
ภาคผนวก ก
สูตรอาหาร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย

1. อาหารสูตรพื้นฐานสําหรับการแยกและการเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงที่สามารถ
ผลิตไลเปส (Lipase Medium) (กิตติเดช สุวรรณสนธิชัย, 2532)

(NH4)2SO4 5.0 กรัม
K2HPO4 1.8 กรัม
KH2PO4 1.0 กรัม
MgSO4 7H2O 0.3 กรัม
Gum arabic 1.0 กรัม
Yeast extract 0.6 กรัม
Palm oil           10.0 กรัม
Distilled water          1000 มิลิลิตร
pH 7.0

เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดยกเวนน้ํามันปาลมใหเขากันในน้ํากลั่น
ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นําไปปรับพีเอชใหได 7.0 กอนนําไปอุนใหรอน แลวเติมน้ํามัน
ปาลมลงไป ปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer) ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที นําฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

สําหรับอาหารแข็งที่ใชในการคัดเลือกและเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง จะ
มีการเพิ่มผงวุนลงไป 20 กรัม (2.0 เปอรเซ็นต) และลดน้ํามันปาลมเหลือ 3.0 มิลลิลิตร (0.3 
เปอรเซ็นต) วิธีการเตรียมทําโดยละลายองคประกอบทั้งหมดยกเวนผงวุน และน้ํามันปาลม 
ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหไดเทากับ 7.0 แลวเติมผงวุนลงไป นําไปหลอม
ละลายดวยความรอน เมื่อผงวุนหลอมละลายแลว นําสารละลายรอนนี้มาปนกับน้ํามัน
ปาลมทันทีดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนํา



ไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที

2. Nutrient broth + 0.5% Yeast extract
Beef extract 3.0 กรัม
Peptone 5.0 กรัม
Yeast extract 5.0 กรัม
Distilled water         1,000 มิลลิลิตร
pH 7.0

เตรียมโดยละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช
ใหไดเทากับ 7.0 นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

3. Luria-Bertani broth (LB broth)
Tryptone      10.0 กรัม
Yeast extract        5.0 กรัม
NaCl        5.0 กรัม
Distilled water     1,000 มิลลิลิตร
pH 7.0

เตรียมโดยผสมสวนประกอบทั้งหมดในน้ํากลั่นใหได 1,000 มิลลิลิตร นําไปปรับพี
เอชใหได 7.0 นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

สําหรับอาหารแข็ง (LB agar) จะมีการเติมผงวุน 20 กรัม (2.0 เปอรเซ็นต) 
ซึ่งเตรียมโดยผสมองคประกอบตางๆในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ยกเวนผฝวุน นําไปตมให
ความรอนจนวุนหลอมละลาย เติม tributyrin oil 10 มิลลิลิตร นําไปปนขณะรอนดวยเครื่อง



ปนผสม ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

สําหรับอาหารแข็งที่มีการเติมยาแอมพิซิลลิน เตรียมโดย ผสมสารละลายแอมพิซิล
ลิน ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อที่ตั้งทิ้งไวใหเย็นลงต่ํากวา 60 องศาเซลเซียส ให
มีความเขมขนสุดทายเปน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

4. Ampicillin stock solution
เตรียมโดยชั่ง แอมพิซิลลิน (ampicillin) มา 0.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นที่ผานการฆา

เชื้อใหมีปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส




