
 
 
 

 
 
 
 

คู่มือการปฏิบัติงาน 
(Work  Manual) 

 
 
 

กระบวนการการผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ พด. 
 

กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน 
กรมพัฒนาที่ดิน 

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
 
 
 
 
 
 

(3 กันยายน 2562) 
 

 



2 

 

สารบัญ 
 

 หน้า 
1. วัตถุประสงค์ของการจัดท าคู่มือ  1 
2. ขอบเขต 1 
3. ค าจ ากัดความ 2 
4. หน้าที่ความรับผิดชอบ 2 
5. Work Flow กระบวนการ 3 
6. ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 5 
7. เอกสารอ้างอิง 6 
8. แบบฟอร์มที่ใช้ 7 
9. เอกสารบันทึก 7 
10. มาตรฐานงาน 7 
11. ระบบติดตามประเมินผล 7 
     ภาคผนวก ก. 8 
     ภาคผนวก ข. 13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1 

 

 
 

  
   
 
 
1. วัตถุประสงค์ 
 1.1 เพ่ือให้กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดินมีการจัดท าคู่มือการปฏิบัติงานที่ชัดเจน อย่างเป็นลายลักษณ์
อักษร ที่แสดงถึงรายละเอียดขั้นตอนการปฏิบัติงานของกระบวนการ การผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ของ
หน่วยงาน และเป็นการสร้างมาตรฐานการปฏิบัติงานของกองฯ อย่างมีประสิทธิภาพ เกิดผลงานที่ได้มาตรฐาน
เป็นไปตามเป้าหมาย ได้ผลผลิตที่มีคุณภาพ และบรรลุข้อก าหนดที่ส าคัญของกระบวนการ 
 1.2 เพ่ือแสดงให้เห็นถึงวิธีการท างานใช้ส าหรับการพัฒนา และเรียนรู้ของผู้เข้ามาปฏิบัติงานใหม่ รวมถึง
การยกระดับการปฏิบัติงานไปสู่ความเป็นมืออาชีพ ตลอดจนใช้ประกอบการประเมินผลการปฏิบัติงานของ
บุคลากร 

1.3 เพ่ือใช้แสดงหรือเผยแพร่ให้กับบุคคลภายนอกหรือผู้รับบริการ ได้รับรู้ เข้าใจกระบวนการปฏิบัติงาน 
1.4 เพ่ือผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพ และได้มาตรฐานส าหรับใช้เป็นปัจจัยการผลิต

ทางการเกษตร สนับสนุนการใช้สารอินทรีย์ลดใช้เคมีทางการเกษตร/เกษตรอินทรีย์  
 

2. ขอบเขต 
สพข./สพด. และส่วนกลาง รวบรวมข้อมูลความต้องการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด.ของเกษตรกร

เสนอกผง. เพ่ือจัดสรรงบประมาณในการผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์  พด. โดยมอบหมายให้ ผอ.กทช. 
ด าเนินการวางแผน และจัดสรรเป้าหมายการผลิตทั้งประเทศ น าเรียนต่อ อธพ .เพ่ือพิจารณาอนุมัติ หลังจากนั้น 
ผอ.กทช. ก าหนดแผนการผลิต และมอบหมายให้กลุ่มวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลินทรีย์
ด าเนินการผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์พด.ตามแผนการผลิตที่ก าหนด ซึ่งแบคทีเรีย และยีสต์จะเลี้ยงในอาหาร
เหลว เริ่มจากการเตรียมต้นตอเชื้อน าเชื้อบริสุทธิ์ที่เลี้ยงในหลอดทดลองมาขยายเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่บรรจุใน
ขวดรูปชมพู่ (flask) จากนั้นน าแบคทีเรีย หรือยีสต์ ที่เลี้ยงไว้ในขวดรูปชมพู่ ซึ่งเป็นต้นตอเชื้อใส่ในอาหารเหลวที่
บรรจุในถังหมัก (fermenter) ในอัตรา 1.0 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรของอาหารโดยระยะเวลาในการเลี้ยงจะ
ขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ ส่วนเชื้อราและแอคติโนมัยซีสที่เป็นต้นตอเชื้อ จะเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งที่บรรจุใน 
ขวดรูปชมพู่ ประกอบด้วยข้าวฟ่างผสมกับร าหยาบอัตราส่วน 4:1 ที่ปรับความชื้นให้ได้ 50-60 เปอร์เซ็นต์แล้ว
น าไปนึ่งฆ่าเชื้อบ่มในตู้บ่มเชื้อที่ควบคุมอุณหภูมิได้เป็นระยะเวลา 3-4 วัน จากนั้นจึงน าต้นตอเชื้อใส่ลงในถุงข้าว
ฟ่างที่เตรียมไว้ (วิธีการเตรียมเช่นเดียวกับการเตรียมข้าวฟ่างในขวดรูปชมพู่) บ่มไว้ประมาณ 3-4 วันจะ
สังเกตเห็นเส้นใยเจริญหนาแน่นใน 1-2 วันแรกและสปอร์ของเชื้อจุลินทรีย์ทั้ง 2 ชนิดจะเจริญเต็มถุงข้าวฟ่าง
ภายใน 3-4 วัน เมื่อสิ้นสุดกระบวนการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ จุลินทรีย์ในถังหมัก และในถุงข้าวฟ่าง จะถูกสุ่ม
ตัวอย่างเพ่ือตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ก่อนที่จะน าไปผสมกับวัสดุรองรับ 

การผึ่งเชื้อสารเร่งพด.หลังจากการผสมเชื้อจุลินทรีย์กับวัสดุรองรับแล้วน าวัสดุรองรับที่ผสมเชื้อไปผึ่งเพ่ือ
ลดปริมาณความชื้นให้มีความชื้นต่ ากว่า 10 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักในสภาพที่มีการถ่ายเทอากาศสะดวกหรือ
อาจจะใช้พัดลมเป่าช่วยเพื่อให้แห้งเร็วขึ้นโดยปกติจะใช้เวลาประมาณผึ่ง 5-7 วันขึ้นกับสภาพอากาศ 

