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การแยกและเกบ็รักษาจุลินทรีย์

  อาจารย ์ดร. หสัลินดา  บินมะแอ

หลกัสูตรจุลชีววทิยา
          คณะวทิยาศาสตร์เทคโนโลยแีละการเกษตร

                          มหาวทิยาลยัราชภฏัยะลา

ในการนําจุลนิทรีย์มาใช้ในอุตสาหกรรม ซึ�งในขั�นตอนแรก
ของการคัดเลือกเชื�อ (screening) ได้แก่ การแยกเชื�อ (isolation) ใน
บางกรณกีารแยกเชื�อที�สร้างผลผลติที�ต้องการได้ในขั�นเดียว แต่บาง
กรณีก็อาจจะต้องใช้วิธีการสุ่มแยกเชื�อ (random isolation) ที�มี
แนวโน้มว่าจะสร้างผลผลติที�ต้องการได้ออกมาก่อน ต่อจากนั�นจึง
นํามาทดสอบความสามารถในการสร้างผลผลิตที�ต้องการในขั�น
ต่อไป หลังจากที�แยกจุลนิทรีย์ที�สามารถสร้างผลผลติที�ต้องการได้
แล้ว ก็นํามาคัดเลือกสายพันธ์ุที� เหมาะสมสําหรับการผลิตใน
อุตสาหกรรมอีกครั�ง โดยพิจารณาจากความสามารถในการสร้าง
ผลผลติควบคู่ไปความประหยดัของกระบวนการผลติที�ใช้
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หลกัเกณฑ์พื�นฐานในการพจิารณาคัดเลือกชนิดของ

จุลนิทรีย์เพื�อใช้ในอุตสาหกรรมการหมัก

1. ความต้องการอาหารของจุลนิทรีย์

ควรเลือกจุลนิทรีย์ที�ใช้อาหารราคาถูก หรือ อาหารที�ต้องการให้
ใช้ได้ เช่น สามารถใช้เมทานอล เป็นแหล่งพลงังานได้

2. อุณหภูมิที�เหมาะสม

การใช้จุลนิทรีย์ที�มีอุณหภูมิที�เหมาะสมต่อการเจริญสูงกว่า 40 
องศาเซลเซียล ในกระบวนการหมักขนาดใหญ่ จะช่วยลดค่าใช้จ่ายใน
การทาํให้เยน็ได้อย่างมาก

3. ปฏิกริิยาระหว่างจุลนิทรีย์กบัเครื�องมือเครื�องใช้

ควรเลือกใช้จุลนิทรีย์ที�ไม่ทาํให้เกดิปฏิกริิยาใดๆ กบัเครื�องมือที�ใช้ 
และมีความเหมาะสมกบักระบวนการผลติที�ใช้

หลกัเกณฑ์พื�นฐานในการพจิารณาคัดเลือกชนิดของจุลนิทรีย์ (ต่อ)

4. ความคงตัวของจุลนิทรีย์และความเป็นไปได้ที�จะปรับปรุงพนัธุกรรม

5. ความสามารถในการสร้างผลผลติ

ซึ�งวดัได้จากความสามารถในการเปลี�ยนแปลงสับสเตรตไปเป็น

ผลผลติต่อหน่วยเวลา

6. การเกบ็เกี�ยวผลผลติ

ควรทาํได้ง่าย

7. ความเป็นพษิ

ควรใช้จุลนิทรีย์ที�ไม่เป็นพษิ โดยทาํการตรวจสอบความเป็นพษิของ

จุลนิทรีย์และผลผลติ ก่อนที�นําไปใช้ในกระบวนการผลติในระดับ

อุตสาหกรรม
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แหล่งของจุลินทรีย์

 สภาพแวดล้อมตามธรรมชาติ

 ศูนย์เกบ็รวบรวมจุลนิทรีย์   

แหล่งของจุลินทรียที์�จะนาํมาแยกและคดัเลือกเชื�อไวใ้ชไ้ด้
นั�น อาจจะได้

ในปัจจุบันเกือบทุกประเทศจะมีศูนย์เก็บรวบรวมจุลินทรีย์ ไว้
ให้บริการแก่บุคคลทั�วไป เพื�อนาํไปใชใ้นการศึกษาวิจยั ในไทยก็มีศูนยเ์ก็บ
รวบรวม เรียกวา่ TISTR (Thailand Institute of Scientific and Technological 
Research) อยูที่�สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ

