man Rogosa and Sharpe)  ใชใ้นการเพาะเลี Êยง

แบคทีเรีย Lactobacillus spp. 
 อาหารอีเอ็มบี (EMB: Eosin Methylene Blue) ใชใ้นการคดัเลือก E. coli
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 5.3.2.3 อาหารทีÉทาํใหเ้กิดลกัษณะโคโลนีทีÉตา่งกนั (Differential media) ใชแ้ยก
ชนิดของแบคทีเรยีทีÉปะปนกนัอยู ่โดยอาศยัความแตกตา่งของโคโลนี เชน่การใชอ้าหาร

เลี Êยงเชื ÊอทีÉเติมเลือดสตัว์ (Blood agar media) ในการเพาะเลี Êยงเชื Êอก่อโรค

 

 5.3.2.4 อาหารทีÉใชวิ้เคราะห ์(Assay media) เป็นอาหารทีÉมีองคป์ระกอบพิเศษเพืÉอ
ใชต้รวจวิเคราะหป์รมิาณวิตามิน กรดอะมิโน สารปฏิชีวนะ รวมทัÊงสามารถตรวจสอบ

ประสิทธิภาพของสารยบัยัÊงการเจรญิเติบโตของจลุินทรียไ์ดด้ว้ย

 5.3.2.5 อาหารทีÉใชส้าํหรบัการเพิÉมปรมิาณเชื Êอ (Media for enumeration)  
เป็นอาหารทีÉใชส้าํหรบันบัจาํนวนจลุินทรยีใ์นนํÊา นํÊานม

 อาหารพีซีเอ (PCA; Plate Count agar)
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 5.3.2.6 อาหารทีÉใชส้าํหรบัศกึษาคณุสมบตัิของเชื Êอ (Media for 
characterization)  เป็นอาหารทีÉใชศ้กึษาสมบติัของจลุินทรีย ์

 5.3.2.7 อาหารทีÉใชเ้ก็บเชื Êอ (Maintenance media)  ใชเ้ก็บรกัษาจลิุนทรยีใ์หมี้
ชีวิตนานทีÉสดุ โดยเชื Êอยงัมีสมบตัิตามเดิม 

 5.3.2.8 อาหารเลี Êยงเชื ÊอทีÉมีสารอาหารปรมิาณนอ้ย (Minimal media) มกัใชใ้นการ
คดัแยกใหไ้ดจ้ลุินทรยีท์ีÉมีสมบตัิเฉพาะทีÉตอ้งการ



เปรียบเทียบคณุสมบติัของอาหารเลีÊยงเชืÊอ 3 ชนิด
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อาหาร องคประกอบ การใชงาน ตัวอยาง 

อาหารคัดเลือก 

(Selective medium) 

- สารกระตุนการเจรญิ  

- สารยับยั้งการเจริญ 

 

คัดเลือกจุลินทรยีชนิด

ใดชนิดหนึ่งออกจาก

เชื้อผสม 

- Manitol salt agar 

สําหรับเชื้อกลุม 

สแตฟฟโลค็อกไค 

อาหารท่ีทําใหเกิด

ลักษณะตางกัน 

(Differential 

medium) 

- สียอม 

- สารกระตุนการเจรญิ 

- สารยับยั้งการเจริญ 

ทําใหเกิดความ

แตกตางของจุลินทรยี

ตางชนิดในเชื้อผสม 

- McConkey agar 

สําหรับแบคทีเรีย 

แกรมลบ 

อาหารสมบูรณ

(Enriched medium) 

- สารกระตุนการเจรญิ เพาะเล้ียงจลิุนทรียท่ี

เจริญไดชา 

-Blood agar สําหรับ

เชื้อกลุมสแตฟฟโล-  

ค็อกไค 

- Chocolate agar 

สําหรับแบคทีเรียจีนัส 

Neiseeria 
 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Pommerville, J. C., 2011 : 148 



การจัดกลุ่มแบคทีเรียตามความต้องการสารอาหาร

Autotroph
(สงัเคราะห์อาหารไดเ้อง)

Heterotroph
(ไม่สามารถสงัเคราะห์อาหารเองได)้

photolitotroph
(ใชแ้สงเป็นแหล่งพลงังาน)

chemolitotroph
(ออกซิเดชัÉนสารเคมีเป็นพลงังาน)

photoorganotroph
(ใชแ้สงเป็นแหล่งพลงังาน+สารอินทรีย)์

chemoorganotroph
(ใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งพลงังาน)
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5.3.4 เทคนิคการเตรียมอาหารคดัเลือกทีÉใช้สาํหรบัเพาะเลีÊยงจลิุนทรีย์
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 5.3.4.1 เติมสารยบัยัÊงการเจรญิของจลิุนทรยีท์ีÉไมต่อ้งการ เช่น การเติมครสิตลั ไวโอเล็ต 

(Crystal violet) ซึÉงมีสมบตัิยบัยัÊงการเจรญิของแบคทีเรยีแกรมบวกลงไปใน
อาหารเลี Êยงเชื Êอ  

 5.3.4.2 ปรบัสภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะสมเพืÉอใหเ้ฉพาะจลิุนทรยีท์ีÉตอ้งการเพาะเลี Êยงเจรญิ