การบรรจุซอง สารเร่งจุลินทรีย์ที่ผ่านการลดความชื้นแล้วจะท าการบรรจุใส่ซองพร้อมทั้งท าการสุ่ม
ตัวอย่างเพ่ือตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ตามมาตรฐานที่กรมพัฒนาที่ดินก าหนดก่อนที่จะบรรจุใส่ซอง ผลิตภัณฑ์

คู่มือการปฏิบัติงาน 
กระบวนการการผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ พด. 
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สารเร่ง พด. มี 2 ขนาดบรรจุ 25 กรัม ไดแ้ก่ ผลิตภัณฑ์สารเร่งซุปเปอร์ พด. 2 3 6 และ 7 และขนาดบรรจุ  100 
กรัม ได้แก่ ผลิตภัณฑ์สารเร่งซุปเปอร์ พด. 1 และ 9 จุลินทรีย์ส าหรับพืชปรับปรุงดิน พด. 11 (โสนอัฟริกัน ปอเทือง 
และถั่วพร้า) และปุ๋ยชีวภาพ พด. 12 จากนั้นจึงปิดผนึกและบรรจุใส่กล่องพร้อมที่จะแจกจ่ายต่อไปผลิตภัณฑ์
จุลินทรีย์ของกรมพัฒนาที่ดินบรรจุอยู่ในถุงฟอยล์เพ่ือป้องกันความชื้นจากอากาศและป้องกันการเจาะท าลายของ
แมลงท าให้เก็บไว้ได้นานขึ้นเนื่องจากถุงฟอยล์มีความหนาและแข็งแรงทนทานกว่าถุงพลาสติกท่ัวไป 

เมื่อผลการตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด. ผ่านตามมาตรฐานของกรมพัฒนาที่ดิน 
กทช. แจกจ่ายผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด. ให้กับเกษตรกรโดยตรง และให้กับ สพข./สพด. เพ่ือให้สพข./สพด. ใช้
ผลิตภัณฑ์ในการสาธิต และสนับสนุนเป็นปัจจัยการผลิตให้กับเกษตรกร นักวิชาการ ประชาชนที่สนใจ 

 
3. ค าก าจัดความ 
 มาตรฐาน คือ สิ่งที่เอาเป็นเกณฑ์ส าหรับเทียบก าหนด ทั้งในด้านปริมาณ และคุณภาพ (พจนานุกรมฉบับ
ราชบัณฑิตยสถาน พ.ศ. 2542) 

1) ผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ พด. หมายถึง ผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ของกรมพัฒนาที่ดิน ได้แก่ สารเร่งซุปเปอร์ พด.1  
สารเร่งซุปเปอร์ พด.2 สารเร่งซุปเปอร์ พด.3 สารเร่งซุปเปอร์ พด.6 สารเร่งซุปเปอร์ พด.7 จุลินทรีย์ส าหรับพืช
ปรับปรุงบ ารุงดิน พด.11 และปุ๋ยชีวภาพ พด.12 

2) หัวเชื้อจุลินทรีย์ พด. หมายถึง จุลินทรีย์บริสุทธิ์ของกรมพัฒนาที่ดิน  ที่ใช้ผลิตเชื้อในผลิตภัณฑ์สารเร่ง
จุลินทรีย์ พด. ได้แก่ แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีส ยีสต์ และเชื้อรา ซึ่งชนิดของจุลินทรีย์จะแตกต่างกันตามชนิดของ
ผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ พด. 

3) การตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด. คือ การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์แต่ละ
ชนิด และปริมาณจุลินทรีย์รวมในผลิตภัณฑ์สารเร่ง พด. น้ าหนักซอง ความเป็นกรดเป็นด่าง และความชื้น ตาม
มาตรฐานที่กรมพัฒนาที่ดินก าหนด 

4) อธพ. ย่อมาจาก อธิบดีกรมพัฒนาที่ดิน 
5) สพข.1-12 ย่อมาจาก ส านักงานพัฒนาที่ดินเขต 1-12 
6) กทช. ย่อมาจาก กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน 
7) กผง. ย่อมาจาก กองแผนงาน 
8) ผอ. กทช. ย่อมาจาก ผู้อ านวยการกองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน 
9) ถังหมัก (fermenter) หมายถึง อุปกรณ์ท่ีใช้ส าหรับการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณจุลินทรีย์ ซึ่งสามารถควบคุม

สภาพแวดล้อมต่างๆ ให้เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย หรือยีสต์ ได้แก่ การควบคุมความเป็นกรดเป็น
ด่าง การควบคุมระดับอุณหภูมิ ระดับออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมถึงความเร็วของการกวน เพ่ือท า
ให้เซลล์มีการแบ่งตัวได้อย่างต่อเนื่องและสารละลายของอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะสม่ าเสมอตลอดเวลาการเจริญ 

10) วัสดุรองรับ (carrier) กรมพัฒนาที่ดินเลือกใช้ปุ๋ยหมักที่บดละเอียดที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วเป็นวัสดุ
รองรับ เพ่ือให้เซลล์ของจุลินทรีย์ยึดเกาะและช่วยรักษาให้จุลินทรีย์อยู่รอดได้นาน 
 
4. หน้าที่ความรับผิดชอบ 

อธิบดีกรมพัฒนาที่ดิน อนุมัติแผนการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ 
ผู้อ านวยการกองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน วางแผนการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ 
กองแผนงาน จัดสรรงบประมาณ 
กลุ่มวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลินทรีย์ ด าเนินการผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่ง 

จุลินทรีย์พด. 
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5.  Work Flow กระบวนการ 

การผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ พด. 
  ตัวชี้วัดโครงการ : ร้อยละความส าเร็จของการจัดท าปัจจัยการผลิตเพ่ือสนับสนุนการลดใช้
สารเคมีทางการเกษตร (ผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์ พด. จ านวน 850,000 ซอง) 
 
5.1 กระบวนการก าหนด และวางแผนการผลิต 
 

ล า
ดับ 

ผังกระบวนการ รายละเอียด ผู้รับผิดชอบ ระยะเวลา แบบฟอร์ม 
เอกสาร 
อ้างอิง 

1  ให้เกษตรกรตอบ
แบบสอบถาม 
รวบรวม 
วิเคราะห์ข้อมูล 

เ จ้ า ห น้ า ที่
ส พ ข .  แ ล ะ
ส่วนกลาง 

 - - 

2  ก าหนด และ
จัดสรร
งบประมาณการ
ผลิตผลิตภัณฑ์
สารเร่งจุลินทรีย์ 
พด. 