แหล่งของจุลินทรีย์
ศูนย์เกบ็รวบรวมจุลนิทรีย์ส่วนใหญ่ จข้ีอมูลเกี�ยวกบัลกัษณะและคุณสมบัตต่ิางๆ 

ของเชื�อที�เกบ็รวบรวม การเลือกเชื�อจากศูนย์จะมรีาคาถูกกว่าการแยกเชื�อจากธรรมชาตแิต่
มใีห้เลือกไม่มากนัก และมกัไม่มคุีณสมบัตทิี�ดทีี�สุด ในขณะเลือกจากแหล่งธรรมชาตต่ิางๆ 
มจุีลนิทรีย์จาํนวนมาก และมหีลายชนิดมากกว่า ดงันั�นการแยกและคดัเลือกวธีิที�เหมาะสม 
อาจได้เชื�อที�มคุีณสมบัตทิี�ดทีี�สุดได้
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วธีิการแยกเชื�อ
วิธีการแยกเชื� อที� ดีนั� น ควรเริ� มต้นด้วยการแยกเชื� อจากแหล่ง

ธรรมชาติที�สําคญั คือ ดิน ซึ� งมีจุลินทรียช์นิดต่างๆ โดยพยายามเลือกดินที�มี
แนวโน้มที�จะมีจุลินทรีย์ที�ต้องการอยู่ด้วย นํามาผสมเจือจางให้เหมาสม 
เพาะเลี�ยงในสภาวะที�เหมาะสม และใชว้ิธีการง่ายๆ ในการทดสอบคุณสมบติั 
หรือลกัษณะเฉพาะที�ตอ้งการ

แต่บางกรณีที�ไม่สามารถใชคุ้ณสมบติั หรือลกัษณะเฉพาะที�ตอ้งการ
เป็นปัจจยัในการคดัเลือกได ้ก็อาจใช้วิธีการสุ่มแยกจุลินทรียเ์ฉพาะกลุ่ม ซึ� งมี
แนวโน้มสูงกว่าจะมีคุณสมบติั หรือลกัษณะเฉพาะตามตอ้งการออกมาก่อน 
แลว้จึงนาํไปทดสอบต่อในภายหลงั

วิธีการแยกเชื�อโดยใชคุ้ณสมบติัที�ตอ้งการ
เป็นปัจจยัในการคดัเลือก

1. Enrichment liquid culture 
เป็นเทคนิคการแยกเชื�อโดยใช้อาหารเหลว ซึ�งเติมสารบางอย่างที�เหมาะสม

ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดที�ต้องการ เช่น การใส่สับเตรตที�จําเพาะที�เหมาะ
กบัการเจริญ หรือเตมิสารบางอย่างที�ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของจุลนิทรีย์ชนิด
ที�ไม่ต้องการ เช่น การเตมิสารปฏิชีวนะ 

