
การเก็บรักษาเช้ือบริสทุธิ์ 

 

            หลังจากการแยกเชื้อบริสุทธิ์ของจุลินทรียไดแลว กอนที่จะนำไปศึกษาคุณสมบัติดานตางๆนั้น 

ตองนำไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือเพ่ิมปริมาณใหมากพอ และมีการเก็บรักษาใหถูกวิธี เพ่ือไมให

เชื้อเกิดการปนเปอนกับเชื้ออื่นๆ และสามารถเก็บไวไดนานโดยไมสูญพันธุหรือกลายพันธุ หรือสูญเสีย

คุณสมบัติไป ในปจจุบันหลายประเทศมีสถาบันเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย เพื่อบริการแกหนวยงานที่

ตองการนำเชื้อจุลินทรียไปศึกษาวิจัย หรือปฏิบัติทางพันธุวิศวกรรม ในประเทศไทยมีหนวยงานเก็บ

รักษาจุลินทรยีที่สถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

วิธีการเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์มีหลายวธิี ดังนี้ 

1. Subculture เปนการเก็บรักษาจุลินทรียในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเปนวิธีการที่งายที่สุด และ

มักใชในหองปฏิบัติการทั่วไป โดยการนำเชื้อมาเลี้ยงในหลอดอาหาร เมื่อเชื้อเจริญสูงสุดและเขาสูระยะ

ที่จะตายลง ตองทำการถายเชื้อไปสูหลอดอาหารใหม ซึ่งระยะเวลาในการถายเชื้อแตละครั้งจะแตกตาง

กันไป แลวแตชนิดของจุลินทรีย อาหารที่ใช และสภาพในการเก็บรักษา การเก็บหลอดเลี้ยงเชื้อในที่มี

อากาศเย็น เชน ในตูเย็น จะทำใหเชื้อเจริญไดชาลง การใชฝาเกลียวปดหลอดอาหารแทนการใชจุกสำลี 

จะทำใหอากาศไมผานเขาออก ทำใหอาหารเลี้ยงเชื้อแหงชาลง เชื้อเจริญอยูไดนาน นอกจากนี้การปด

ทับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟนเหลว (Liquid parafin) เปนการยืดอายุการเก็บเชื้อใหยาวนาน

ออกไปไดอีกวิธีการเก็บรักษาเชื้อโดยการถายเชื้อบอยๆ อาจทำใหเกิดผลเสียหายหลายประการ เชน 

เกิดการปนเปอนกับเชื้ออื่น (Contamination) 

2. เก็บภายใตพาราฟนเหลวหรือน้ำมันแร ทำเหมือนวิธีแรก แตเมื่อจุลินทรียเจริญเต็มที่แลวใหเท

พาราฟนเหลวท่ีฆาเชื้อแลวทับใหทวมโคโลนีเชื้อ ใหระดับพาราฟนอยูสูงจากปลายวุนอาหารครึ่งนิ้ว เก็บ

ที่อุณหภูมิหอง หรือที่ 0-5 C วิธีนี้มีขอดีขอเสียเหมือนวิธีแรก แตจะเก็บไดนาน 1-2 ป และไมสะดวก

เวลานามาใชเนื่องจากมีน้ำมันเททับ 

3. Drying เปนการเก็บรักษาเช ื ้อจุล ินทร ีย ในสภาพแหง เปนการทำใหจ ุล ินทรีย ม ีอ ัตรา 

Metabolism ต่ำลง วิธีนี้ไมคอยนิยมใช เพราะจุลินทรียบางชนิดเก็บรักษาโดยวิธีนี้จะไมไดผล เพราะจะ

ตายในสภาพแหงและขาดน้ำ วิธีนี้จะใชกับจุลินทรียที่ไมสามารถทนทานตอสภาพเย็นจัดได และใชกับ

จุลินทรียที่มีสปอร 

4. Freezing เปนการเก็บรักษาจุลินทรียในสภาพเย็นจัด ใชไดกับจุลินทรียเกือบทุกชนิด และมี

อายุการเก็บรักษายาวนาน วิธีการ คือ เพาะเลี้ยงจุลินทรียบนอาหารวุนจนเชื้อเจริญดีแลวก็ผสมสาร