กผง. 
 

 - - 

3  วางแผนการผลิต 
เพื่อจัดสรร
เป้าหมายการ
ผลิตทั่วประเทศ 

ผอ.กทช.  - - 

4   อธพ.  - - 

5   ผอ.กทช. และ 
กลุ่มวิจยัและ
พัฒนา
เทคโนโลยีการ
ผลิตและเก็บ
รักษาจุลินทรีย ์

 - - 

หมายเหตุ ระบคุ าอธิบายเพิ่มเติม หรือ เงื่อนไขท่ีส าคัญในการด าเนินงาน 
 (ความหมายสัญลักษณ์ “ไม่ต้องแสดงในคู่มือ” 
  จุดเริ่มต้นและสิ้นสุดของกระบวนการ 
  กิจกรรมและการปฏิบัติงาน 
  การตัดสินใจ เช่น การตรวจสอบ การอนุมัติ 
  แสดงถึงทิศทาง หรือการเคลื่อนไหวของงาน 
  จุดเชื่อมต่อระหว่างข้ันตอน เช่น กรณีการเขียนกระบวนการไม่สามารถจบได้ภายใน 1 หน้า) 
 
 
 
 

รวบรวมข้อมูลความ
ต้องการของเกษตรกร 

 

จัดสรรงบประมาณ 

จัดสรรเป้าหมายการผลิตทั้งประเทศ 

 อธพ.พิจารณาอนุมัติ 

ว่าผ่านหรือไม่ 

ผ่าน 

ไม่ผ่าน 

ก าหนดการผลติ และวางแผนการผลิต 
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5.2 กระบวนการด าเนินการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด. 
 

ล าดับ ผังกระบวนการ รายละเอียดงาน ผู้รับผิดชอบ 
ระยะเวลา 

 
แบบฟอร์ม 

เอกสาร 
อ้างอิง 

1  ด าเนินการผลิต
หัวเช้ือจุลินทรีย ์
พด. 
และผลิตภัณฑ์
สารเร่งจุลินทรีย์ 
พด. ตาม
ขั้นตอน 
 
 
 
 
 
 
 

กลุ่มวิจยัและ
พัฒนา
เทคโนโลยี
การผลิตและ
เก็บรักษา
จุลินทรีย์ 

1-7วัน ต่อ 
1 รอบการ

ผลิต 

- นงลักษณ์ และ 
ปรีชา, 2560 ; 
Goldman 
and Green, 
2015; Sirks, 
2013 

2  นับปริมาณเชื้อ 
วิเคราะห์ข้อมูล 
และสรุปผล 

กลุ่มวิจยัและ
พัฒนา
เทคโนโลยี
การผลิตและ
เก็บรักษา
จุลินทรีย์ 
 

5 วัน ผลการ
วิเคราะห์
ปริมาณ
จุลินทรีย์ 

Ilstrup, 
1990 ; 
Paulson, 
2009 
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 พิจารณา
ปริมาณเชื้อที่
วิเคราะห์ได้ว่า
ผ่านหรือไม่ 

กลุ่มวิจยัและ
พัฒนา
เทคโนโลยี
การผลิตและ
เก็บรักษา
จุลินทรีย์ 
 
 

5 วัน ผลการ
วิเคราะห์
ปริมาณ
จุลินทรีย์ 

กรมพัฒนา
ที่ดิน. 2560;
ส านักงาน
คณะกรรมการ
กฤษฎกีา, 
2552 

4 
 

 
 

สนับสนุน/
แจกจา่ย
ผลิตภัณฑ์สาร
เร่งจุลินทรีย์ 
พด. ให้กับ
เกษตรกร 
นักวิชาการ หมอ
ดินอาสา 
ประชาชนที่
สนใจ 

เจ้าหน้าที่
ส่วนกลาง 
และสพข./
สพด. 

ปี 
งบประมาณ 

- - 

 
 
 
 
 
 

คลุกเชื้อ 

ผึ่งสารเร่ง 

บรรจุซอง 

เล้ียงต้นตอเชื้อ 

เลี้ยงเชื้อในอาหารแข็งข้าวฟ่าง 
และในถังหมัก 

นับปริมาณเชื้อ 

 พิจารณาปรมิาณเชื้อ 
ว่าผ่านหรอืไม ่

ไม่ผ่าน 

ผ่าน 

สนับสนุน/แจกจา่ยผลิตภัณฑ์
สารเร่งจุลินทรีย์ พด. 
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6. ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 
    6.1 กระบวนการก าหนด และวางแผนการผลิต 

สพข./สพด. และส่วนกลาง รวบรวมข้อมูลความต้องการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด.ของเกษตรกร
เสนอกผง. เพ่ือจัดสรรงบประมาณในการผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์พด . โดยมอบหมายให้ ผอ.กทช. 
ด าเนินการวางแผน และจัดสรรเป้าหมายการผลิตทั้งประเทศ น าเรียนต่ออธพ.เพ่ือพิจารณาอนุมัติ หลังจากนั้น 
ผอ.กทช. ก าหนดแผนการผลิต และมอบหมายให้กลุ่มวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลินทรีย์
ด าเนินการผลิตผลิตภัณฑ์สารเร่งจุลินทรีย์พด.ตามแผนการผลิตที่ก าหนด  
    6.2 กระบวนการด าเนินการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด. 