การแยกเชื�อโดยใช้วธีินี�จงึนิยมถ่ายเชื�อจาก Enriched culture ลงไปในอาหาร
ใหม่ ซึ�งมส่ีวนประกอบเหมือนเดิมซํ�าอีกหลายๆ ครั�ง โดยที�ถ่ายเชื�อแต่ละครั�งนั�น 
จะต้องเลือกระยะเวลาที�เหมาะสม ซึ�งเป็นช่วงที�มจุีลนิทรีย์ที�ต้องการเจริญอยู่เป็น
จํานวนมาก กว่าจุลินทรีย์ชนิดอื�นๆ จากนั�นจึงนําเชื�อจาก Enriched culture  
ปริมาณเพยีงเลก็น้อย ไปกระจาย บนอาหารแข็งเพื�อแยกเชื�อที�ต้องการออกมา ทํา
ให้เป็นเชื�อบริสุทธิ� และเกบ็ไว้ในอาหารเลี�ยงเชื�อที�เหมาะสม
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เทคนิค Enrichment liquid culture ที�กล่าวมาแลว้ เป็นการแยก
เชื�อโดยใชว้ิธีการเพาะเลี� ยงเชื�อแบบ batch และเชื�อที�แยกไดจ้ะเป็นเชื�อที�มี
อตัราการเจริญจาํเพาะสูงสุด และสูงกว่าจุลินทรียช์นิดอื�นๆ ส่วนการแยก
เชื�อโดยใช้วิธี continuous enrichment culture นี� มีประโยชน์ในการแยก    
จุลินทรียบ์างชนิดที�ไม่สามารถแยกแบบ batch และเหมาะสําหรับการแยก 
เพื�อใชใ้นกระบวนการหมกัต่อเนื�องในอุตสาหกรรม แต่ก็มีปัญหาที�สําคญั 
คือ การชะลา้งเซลลเ์ริ�มตน้ออกจากระบบจนหมด แกไ้ขโดยเริ�มตน้เพาะเชื�อ
แบบ batch ก่อน เมื�อเชื�อเจริญเพิ�มจาํนวนมากขึ�นจนกระทั�งสังเกตเห็นได้
แลว้ จึงนาํไปเพาะเลี�ยงในระบบต่อเนื�อง

2.  การใชอ้าหารแขง็ (Solidified medium)
การแยกเชื�อโดยใช้อาหารแข็งนี�  นิยมใช้ในการแยกจุลินทรียที์�ผลิต

เอนไซม์ โดยเติมสับเสตรตของเอนไซม์ชนิดที�ตอ้งการลงไปในอาหารเลี� ยง
เชื�อ เช่น การแยกเชื�อ Bacillus spp. ที�ผลิตเอนไซมอ์ลัคาลีนโปรติเอส  จากดิน 
โดยนําดินมาพลาสเจอไรส์ เพื�อกําจัดจุลินทรีย์ที�ไม่สร้างสปอร์ออกก่อน 
จากนั�นนาํไปเพาะเลี�ยงบนอาหารแข็งที�มีโปรตีนที�ไม่ละลายนํ� าเป็นส่วนผสม
อยู่ และมี pH 9-10 เชื�อสร้างเอนไซม์อลัคาลีนโปรติเอส ได ้จะสามารถเจริญ 
และทาํให้เกิดบริเวณวงใส แลว้นาํไปเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว ดงันั�นการแยก
เชื� อโดยวิ ธี นี� จึ ง เ ป็นเพียงการแยกเ ชื� อขั� นต้น  เพื� อให้ได้ จุ ลินทรีย์ที� มี
ความสามารถในการผลิตสารที�ตอ้งการเท่านั�น ถ้าตอ้งการคดัเลือกเชื�อที�ให้
ผลผลิตสูง จะตอ้งนาํเชื�อที�แยกไดนี้�ไปทาํการทดสอบในขั�นต่อไป



18/09/65

6

วิธีการแยกเชื�อโดยไม่ไดใ้ชคุ้ณสมบติัที�ตอ้งการ
เป็นปัจจยัในการคดัเลือก

การแยกจุลินทรียบ์างชนิดที�ไม่สามารถใชใ้ห้เป็นประโยชน์ในการ
แยกเชื�อได้โดยตรง จึงตอ้งเริ�มจากการสุ่มแยกเชื�อกลุ่มที�มีแนวโน้มว่าจะ
สร้างผลผลิตที�ตอ้งการไดอ้อกมาก่อน แลว้จึงใช้เทคนิคที�สามารถคดัเลือก
จุลินทรียที์�สร้างผลผลิตตามตอ้งการไดใ้นภายหลงั เช่น การแยกจุลินทรีย์
เพื�อใช้ในการผลิตสารปฏิชีวนะ สารส่งเสริมการเจริญ กรดอะมิโน และนิ
วคลีโอไทด ์เป็นตน้ สาํหรับอาหารที�ใชใ้นการเพาะเลี�ยงเชื�อที�แยกไดก่้อนจะ
นาํไปวิเคราะห์คุณสมบติัที�ตอ้งการนั�น ควรเป็นอาหารที�สามารถทาํให้เชื�อ
แสดงลกัษณะทางพนัธุกรรมที�มีอยู่ออกมาไดม้ากที�สุด และสร้างผลผลิตที�
ตอ้งการไดใ้นปริมาณสูง