ปองกันไมใหเซลลถูกทำลาย (Cryoprotective agent) ในขณะแชแข็ง เชน glycerol หรือ dimethyl 

sulphoxide ผสมใหเขากันดี แลวถายใสหลอดขนาดเล็กปดฝาใหแนน ใสในเครื่องลดอุณหภูมิ แลว

นำไปเก็บในถังบรรจุไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซียส วิธีการนี้จะเก็บรักษาจุลินทรียได

นาน ซึ่งวิธีการนี้สามารถเก็บไดนานถึง 30 ป วิธีการนี้ใชไดกับจุลินทรียเกือบทุกชนิด อายุการเก็บนาน

กวาวิธีอ่ืน แตขอเสีย คือ เครื่องมือและหลอดเก็บราคาสูง สิ้นเปลืองไนโตรเจนเพราะระเหยตลอดเวลา 

5. Lyophillization หรือ Freeze-drying เปนวิธีการเก็บรักษาจุลินทรียในสภาพที่มีอุณหภูมิต่ำ

มากๆ ในชั่วระยะเวลาหนึ่ง จะทำใหกิจกรรมของจุลินทรียหยุดชะงักเปนวิธีการที่นยิมในหองปฏิบัติการ

ขนาดใหญ และมีเชื้อบริสุทธิ์จำนวนมาก วิธีการเก็บรักษาทำโดยเลี้ยงจุลินทรียบนอาหารวุน จนเชื้อ

เจริญดีจึงผสมของเหลว เชน horse serum ลงไป แลวถายเชื ้อลงในหลอดแกว นำไปเขาเครื ่อง 

lyophillizer ซึ่งทำใหเชื้ออยูในสภาพเย็นจัดและแข็งตัวในสภาพสุญญากาศ วิธีการนี้ทำใหจุลินทรียคง

สภาพรูปรางและมีชีวิตอยูไดนานเปนสิบป 

            การเก็บรักษาจุลินทรยีแตละชนิดมีวิธีการที่แตกตางกันไป ขึ้นอยูกับชนิด จำนวนของจุลินทรีย 

และความเหมาะสมในการปฏิบัติงาน นอกจากนี้ยังมีวิธีการอื่นๆ อีก เชน การเก็บรักษาแบคทีเรียบน

อาหารวุนภายใตพาราฟนเหลว ซึ่งเปนวิธีการที่ไมยุงยาก และยังสามารถเก็บรักษาจุลินทรียไดนาน ยีสต

สามารถเก็บร ักษาโดยการทำใหแห งบนกระดาษกรอง เชื ้อราบางชนิด เช น Aspergillus sp., 

Penicillium sp. สามารถเก็บรักษาไดหลายวิธี แตมีวิธีหนึ่งที่นิยมและเก็บรักษาไดดี คือ การเก็บรักษา

ในดิน ซึ่งสามารถเก็บรักษาไดนานถึง 10 ป และเชื้อรายังคงมีสภาพทางพันธุกรรมไมเปลี่ยนแปลง 

            วิธีการรักษาเชื้อจุลินทรียที่ยกตัวอยางมานี้ ทุกวิธีมีกระบวนการมีข้ันตอนท่ีจะตองปฏิบัติสรุป

ไดดังนี้ คือ การทดสอบความบริสุทธิ์ และคุณสมบัติเฉพาะของเชื้อที่ตองการจะเก็บ โดยตองทราบ

ขอมูลเก่ียวกับจุลินทรียที่ตองการเก็บ คุณสมบัติเฉพาะของจุลินทรียที่จะเก็บรักษา อาหาร, อุณหภูมิ

และ เวลาที่เหมาะสม ที่ใชในการบมเชื้อ และบันทึกไว 

การเตรียมหลอดสำหรับการจัดเก็บเชื้อ หลอดแกวเก็บเชื้อ (Ampoules) ที่ผานการฆาเชื้อแลว 

มีการตดิปายชื่อรหัสใหเรียบรอยเพ่ือปองกันการสับสนการเลี้ยงเชื้อ จุลินทรยีใหเจริญ พรอมใชงาน รอ

รับการถาย 

เตรียมเชื้อใหอยูในรูปสารละลาย (Suspension Cell) ในอาหารเก็บเชื้อ สารละลายที่

เหมาะสม 

เก็บรักษาเชื้อ จุลินทรีย ในหลอดแกวเก็บเชื้อ (Ampoules) เหลานี้ตามวิธีที่กำหนด วิธีที่เลือก