6.2.1 การเตรียมต้นตอเชื้อ น าเชื้อบริสุทธิ์ที่เลี้ยงในหลอดทดลอง (slant agar) มาขยายเชื้อใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่บรรจุในขวดรูปชมพู่  

เชื้อรา และแอคติโนมัยซีสเลี้ยงในอาหารแข็งที่ประกอบด้วยข้าวฟ่างผสมกับร าหยาบอัตราส่วน 4:1 
ที่ปรับความชื้นให้ได้ 50-60 เปอร์เซ็นต์ แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ บ่มในตู้บ่มเชื้อที่ควบคุมอุณหภูมิได้ เป็นระยะเวลา 
3-4 วัน 

แบคทีเรียจะเลี้ยงในอาหารเหลว ซึ่งประกอบด้วย beef extract และ peptone ที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 
บ่มในตู้บ่มเชื้อชนิดเขย่าที่ควบคุมอุณหภูมิได้เป็นเวลา 24 ชั่วโม 

6.2.2 การเพ่ิมปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ 
        1) การเพ่ิมปริมาณเชื้อราและแอคติโนมัยซีสในอาหารแข็ง 
            น าเชื้อราและแอคติโนมัยซีสที่เลี้ยงไว้ใน flask ซึ่งเป็นต้นตอเชื้อใส่ลงในถุงข้าวฟ่างที่

เตรียมไว้ (วิธีการเตรียมคล้ายกับการเตรียมข้าวฟ่างขวดรูปชมพู่) บ่มไว้ประมาณ 3-4 วัน จะสังเกตเห็นเส้นใย
เจริญหนาแน่นใน 1-2 วันแรก และสปอร์ของเชื้อจุลินทรีย์ทั้ง 2 ชนิดจะเจริญเต็มถุงข้าวฟ่างภายใน 3-4 วัน 

         2) การเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลว 
             น าแบคทีเรียที่เลี้ยงไว้ในขวดรูปชมพู่ ซึ่งเป็นต้นตอเชื้อใส่ในอาหารเหลวที่บรรจุในถัง

หมัก (fermenter) ในอัตรา 1.0 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตรของอาหาร ซึ่งถังหมักสามารถควบคุมสภาพแวดล้อม
ต่างๆ ให้เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ได้แก่ การควบคุมความเป็นกรดเป็นด่าง การควบคุมระดับ
อุณหภูมิ  ระดับออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมถึงความเร็วของการกวน เพ่ือท าให้เซลล์มีการแบ่งตัว
ได้อย่างต่อเนื่องและสารละลายของอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะสม่ าเสมอตลอดเวลาการเจริญ โดยระยะเวลาในการ
เลี้ยงจะขึ้นอยู่กับชนิดของแบคทีเรียซึ่งจะต้องท าการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดนั้นๆ ก่อน 
เพ่ือให้ทราบถึงช่วงระยะการเพ่ิมปริมาณ (exponential phase) ในการเพ่ิมจ านวนของเชื้อแบคทีเรียแต่ละสาย
พันธุ์ให้ได้ปริมาณสูงที่สุดในช่วงระยะเวลาสั้นที่สุด เนื่องจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลวที่มีปริมาณ
จ ากัดนั้น ลักษณะการเจริญของเชื้อแบคทีเรียสามารถแบ่งได้เป็น 4 ระยะ โดยในระยะแรกเรียกว่าระยะพักตัว 
(lag phase) ซึ่งเป็นช่วงที่เชื้อแบคทีเรียก าลังปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมและเป็นการสะสมอาหารในเซลล์
ของแบคทีเรียเพ่ือการเจริญ หลังจากนั้นจะแบ่งเซลล์เพ่ือเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็วระยะนี้เรียกว่า ระยะการเพ่ิม
ปริมาณระหว่างที่แบคทีเรียเพ่ิมจ านวนมากขึ้นอย่างรวดเร็ว เซลล์ของเชื้อจุลินทรีย์จะมีการขับสารที่ไม่ต้องการ
ออกจากเซลล์ (toxic end products) ซึ่งสารประกอบเหล่านี้จะมีผลต่อการเจริญของเชื้อท าให้อัตราการเจริญ
ของเชื้อจุลินทรีย์ในสภาวะนี้เริ่มลดน้อยลง จึงท าให้ปริมาณของแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นช้าในที่สุดก็มีจ านวนคงที่ระยะนี้
เรียกว่าระยะคงที่ (stationary phase) จากนั้นก็เข้าสู่ระยะที่เรียกว่าระยะตาย (dead phase หรือ phase of 
decline) ในระยะนี้การตายของเชื้อแบคทีเรียจะมีมากขึ้นเรื่อยๆ จนกระทั่งมีจ านวนลดลงอย่างรวดเร็ว ซึ่ง
ระยะเวลาของแต่ละช่วง (phase) นั้นจะไม่แน่นอน ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อแบคทีเรียและสภาพแวดล้อมในการ
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เจริญ ในการเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์สารเร่ง พด. ของกรมพัฒนาที่ดิน ใช้ระยะเวลาในการเลี้ยง
ประมาณ 8-10 ชั่วโมง 

6.2.3 การผสมเชื้อจุลินทรีย์กับวัสดุรองรับ (carrier) 
       การผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ของกรมพัฒนาที่ดินจะเลือกใช้ปุ๋ยหมักที่บดละเอียดและผ่านการ

นึ่งฆ่าเชื้อแล้วเป็นวัสดุรองรับ ส าหรับใช้ในขั้นตอนของการคลุกเชื้อ เนื่องจากปุ๋ยหมักสามารถจะอุ้มน้ าและดูดยึด
เชื้อจุลินทรีย์ได้ดี นอกจากนั้นปุ๋ยหมักยังเป็นแหล่งอาหารและพลังงานของจุลินทรีย์ได้อีกด้วย ท าให้ช่วงของการ
ผึ่งเชื้อเพ่ือให้ความชื้นลดลงนั้นมีผลให้เชื้อจุลินทรีย์เพิ่มจ านวนขึ้นได้ ประกอบกับปุ๋ยหมักราคาถูกและสามารถหา
ได้ง่าย  