การคดัเลือกเชื�อเพื�อใชใ้นอุตสาหกรรม

1. Primary  screening

2. Secondary  screening

วธีิการแยกเชื�อ
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Primary  screening

 แยกจุลินทรียที์�เป็นประโยชน์ออกจากจุลินทรียที์�ไม่เป็น
ประโยชน์

 แยกตรวจสอบจุลินทรียที์�อาจเป็นประโยชน์ต่อ
อุตสาหกรรม

 Spread  plating, streak  plating, crowded  plating, replica  
plating

Streak  plating
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Replica  plating

วิธีเจือจาง (Dilution)

Sample       dilute            spread  on  optimal 

media

single  colony
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Dilution

Crowded  plate

 Antibiotic  produced  microorganism

Samples ditute pour  plate

300-400 colony

clear  zone

microbial  inhibition  spectrum purity
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Clear  zone

Secondary  screening

 ศึกษาคุณสมบัต/ิ ประสิทธิภาพของจุลนิทรีย์ที�ได้รับการคัดเลือกมาแล้ว

 วตัถุประสงค์และขอบเขต

1. ตรวจสอบคุณสมบัติของสารที�จุลนิทรีย์สร้าง

2. อาหารเลี�ยงเชื�อ

3. identify                   Family/Genus

- เปรียบเทยีบกบัเชื�อที�จดสิทธิบัตรแล้ว

- คุณสมบัติการก่อโรคของเชื�อ

- คุณสมบัติต่างๆ ของเชื�อ

4. สร้างสารเคมีชนิดใหม่หรือไม่
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5. สภาวะในการเจริญและผลติสาร

6. คุณสมบัติทางฟิสิกส์และเคมทีี�ช่วยให้หาปริมาณสารเคมไีด้

7. ความคงตัวทางพนัธุกรรม

8. ทดสอบความเป็นพษิของสาร

9. กระบวนการหมกั/ สร้าง end  product/intermediates

10. จุลนิทรีย์ทาํให้เกดิการเปลี�ยนแปลงทางเคมหีรือทาํลายสารที�
ผลติหรือไม่

หลกัในการคดัเลือก

ความสามารถของจุลินทรีย์

การคงสภาพของจุลินทรีย์

- คงสภาพของคุณสมบติั  มีกิจกรรมในการทาํใหเ้กิด
ผลิตภณัฑค์งเดิม  มีผลผลิตสมํ�าเสมอแน่นอน

- คงสภาพความบริสุทธิ�   ไม่มีจุลินทรียอื์�นปนเปื� อน
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การเกบ็รักษาจุลินทรีย์

การเก็บรักษาสายพนัธ์ุจุลินทรียท์างอุตสาหกรรม

สิ�งสาํคญัที�ทาํใหสิ้�งมีชีวติไม่วา่จะเป็นพืช สตัวแ์ละจุลินทรีย ์แตกต่างไปจากสิ�งที�
ไม่มีชีวิต ก็คือ สิ� งมีชีวิตจะต้องมี สารพนัธุกรรมหรือยีน ประกอบอยู่ด้วย ยีนจะเป็น
ตวักาํหนด หรือบงัคบัพฤติกรรม และปฏิกิริยาชีวเคมี ของสิ�งมีชีวิตนั�นๆ และถ่ายทอดสู่
ลูกหลาน จุลินทรียมี์ยีนที�ควบคุมคุณสมบติัหลากหลาย ทั�งที�เป็นโทษและเป็นประโยชน์
ต่อมนุษย์ เช่น มนุษย์ได้นําจุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์ในการทํายาปฏิชีวนะหรือใน
อุตสาหกรรมผลิตสารต่างๆ 