ได ้

 การปรบัค่าพีเอชของอาหารเลี Êยงเชื Êอใหเ้ท่ากบั 3.6 เพืÉอใชแ้ยกราและยีสตอ์อกจากแบคทีเรีย  

 5.3.4.3 เลือกใชส้ารอาหารเพืÉอคดัแยกเฉพาะจลุินทรยีท์ีÉตอ้งการ

  การใชอ้าหารเลี Êยงเชื ÊอทีÉมีแหลง่คารบ์อนเพียงชนิดเดียว (Sole carbon source) เช่น 

แล็กโตส (Lactose)  เพืÉอใชแ้ยกเฉพาะแบคทีเรียทีÉสามารถหมกันํÊาตาลแล็กโตสได้

    



5.3.5 ประเภทของอาหารเลีÊยงเชืÊอจลิุนทรียแ์บ่งตามลกัษณะทางกายภาพ

19



20



5.4 การเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอจลิุนทรีย์
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Nutrient broth Nutrient agar 

เพปโตน 

สารสกัดจากเนื้อ 

น้ํากล่ัน 

0.5 กรัม 

0.3 กรัม 

100 มิลลิลิตร 

เพปโตน 

สารสกัดจากเนื้อ 

วุน 

น้ํากล่ัน 

0.5 กรัม 

0.3 กรัม 

1.5 กรัม 

100 มลิลิลิตร 
 

สวนผสม คุณสมบัติ 

เพปโทน 

 

เปนสารตัวกลางท่ีไดจากการยอยโปรตีน เปนแหลงของคารบอน ไนโตรเจน 

และซัลเฟอร 

สารสกัดจากเนื้อ เปนแหลงของแรธาตุ และสารกระตุนการเจริญ 
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คณุสมบติัทีÉเหมาะสมของอาหารเลีÊยงเชืÊอ

23

ขอ คุณสมบัติของอาหารเล้ียงเช้ือ 

1 มีธาตุอาหารท่ีเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อจุลินทรียและมีความเขมขนเหมาะสม 

2 มีคาพีเอชท่ีเหมาะสมกับจุลินทรียแตละชนิด 

3 ไมมีสารพิษ 

4 ไมมีส่ิงมีชีวติใด ๆ ปนเปอนอยูในอาหารนั้น 
 



กิจกรรม
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 ใหแ้ตล่ะกลุ่มเลือกศกึษาอาหารเลี Êยงเชื Êอสาํเรจ็รูปในหอ้งปฏิบตัิการ 1 ชนิด และนาํเสนอ

หนา้ชัÊนเรยีน

 ส่งเป็นรายงาน



5.4.2  เทคนิคปลอดเชืÊอ
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 5.4.3 วิธีการลงเชืÊอในอาหาร 
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 5.4.3 วิธีการลงเชืÊอในอาหาร (ต่อ)
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5.5 การทดลองประจาํบท

28

 ในบททีÉ 5 ประกอบดว้ยการทดลองทีÉเกีÉยวขอ้ง 3 เรืÉองคือ 

 การทดลองทีÉ 5.1 การเตรยีมอาหารเลี Êยงเชื ÊอทีÉมีองคป์ระกอบซบัซอ้น

(Preparation of complex media) 
 การทดลองทีÉ 5.2 การเตรยีมอาหารสงัเคราะห์ (Preparation of 

synthetic media) 
 การทดลองทีÉ 5.3 ผลของอาหารเลี Êยงเชื Êอตอ่การเจรญิของแบคทีเรยี

(Evaluation of media to support growth of bacteria)



กจิกรรมดวูดีโีอ
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Preparation of Selective and Differential Media - Amrita University.mp4

Media Prep.mp4



เรามาเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอกนัเถอะ



5.6 สรปุ
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 ยงัมีเชื ÊอทีÉไมส่ามารถเพาะเลี Êยงได้ (Uncultured microbes) อีกมากกวา่ 99 
เปอรเ์ซน็ต ์ เนืÉองจากผูศ้กึษาไมส่ามารถจาํลองสารอาหารและสภาพแวดลอ้มทัÊงทาง

กายภาพและชีวภาพใหเ้หมือนหรอืใกลเ้คียงกบัในธรรมชาติได้

 ในการเตรยีมอาหารเลี Êยงเชื Êอจะตอ้งคาํนึงถึงชนิดและปรมิาณของสารอาหารทีÉจลุินทรยี ์

ชนิดนัÊน ๆ ตอ้งการ 

 การแยกเชื Êอจะสะดวกและรวดเรว็ขึ Êน  ถา้นาํเอาความรูเ้กีÉยวกบัสมบตัิพิเศษของจลุนิทรยี ์

ชนิดนัÊนมาใชใ้นการเตรยีมอาหารเลี Êยงเชื ÊอเพืÉอการคดัแยกเชื ÊอชนิดทีÉตอ้งการ 

 การเพาะเลี Êยงจลิุนทรยีใ์หป้ระสบความสาํเรจ็  จาํเป็นจะตอ้งเขา้ใจถึงความตอ้งการ

สารอาหารของเชื Êอ  และเติมสารอาหารทีÉจลุนิทรยีแ์ตล่ะชนิดตอ้งการในรูปแบบและ

ปรมิาณทีÉเหมาะสม 
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