       การผสมเชื้อจุลินทรีย์กับวัสดุรองรับในเครื่องผสมเชื้อ เป็นขั้นตอนที่น าสารละลายของ
จุลินทรีย์ไปผสมกับวัสดุรองรับเพ่ือให้เซลล์ของจุลินทรีย์ยึดเกาะและช่วยรักษาให้จุลินทรีย์อยู่รอดได้นานส าหรับ
การคลุกผสมเชื้อแต่ละครั้งในกรณีของเชื้อรา และ แอคติโนมัยซีสที่เพ่ิมปริมาณในอาหารแข็งจะใช้จุลินทรีย์ที่
เจริญเต็มถุงข้าวฟ่าง ผสมร่วมกับแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลวปั่นรวมกันในเครื่องปั่น เพ่ือให้จุลินทรีย์
คลุกเคล้าเข้ากันอย่างสม่ าเสมอ แล้วน าไปผสมกับปุ๋ยหมักบดละเอียดที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วในเครื่องผสมให้เข้ากัน 

6.2.4 การผึ่งเชื้อสารเร่ง พด. 
        หลังจากการผสมเชื้อจุลินทรีย์กับวัสดุรองรับแล้ว ในช่วงนี้ความชื้นของวัสดุรองรับค่อนข้าง

สูง โดยเฉลี่ยจะสูงเกินกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนัก ซึ่งที่ระดับความชื้นดังกล่าวไม่เหมาะสมที่จะน าไปบรรจุถุง 
เนื่องจากจุลินทรีย์ที่มีอยู่จะเกิดกิจกรรมและเจริญท าให้มีการใช้ออกซิเจนและปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์ ท า
ให้ถุงท่ีบรรจุโป่งพองได้ ดังนั้นจึงน าไปผึ่งเพ่ือลดปริมาณความชื้นให้มีความชื้นต่ ากว่า 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนัก 
ในสภาพที่มีการถ่ายเทอากาศสะดวก หรืออาจจะใช้พัดลมเป่าช่วยเพื่อให้แห้งเร็วขึ้น โดยปกติจะใช้เวลาประมาณ
ผึ่ง 5-7 วัน ขึ้นกับสภาพอากาศ 

6.2.5 การบรรจุถุง 
        สารเร่งจุลินทรีย์ที่ผ่านการลดความชื้นแล้ว จะท าการสุ่มตัวอย่างเพ่ือตรวจสอบปริมาณ

จุลินทรีย์ตามมาตรฐานที่กรมฯ ก าหนด ก่อนที่จะบรรจุใส่ซอง ปิดผนึก และบรรจุใส่กล่อง พร้อมที่จะแจกจ่าย
ต่อไป ผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ของกรมพัฒนาที่ดินจะเลือกบรรจุในถุงฟอล์ยเพ่ือป้องกันความชื้นจากอากาศและ
ป้องกันการเจาะท าลายของแมลง ท าให้เก็บไว้ได้นานขึ้น เนื่องจากถุงฟอล์ยมีความหนาและแข็งแรงทนทานกว่า
ถุงพลาสติกทั่วไป แต่อย่างไรก็ตามควรระวังไม่ให้เกิดรูรั่ว ซึ่งจะท าให้ความชื้นเข้าไปในถุงและมีโอกาสท าให้
จุลินทรีย์ที่มีอยู่เกิดกิจกรรม และปริมาณจุลินทรีย์อาจจะลดลงได้ และมีผลท าให้การเก็บรักษามีอายุสั้นลงด้วย
เช่นกัน 
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สุมล ปวิตรานนท์  ศิริพรรณ วงศ์วานิช  เยาวภา พงษ์สุวรรณ และสุรางค์ เดชศิริเลิศ .  เชื้อโรคและระดับความ

เสี่ยง. กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, กระทรวงสาธารณสุข. 
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8. แบบฟอร์มท่ีใช้ 
    1. ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ 
   2. บันทึกยอดการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด. 
 
9. เอกสารบันทึก 
    1. Standard Operating Procedure (SOP) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
    2. SOP การควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
    3. SOP สถานภาพเครื่องมือวิทยาศาสตร์ 
    4. SOP แผนการท าความสะอาดห้องปฏิบัติการ 
    5. Operating manual การใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่เก่ียวข้องกับระบบการผลิตผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ พด. 

นักวิชาการ เป็นผู้เขียนเอกสารบันทึก ผอ.กลุ่มวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลินทรีย์ 
ตรวจ และแก้ไข น าส่ง ผอ.กทช. เพ่ือตรวจขั้นสุดท้าย และอนุมัติการใช้เอกสารบันทึกทั้งหมด 

 
10. มาตรฐานงาน 
 10.1 ตามวิธีการปฏิบัติงานด้านจุลิชีวิทยาทางดิน (David et al., 2005) ได้แก่ การเตรียมตัวอย่าง  
การเตรียมอาหาร การดูแลเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ และการนับปริมาณจุลินทรีย์ 

10.2 ตามระเบียบวิธีวิจัยทางจุลชีววิทยาทั่วไป (นงลักษณ์ และ ปรีชา, 2560 ; Goldman and Green, 
2015)  

10.3 แนวทางปฏิบัติเพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพในห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา (ศันสนีย์, 2555)  
10.4 ตามหลักชีวสถิติ (Ilstrup, 1990 ; Paulson, 2009) เพ่ือการตรวจวิเคราะห์ รับรองทั้งคุณภาพ 

และปริมาณของจุลินทรีย์ 
 

11. ระบบติดตามประเมินผล 
 -  รายงานการติดตาม (สงป.301)  
 - ก าหนดเป็นตัวชี้วัดของกองฯ 

ตัวชี้วัดเชิงปริมาณ : ร้อยละความส าเร็จในการผลิตผลิตภัณฑืจุลินทรีย์ พด. เป็นไปตามแผน
และมีรายงานผลการด าเนินงาน 
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ภาคผนวก ก. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในสารเร่งซุปเปอร์ พด.2 กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน  กรมพัฒนาที่ดนิ 
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample :         ตัวอย่าง    จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน     กลุ่มตัวอย่างๆ ละ        ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :   
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :       ลักษณะผลติภัณฑ:์   

ค่าวิเคราะห ์
Composite sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 
pH 

ความช้ืน 
(%) 

น้ าหนักซอง 
(กรัม) 

ยีสต ์
Pichia sp. 