การเก็บรักษาจุลินทรียใ์นสภาพที�มีชีวิตอยู่ จึงเป็นสิ�งสําคญัและจาํเป็นอย่างยิ�ง 
ซึ�งก็หมายถึงการเก็บรักษายนีใหค้งอยูต่ลอดไปและสามารถนาํไปใชไ้ดเ้มื�อตอ้งการ
วตัถุประสงคเ์พื�อ

1. เพื�อเก็บจุลินทรียไ์วใ้หอ้ยูใ่นสภาพมีชีวติต่อไป
2. เพื�อเก็บเชื�อในสภาพที�เป็นเชื�อบริสุทธิ� ปราศจากการปนเปื� อนจากเชื�อชนิดอื�น
3. เพื�อเก็บรักษาเชื�อใหค้งสภาพเดิมต่อไป ไม่มีการเปลี�ยนแปลงดา้นพนัธุกรรม
4. มีอายกุารเก็บรักษานานที�สุด
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การเกบ็รักษาจุลินทรีย์

ลกัษณะของจุลินทรียใ์นระหวา่งเกบ็รักษา

1. ความสามารถในการขยายพนัธ์ุ

2.  ความสามารถในการทาํงาน

3.  ความสมบูรณ์ทางพนัธุกรรม

หลกัการ

หยุด/ ลดอตัราการเจริญของจุลินทรีย ์ โดยการ
ควบคุมหรือกาํจดัปัจจยัสําคญัของการเจริญ  เช่น   ออกซิเจน  
นํ�า  อุณหภูมิ   และสารอาหาร  เป็นตน้

                   +++ จุดประสงคใ์นการเกบ็รักษา +++++

- จุลินทรียมี์ชีวติยาวนาน

- จุลินทรียบ์ริสุทธิ�

- ไม่มีการเปลี�ยนแปลงทางพนัธุกรรม
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สิ�งที�ตอ้งคาํนึงถึงในการเกบ็รักษาจุลินทรีย์

 ชนิดของจุลินทรีย์

 วตัถุประสงคข์องการเกบ็

 ความพร้อมของอุปกรณ์  

 บุคลากร

 งบประมาณ

 สถานที�ในการเกบ็รักษา

ข้อคาํนึงในการเกบ็รักษา
- long  time
- low  metabolism
- not  usually  transfer
- viable

--- liquid  paraffin -> mold, bacteria
yeast, not  freezing microorganism

--- liquid  nitrogen -> mold, bacteria
--- freeze-dry / liophilization
--- soil  culture -> mold,  actinomyces
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Method for  Preservative
1. subculturing

- เพาะเลี�ยงจุลนิทรีย์บนอาหารเลี�ยงเชื�อที�เหมาะสม 

- เหมาะสมกบัจุลนิทรีย์ที�ต้องใช้งานบ่อยๆ

- เกบ็บนอาหารวุ้นเอยีง

- อายุการเกบ็ 6 เดือน

วธีิการเก็บรักษาแบคทีเรียบนอาหารแขง็

          1. เตรียมอาหาร NA นาํไปปราศจากเชื�อที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  15 นาที

          2. นาํตวัอยา่งของแบคทีเรีย streak plate บนอาหาร NA 

3. บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
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วธีิการเก็บรักษาแบคทีเรียบนอาหารแขง็เอียง

        1. เตรียมอาหาร NA  ลงในหลอดทดลอง จากนั�นนาํไปปราศจากเชื�อที�อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที  จากนั�นนาํมาเอียง

        2. นาํตวัอยา่งของแบคทีเรีย  Streak  บนอาหารเอียงที�เตรียมไว ้ 
บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

       3. สงัเกตลกัษณะของแบคทีเรียเจริญในหลอดทดลองของอาหารเลี�ยงเชื�อ 

วธีิการเก็บรักษาแบคทีเรียในอาหารเหลว

         1. เตรียมอาหาร NB  ลงในหลอดทดลอง จากนั�นนาํไปปราศจากเชื�อที�อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที  

        2. ใชลู้ปแตะตวัอยา่งของแบคทีเรีย 1 ลูป ฟลูงบนอาหารเลี�ยงเชื�อที�เตรียมไว้
คนใหเ้ขา้กนั