ซึ่งเหมาะกับหองปฏิบัติการของตน 



จัดทำบันทึก หลักฐาน ขอมูลตางๆ วันที่จัดเก็บ จำนวนหลอดที่จัดเก็บ 

          เมื่อจะนำเชื้อ จากหลอดมาใชงาน ตองตรวจสอบ คุณภาพของเชื้อ คือ ทดสอบการมีชีวิตรอด 

คุณสมบัติทางพันธุกรรม และคุณสมบัติเฉพาะของเชื้อ นั้น ๆ ซึ่งตองถูกตองตรงกันกอนนำไปใชงานจริง 

จุดประสงคการเก็บรักษาเช้ือจุลินทรีย คือ การรักษาจุลินทรยี ที่เปนเชื้อบริสุทธิ์ ไวในสภาพที่มีชีวิตอยู 

มีคุณสมบัติเหมือนเดิม ไมมีเกิดการปนเปอนเพ่ือ 

- ใชงานประจำ (Working Culture) 

- การควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ 

- เก็บไวเพื่อเปนเชื้ออางอิง (Reference Culture) ในการตรวจสอบความถูกตองวิธี 

วิเคราะหทดสอบ ควบคุมคุณภาพทางจุลชีววิทยา ซึ่งเปนสิ่งสำคัญท่ีจะเพ่ิมความ

เชื่อม่ันในผลการทดสอบ 

การทดลองที่ 1 การเก็บรักษาจุลินทรียโดยเก็บภายใตพาราฟนเหลว 

                    การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียที่ตองการ เชน แบคทีเรีย โดยการเลี้ยงเชื้อใหเจริญใน

อาหาร Nutrient broth เปนเวลา 18 ชั่วโมง แลวทำการ streak ในอาหาร NA slant เมื่อจุลินทรีย

เจริญเต็มที่แลวใหเทพาราฟนเหลวที่ฆาเชื้อแลวทับใหทวมโคโลนีเชื้อ ใหระดับพาราฟนอยูสูงจากปลาย

วุนอาหารครึ่งนิ้ว เก็บที่อุณหภูมิหอง หรือที่ 0-5 C โดยการเก็บรักษาเชื้อละ 2 หลอด จำนวน 1 เดือน 

และหลอดควบคุมคือไมเติมพาราฟนเหลว 

 

การทดลองที่ 2 การเก็บรักษาจุลินทรียภายใตกลีเซอรอล 15% 

                   การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียที่ตองการ เชน แบคทีเรีย รา โดยการเลี้ยงเชื้อใหเจริญใน

อาหาร Nutrient broth เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นดูดเชื้อใสในหลอดกลีเซอรอล 15% สำหรับเตรียม

เก็บรักษาหลอดละ 1 มิลลิลิตร โดยการเก็บรักษาเชื้อละ 2 หลอด จำนวน 1 เดือน  และหลอดควบคุม

คือไมเติมกลีเซอรอล 

การตรวจสอบ 

นำเชื้อไปเก็บรักษาทั้ง 2 วิธี ดังนี้ คือ การเก็บรักษาเช้ือบริสุทธิ์ภายใตน้ำมันพาราฟนเหลวและ

แชเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และการเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ในกลีเซอรอล 15% และแชเย็นท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  จากนั้นนำเชื้อมาเพาะเลี้ยง ใหมเพ่ือตรวจสอบการเจริญเติบโตบนอาหาร 

Nutrient agar หลังการเก็บรักษาไวเชื้อ 1   เดือน  



บันทึกผลการทดลอง 

ภาพการเจริญของเชื้อหลังจากการเก็บรักษาสายพันธุ บรรยายลักษณะของโคโลนี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………………………………… 



คำถามทายบท 

1.เพราะเหตุใดจึงจำเปนตองเก็บรักษาสายพันธุของจุลินทรีย 

2. เชื้อสามารถอยูรอดภายใตพาราฟนเหลวเพราะเหตุใด 

3. การ subculture คือ 

4. เชื้อสามารถอยูรอดภายใตกลีเซอรอล 15%เพราะเหตุใด 

 

 

 