แบคทีเรียผลติกรดแลคตคิ 
Lactobacillus sp.01 

แบคทีเรียย่อยโปรตีน 
Bacillus sp.03 

แบคทีเรียย่อยไขมัน 
Bacillus sp.04 

แบคทีเรียละลายอนินทรีย์ฟอสฟอรัส 
Burkholderia sp. 01 

ตัวอย่างที่ 1  
 

      
ตัวอย่างที่ 2         
ตัวอย่างที่ 3         
ตัวอย่างที่ 4         
ตัวอย่างที่ 5         
ตัวอย่างที่ 6         

ค่าเฉลี่ย         
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน         

ค่าต่ าสุด         
ค่าสูงสุด         

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์สารเร่งซุปเปอร ์พด.2 =                        เซลล์/ซอง 
 
 
ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห์................................................................................. 

         (……………………………………………..) 
ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 

     วันที่      เดือน               พ.ศ.   
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในสารเร่งซุปเปอร์ พด.3  กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน  กรมพัฒนาที่ดนิ 
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample :             ตัวอย่าง  จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตวัอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :  
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :   
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :       ลักษณะผลติภัณฑ์ :  

ค่าวิเคราะห ์
Composite sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 
pH ความช้ืน (%) น้ าหนักซอง (กรัม) 

Trichoderma viridae Bacillus sp.05 
ตัวอย่างที่ 1      
ตัวอย่างที่ 2      
ตัวอย่างที่ 3      
ตัวอย่างที่ 4      
ตัวอย่างที่ 5      

ค่าเฉลี่ย      
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน      

ค่าต่ าสุด      
ค่าสูงสุด      

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์สารเร่งซุปเปอร์ พด.3 =                          เซลล์/ซอง 

 
 
 

ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห์................................................................................. 
         (…………………………….………………….) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย ์
 วันที่        เดือน           พ.ศ.  
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในสารเร่งซุปเปอร์ พด.6 กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน กรมพัฒนาที่ดนิ  
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample:        ตัวอย่าง      จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตัวอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :  
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :     ลักษณะผลติภัณฑ์ :  
 

ค่าวิเคราะห ์
Composite 

sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 

pH ความช้ืน
(%) 

น้ าหนักซอง 
(กรัม) ยีสต ์

Saccharomyces sp.01 
แบคทีเรียผลติกรดแลคตคิ 

Lactobacillus sp.02 
แบคทีเรียย่อยโปรตีน 

Bacillus sp.06 
แบคทีเรียย่อยไขมัน 

Bacillus sp.07 
แบคทีเรียก าจดัลูกน้ ายุงร าคาญ 

Bacillus sp.08 
ตัวอย่างที่ 1         
ตัวอย่างที่ 2         
ตัวอย่างที่ 3         
ตัวอย่างที ่4         
ตัวอย่างที่ 5         

ค่าเฉลี่ย         
ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน         

ค่าต่ าสุด         
ค่าสูงสุด         

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์สารเร่งซุปเปอร์ พด.6 =   เซลล์/ซอง  
 

 

ผู้ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห.์................................................................................ 
         (........................................................) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 
    วันที่       เดือน             พ.ศ.  
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในสารเร่งซุปเปอร์ พด.7 กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน  กรมพัฒนาที่ดนิ 
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample :     ตัวอย่าง   จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตัวอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :  
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :     ลักษณะผลติภัณฑ์ :  
 

ค่าวิเคราะห ์
Composite sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 
pH 

ความช้ืน 
(%) 

น้ าหนักซอง 
(กรัม) 

ยีสต ์
Saccharomyces sp.02 

แบคทีเรียผลติกรดอะซีติก 
Gluconobacter sp. 

แบคทีเรียผลติกรดแลคตคิ 
Lactobacillus sp.03 

ตัวอย่างที่ 1       
ตัวอย่างที่ 2       
ตัวอย่างที่ 3       
ตัวอย่างที่ 4       
ตัวอย่างที่ 5       

ค่าเฉลี่ย       
ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

      

ค่าต่ าสุด       
ค่าสูงสุด       

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์สารเร่งซุปเปอร์ พด.7 =              เซลล์/ซอง 
 
 

ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห์................................................................................. 
         (................................................) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 
 วันที่      เดือน             พ.ศ.    
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในสารเร่งซุปเปอร์ พด.9 กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน  กรมพัฒนาที่ดนิ 
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample :     ตัวอย่าง   จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตัวอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :  
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :     ลักษณะผลติภัณฑ์ :  
 

ค่าวิเคราะห ์
Composite sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 
pH 

ความช้ืน 
(%) 

น้ าหนักซอง (กรัม) แบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
Burkholderia sp. 02 

ตัวอย่างที่ 1     
ตัวอย่างที่ 2     
ตัวอย่างที่ 3     
ตัวอย่างที่ 4     
ตัวอย่างที่ 5     

ค่าเฉลี่ย     
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน     

ค่าต่ าสุด     
ค่าสูงสุด     

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์สารเร่งซุปเปอร์ พด.9 =              เซลล์/ซอง 
 
 
 

ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห์................................................................................. 
         (................................................) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 
 วันที่      เดือน             พ.ศ.    
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในจุลินทรย์ส าหรับพชืปรับปรุงบ ารุงดิน พด.11 (ปอเทือง) กองเทคโนโลยชีีวภาพทางดิน  กรมพัฒนาที่ดนิ 
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample :     ตัวอย่าง   จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตัวอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :  
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :     ลักษณะผลติภัณฑ์ :  
 

ค่าวิเคราะห ์
Composite sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 
pH 

ความช้ืน 
(%) 

น้ าหนักซอง 
(กรัม) 