        3. บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
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2. Reduce  matabolic  rate
2.1 เกบ็ภายใต้พาราฟินเหลว  (liquid  paraffin)

- เทพาราฟินเหลวปลอดเชื�อทบัให้ท่วมโคโลนีบนอาหารวุ้นเอียง  
ประมาณ  0.5 นิ�ว

- เกบ็ที�อุณหภูมิห้อง 0-5 องศาเซลเซียส
- เหมาะกบัเชื�อรา  (เกบ็ได้  1 ปี)

2.2 เกบ็ในนํ�ากลั�นปลอดเชื�อ  (distilled  water)
- นํานํ�ากลั�นปลอดเชื�อผสมกบัจุลนิทรีย์
- เกบ็ที�อุณหภูมิห้อง
- แบคทเีรีย/ ยสีต์บางชนิด  เกบ็ได้ 4 ปี  ราบางชนิดเกบ็ได้ 8 ปี

Method for  Preservative

วธีิการ : การเก็บรักษาแบคที�เรียบนอาหารวุน้เอียงภายใตพ้าราฟินเหลว

เพาะเชื�อโดยถ่ายเชื�อบนอาหารวุน้

เมื�อเชื�อเจริญบนอาหารเตม็ที�แลว้จึงเทพาราฟินเหลว (ซึ�งทาํการฆ่าเชื�อแลว้) ทบัลงไป
ใหท่้วมโคโลนีของเชื�อราโดยใหร้ะดบัพาราฟินอยูสู่งจากบริเวณที�เชื�อเจริญ 

นาํเก็บที�อุณหภูมิหอ้งหรือจะใหดี้บ่มที�อุณหภูมิ  0-5  องศาเซลเซียส
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วธีิการเก็บรักษาเชื�อราในนํ� ากลั�น

           ทาํโดยตดัชิ�นวุน้รูปสี�เหลี�ยมขนาด 6 ตร.ซม. 
        จากโคโลนีใหไ้ดป้ลายเสน้ใยที�กาํลงัเจริญ

          2จากนั�นนาํโคโลนีที�ไดใ้ส่ลงในนํ� าที�ปราศจากเชื�อที�เตรียมไวใ้นหลอดทดลอง

          บ่มที�อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียล

3. Drying
: ดึงนํ�าออกจากเซลลจ์ุลินทรียเ์พื�อหยดุการเจริญ
3.1 storage  in  sterile  soil

cell  suspension sterile  soil

dry  at  room 
temp. 10 days

keep  at  4-7 oC, many  years

Method for  Preservative



18/09/65

19

วธีิการเก็บเชื�อราโดยวธีิการเก็บในดิน
1. นาํดินสวนมาผสมกบัทรายอยา่งละครึ� ง ความชื�นประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์
2. นาํดินที�ผสมกนัแลว้ใส่ลงหลอดทดลอง ประมาณ 1/3 หลอด เช็ดปากหลอดให้
สะอาดก่อนปิดฝาอยา่ใหดิ้นติดปากหลอดที�จะทาํใหปิ้ดหลอดไม่สนิท
3. นาํหลอดที�เตรียมไวน้าํไปบ่มฆ่าเชื�อที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวาลา 15 
นาที ทาํซํ� า 2 ครั� ง เพื�อฆ่าเชื�อจุลินทรียใ์นดินทั�งหมด
4. เตรียมเชื�อราที�เจริญเตม็เพลตเพื�อที�จะนาํมาทาํสปอร์ซสัเพนชนั 
5. จากนั�นดูดนํ� ากลั�นที�ปราศจากเชื�อแลว้ใส่ลงเพลตที�มีเชื�อราเจริญ
6. ใชลู้ปเขี�ยของสปอร์หรือเสน้ใยของเชื�อรา
7. ดูดซสัเพนชั�นของสปอร์ราที�เตรียมไวน้ํ� ากลั�นที�นึ�งฆ่าเชื�อแลว้ใส่ลงหลอด
ประมาณ 1 มิลลิลิตร
8. บ่มที�อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 วนั ปิดฝาเพื�อใหค้วามชื�นคงอยูใ่นหลอด
9. คลายฝาหลอดเลก็นอ้ยในช่วงวนัทา้ยๆ เพื�อใหค้วามชื�อระเหยออกและใหดิ้นแหง้
10. เก็บหลอดเชื�อในสภาพที�คลายฝาเลก็นอ้ยในตูเ้ยน็ที�อุณหภูมิ 4-7 องศาเซลเซียส