ไรโซเบียม 
Rhizobium sp.01 

ไรโซเบียม 
Rhizobium sp. 02 

แบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
Burkholderia sp. 03 

ตัวอย่างที่ 1       
ตัวอย่างที่ 2       
ตัวอย่างที่ 3       
ตัวอย่างที่ 4       
ตัวอย่างที่ 5       

ค่าเฉลี่ย       
ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

      

ค่าต่ าสุด       
ค่าสูงสุด       

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์จุลินทรย์ส าหรับพืชปรบัปรุงบ ารุงดิน พด.11 (ปอเทือง) =              เซลล์/ซอง 
 
 

ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห์................................................................................. 
         (................................................) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 
 วันที่      เดือน             พ.ศ.    
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในจุลินทรย์ส าหรับพชืปรับปรุงบ ารุงดิน พด.11 (โสนอัฟริกัน) กองเทคโนโลยชีีวภาพทางดนิ  กรมพัฒนาที่ดนิ 
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample :     ตัวอย่าง   จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตัวอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :  
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :     ลักษณะผลติภัณฑ์ :  
 

ค่าวิเคราะห ์
Composite sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 
pH 

ความช้ืน 
(%) 

น้ าหนักซอง 
(กรัม) 

ไรโซเบียม 
Rhizobium sp.03 

ไรโซเบียม 
Rhizobium sp. 04 

แบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
Burkholderia sp. 03 

ตัวอย่างที่ 1       
ตัวอย่างที่ 2       
ตัวอย่างที่ 3       
ตัวอย่างที่ 4       
ตัวอย่างที่ 5       

ค่าเฉลี่ย       
ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

      

ค่าต่ าสุด       
ค่าสูงสุด       

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์จุลินทรย์ส าหรับพืชปรบัปรุงบ ารุงดิน พด.11 (โสนอัฟริกัน) =              เซลล์/ซอง 
 
 

ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห.์................................................................................ 
         (................................................) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 
 วันที่      เดือน             พ.ศ.    
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในจุลินทรย์ส าหรับพชืปรับปรุงบ ารุงดิน พด.11 (ถั่วพร้า) กองเทคโนโลยีชีวภาพทางดิน  กรมพัฒนาที่ดนิ 
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample :     ตัวอย่าง   จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตัวอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :  
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :     ลักษณะผลติภัณฑ์ :  
 

ค่าวิเคราะห ์
Composite sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) 
pH 

ความช้ืน 
(%) 

น้ าหนักซอง 
(กรัม) 

ไรโซเบียม 
Rhizobium sp.05 

ไรโซเบียม 
Rhizobium sp. 06 

ไรโซเบียม 
Rhizobium sp. 07 

ตัวอย่างที่ 1       
ตัวอย่างที่ 2       
ตัวอย่างที่ 3       
ตัวอย่างที่ 4       
ตัวอย่างที่ 5       

ค่าเฉลี่ย       
ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

      

ค่าต่ าสุด       
ค่าสูงสุด       

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์จุลินทรย์ส าหรับพืชปรบัปรุงบ ารุงดิน พด.11 (ถั่วพร้า) =              เซลล์/ซอง 
 
 

ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห์................................................................................. 
         (................................................) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 
 วันที่      เดือน             พ.ศ.    
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ตาราง :  ผลการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในปุ๋ยชีวภาพ พด.12 กองเทคโนโลยชีีวภาพทางดนิ กรมพัฒนาที่ดนิ  
จ านวนตัวอย่างก่อนท า composite sample:        ตัวอย่าง      จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ : จ านวน       กลุ่มตัวอย่างๆ ละ       ซอง 
วันที่รับตัวอย่าง :   
หน่วยงานที่ส่งวิเคราะห์ :  
บริษัท/ห้างหุ้นส่วนที่ผลติผลิตภัณฑ์ :     ลักษณะผลติภัณฑ์ :  
 

ค่าวิเคราะห ์
Composite 

sample 

ปริมาณจุลินทรีย์ (เซลล/์กรัม) pH ความช้ืน 
(%) 

น้ าหนักซอง (กรัม) 

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 
Azotobacter sp.01 

แบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
Burkholderia sp. 04 

แบคทีเรียละลายโพแทสเซียม 
Bacillus sp.08 

แบคทีเรียผลติฮอรโ์มนพืช 
Azotobacter sp.02 

   

ตัวอย่างที่ 1        
ตัวอย่างที่ 2        
ตัวอย่างที่ 3        
ตัวอย่างที่ 4     

   
ตัวอย่างที่ 5        

ค่าเฉลี่ย        
ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน        

ค่าต่ าสุด        
ค่าสูงสุด        

ปริมาณจุลินทรีย์รวมต่อผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพ พด.12 =    เซลล์/ซอง  

 

ผู้ผู้ส่งรายงานผลการวิเคราะห.์................................................................................ 
         (........................................................) 

ผู้อ านวยการกลุ่มวจิัยและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตและเก็บรักษาจุลนิทรีย์ 
    วันที่       เดือน             พ.ศ.  
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แบบฟอร์มการบันทึกยอดการผลิตผลิตภณัฑ์จลุินทรยี์ พด. ผ่านระบบออนไลน ์
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ภาคผนวก ข. 
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Review to :  Signature : 
Review to :  Signature : 
 

 

LIST INTERNAL DIFFUSION: 

 

 

รำยชื่อผู้รับผิดชอบ 
 
 
 

ชื่อและลำยเซ็นต์ 
 
 
 
 
 
 
 

ผู้เขียน : ผู้ตรวจ : Approved by : 
 
ชื่อ 
 
เรื่อง :  
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที่ :  

 
ชื่อ :   
 
เรื่อง : 
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที่ :  

 
ชื่อ :  
 
เรื่อง:  
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที ่:  
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แผนท ำควำมสะอำด 
1. วัตถุประสงค์ 