3.2  storage  on  paper  strips  or  discs

Sterile  paper  strips cell  suspension

+

evaporated  milk

Desicator
(2-3  years)

Method for  Preservative
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วธีิการ : เก็บรักษายสีตโ์ดยการทาํใหแ้หง้บนกระดาษกรอง
          1. เพาะยีสต์ลงบนอาหาร yest exyract peptone dextorse 
(YPD) agar ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ�งใชเ้วลา 24 ชั�วโมง
          2. เตรียมซสัเพนชนัจากหางนมที�ผสมกบันํ� ากลั�นที�ฆ่าเชื�อแลว้ใส่ยสีตล์งไปผสมให้เขา้
กนั
           3. ถ่ายเชื�อที�ไดจ้ากสารละลายหางนมปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร บนจานเพาะเชื�อที�ปลอด
เชื�อ
           4. เตรียมกระดาษกรองเบอร์ 4 โดยตัดเป็นชิ�นสีเหลี�ยมขนาดปริมาณ 1 ตาราง
เซนติเมตรใส่กระดาษกรอง 4-5 ชิ�น ลงบนแผ่นอะลูมิเนียมฟรอยด์ขนาด 7 × 6 ตาราง
เซนติเมตร พบัปิดเป็นรูปสี�เหลี�ยมแลว้ทาํการนาํไปปลอดเชื�อโดยการฆ่าเชื�อที�อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
           5. นาํกระดาษกรองที�ปลอดเชื�อไปแช่ในซสัเพนชนัของเซลลแ์ลว้ นาํกลบัมาไวใ้นฟ
รอยดต์ามเดิมพบั
ฟรอยดปิ์ดหนึ�งดา้นส่วนอีกสามดา้นเปิดไว ้เพื�อใหน้ํ� าในซสัเพนชนัระเหยจนแหง้
           6. นาํห่อฟรอยด์ไปไวใ้น desccator เก็บที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-3 สปัดาห์หรือจนแหง้

3.3  predried  plug (เก็บบนวตัถุระเหิดแหง้)

: starch,   peptone,  dextran

- เหมาะกบัจุลินทรียที์�ไม่สามารถเก็บโดยวธีิ freeze-dry

- นาํสารตวักลางเขา้เครื�อง freeze-dryer  ใหแ้หง้ก่อนแลว้
จึงนาํสารผสมจุลินทรียห์ยดลงไป  และทาํใหภ้ายในหลอดเป็น
สุญญากาศก่อนปิดใหส้นิท

Method for  Preservative
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3.4  เกบ็บนแผน่เจลาติน (gelatin  discs)

- nutrient  gelatin + 0.25% ascorbic  acid    2-5 ml  

- 1010 cell/ml

- หยดลงบนจานอาหารทีละหยด

- ทาํใหแ้หง้ใน  desicator  ที�ใช ้vacuum pump/  freeze-dry

- เกบ็ในหลอดปลอดเชื�อ

Method for  Preservative

Desicator
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3.5 freeze-drying / lyophilization
- suspending  medium  skim  milk, glucose  serum
- จุลนิทรีย์บนอาหารวุ้นผสม suspending  medium
- ทาํให้เซลล์แข็งตัวในสภาพสุญญากาศ  นํ�าในเซลล์ถูกดึงออกโดยการ

ระเหิด  
  จุลนิทรีย์อยู่ในสภาพแห้งและแข็ง
- เกบ็ได้นานกว่า 10 ปี
- ลกัษณะของเซลล์  อายุ  ความเข้มข้น  อาหารแขวนลอย  มีผลต่ออตัรา

การรอดชีวติ
- พื�นที�ในการเกบ็น้อย  สะดวกต่อการเคลื�อนย้าย
- เครื�องมือราคาแพง
- ไม่เหมาะกบัเห็ด  และราที�ไม่สร้างสปอร์

Method for  Preservative
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4. Freezing
: ทาํให้นํ�าในเซลล์กลายเป็นนํ�าแข็งโดยการลดอุณหภูมิ
4.1 storage  in  liquid  nitrogen

- cryoprotactant -> glyceral, dimethyl  sulphoxide
- ผสมจุลนิทรีย์กบั cryoprotactant  แล้วถ่ายใส่

cryotube
- นําเข้าเครื�องลดอุณหภูม ิ-20 ถึง – 30 oC
- rate  of  freezing  and  thawing 1 oC/1 min
- เกบ็ในถังบรรจุไนโตรเจนเหลวที�อุณหภูม ิ– 196 oC
- low  metabolism /ใช้ได้กบัจุลนิทรีย์เกือบทุกชนิด
- การสูญเสียระหว่างเกบ็รักษาเกดิขึ�นน้อย
- ข้อเสีย คือ ค่าบํารุงรักษาแพง และอนัตรายถ้าอุปกรณ์

ขัดข้อง

Method for  Preservative

4.2  storage  at  -80 oC

ใชห้ลกัการเดียวกบัการเกบ็ในไนโตรเจนเหลว  แต่
สามารถนาํหลอดเชื�อ  ใส่ในตูแ้ช่ไดโ้ดยไม่ตอ้งลด
อุณหภูมิก่อนนาํเขา้ตูแ้ช่

Method for  Preservative
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วิธีการปลีกยอ่ยอื�นๆ
 เก็บในซิลิกาเจล  โดยอบซิลิกาเจลขนาด 6-22  mesh ใหป้ลอด

เชื�อ

- ผสมเซลลจุ์ลินทรียก์บัหางนมใหเ้ขา้กนั

- ใชพ้าสเจอร์ปิเปตดูดเซลลแ์ขวนลอยหยดลงบนซิลิกาเจล

- เขยา่ใหท้ั�ว  ทิ�งไวที้�อุณหภูมิหอ้งนาน 2 อาทิตย์

- เก็บในตูเ้ยน็นาน 2-4 ปี

Method for  Preservative

 เก็บแบบเคลือบบนเมด็แกว้

- เมด็แกว้ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2 มม.  15-20 เมด็  ใส่ใน
หลอดแกว้ฝาเกลียว  นึ�งฆ่าเชื�อ

- ผสมจุลินทรียด์ว้ยอาหารเหลว +15% (v/v) glyceral

- ใชพ้าสเจอร์ปิเปตดูดสารแขวนลอยของเชื�อใส่หลอดเมด็แกว้   คลุกให้
ทั�ว  แลว้ดูดสารละลายที�เหลืออกจากหลอดใหห้มด

- นาํหลอดเมด็แกว้เก็บในตูแ้ช่แขง็

Method for  Preservative
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- นาํโคโลนีเดี�ยวๆ ที�จะเกบ็รักษาไปเลี�ยงในอาหาร
เหลว เพื�อตรวจสอบคุณสมบติัต่างๆวา่ ถูกตอ้ง ก่อนเกบ็
รักษา

- เกบ็รักษาแลว้ตอ้งตรวจความบริสุทธิ�  การมีชีวิต 
และความสามารถในการสร้างผลผลิตของจุลินทรีย ์

- ถา้พบวา่มีคุณสมบติัไม่ถูกตอ้ง จะตอ้งทาํลายแอ
มพูลทั�งหมด ไม่สามารถเกบ็ไวใ้ชเ้ป็น stock culture ได้

การควบคุมคุณภาพจุลินทรียที์�เกบ็รักษา

หน่วยงานเกบ็รักษาจุลินทรีย์

 American  Type  Culture  Collection (ATCC)  U.S.A.

 Institute  for  Fermentation, Osaka (IFO)  Japan

 Microbiological  Resource  Center  for  the  Southeast  Asian  
Region  (Bangkok  MIRCEN)  Thailand

 National  Collection  of  Type  Culture  (NCTC), U.K.

 Institute  Pasteur (IP), France