เพ่ือก าหนดบริเวณที่ต้องท าความสะอาดและระดับของความสะอาด ก าหนดขั้นตอนการท าความสะอาด 
และการฆ่าเชื้อ การตรวจสอบเพ่ือการควบคุมความสะอาดให้มีประสิทธิภาพ 
2. ขั้นตอน 

1) การท าความสะอาดประจ าวัน 
พ้ืนที่ท างาน  ต้องท าความสะอาดและฆ่าเชื้อทุกครั้งหลังเสร็จงาน 
พ้ืนห้อง ท าความสะอาดด้วยน้ ายาถูพ้ืน อย่างน้อยวันละครั้ง 
ถังขยะ ท าความสะอาดและทิ้งขยะในถังออกทุกวัน 
เครื่องแก้ว  ล้างให้สะอาด กลั้วด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง ผึ่งให้แห้ง และเก็บให้เรียบร้อย 

2) การท าความสะอาดประจ าสัปดาห์ 
ทุกวันศุกร์ ให้มีการท าความสะอาดบางส่วนภายในห้องปฏิบัติการ (รายละเอียดตามตารางท าความ

สะอาด) เช่น โต๊ะปฏิบัติงาน เก้าอ้ี อ่างน้ า ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เขี่ยเชื้อ เป็นต้น ต้องมีการท าความสะอาดและ
ฆ่าเชื้อตามขั้นตอนดังนี้ 

- เก็บของและอุปกรณ์ทุกอย่างออกจากโต๊ะปฏิบัติงาน ยกเว้นอุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ขนาด
ใหญ่ ท าความสะอาดสิ่งสกปรก 

- ท าความสะอาดด้วยน้ ายาท าความสะอาด (Dettol 1%) 
- ล้างด้วยน้ าเฉพาะบริเวณที่มีคราบสกปรกอยู่มาก 
เช็ดฝุ่นออกจากอุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ หน้าต่าง และเฟอร์นิเจอร์ต่างๆ  
ท าความสะอาดถังขยะ และทิ้งขยะในถังออก 

3) การท าความสะอาดประจ าเดือน 
     ท าความสะอาดชั้นที่วางอุปกรณ์ สารเคมีต่างๆ ขั้นตอนการท าความสะอาดเช่นเดียวกันกับการท า
ความสะอาดประจ าสัปดาห์ 

เช็ดฝุ่นออกจากอุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ หน้าต่าง และเฟอร์นิเจอร์ต่างๆ 
4) การท าความสะอาดสิ่งปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์และสารเคมี 

หากพ้ืนที่ท างานมีการปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์และสารเคมี ให้รีบท าความสะอาดด้วยน้ ายาท าความ
สะอาดหรือน้ ายาฆ่าเชื้อที่เหมาะสม โดยการใช้กระดาษทิชชู่ท่ีมีน้ ายาท าความสะอาดเช็ดหรือซับบริเวณที่มีสิ่ง
ปนเปื้อนอยู่ จากนั้นให้เช็ดซ้ าอีกครั้งหนึ่ง 
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5) รายละเอียดอ่ืนๆ 

พ้ืนที่ท างาน และพ้ืนห้อง หลังจากท าความสะอาดแล้วควรปล่อยให้แห้ง ก่อนที่จะใช้งานหรือเข้ามา
ปฏิบัติงาน 

a) อุปกรณ์ส ำหรับท ำควำมสะอำด 
- ไม้กวาด 
- แปรง 
- ถัง 
- น้ ากลั่น 
- น้ ายาท าความสะอาด . น้ ายาฆ่าเชื้อ 
- ฟองน้ า 
- กระดาษทิชชู่ 
อุปกรณ์ส าหรับท าความสะอาดเหล่านี้ส าหรับใช้ในห้องปฏิบัติการเท่านั้น  

b) กำรตรวจสอบ 
หลังจากท าความสะอาดแล้ว ผู้ที่มีหน้าที่ตรวจสสอบการท าความสะอาดจะตรวจสอบและเซ็นชื่อ

ในตารางแผนท าความสะอาด  
3. กำรควบคุมและกำรจัดกำรคุณภำพ 

a) ควบคุมด้ำนวิสัยทัศน์ 
การมองเห็น สีที่เกิดจากคราบสกปรกที่ปรากฏบนพ้ืนผิวต่างๆ 
รอยเท้าบนพ้ืน 
กลิ่นต่างๆ 

b) กำรควบคุมกำรปนเป้ือนจำกเชื้อจุลินทรีย์ 
1) ขั้นตอน 

- อุปกรณ์และเครื่องมือ : ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  ตู้เขี่ยเชื้อ 
วางอาหารเลี้ยงเชื้อในทุกอุปกรณ์ดังกล่าว และบนโต๊ะปฏิบัติงาน ท าอย่างน้อย 2 ตัวอย่าง 

- วิธีการ 
  ส าหรับอุปกรณ์เครื่องมือ ควรปฏิบัติทุกเดือน ส าหรับโต๊ะปฏิบัติงานควรท าทุกสัปดาห์

หลังจากท าความสะอาด 
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  ตรวจสอบโดยการใช้สไลด์ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ (nutrient agar) วางสัมผัสกับโต๊ะหรือพ้ืนผิว 

เป็นเวลา 10±1 วินาที จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 oซ. เป็นเวลา 48 ช.ม. นับปริมาณจุลินทรีย์ 

2) ผลการตรวจสอบ 
จ านวนโคโลนีของจุลินทรีย์ที่นับถ้าไม่เกิน 50 โคโลนี ให้ค านวณหาค่า colonies forming 

unit (CFU)/พ้ืนที่สไลด์(19 ต.ร.ซ.ม.) โดยที่ 
ถ้าจ านวนที่ค านวณได้มีค่า CFU/พ้ืนที่สไลด์ >5 ส าหรับตู้เขี่ยเชื้อ ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ต้องมี

การท าความสะอาดซ้ า 
ถ้าจ านวนที่ค านวณได้มีค่า CFU/พ้ืนที่สไลด์ >10 ส าหรับโต๊ะปฏิบัติงาน ต้องมีการท าความ

สะอาดซ้ า  
3) การควบคุมปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์ในตู้เขี่ยเชื้อ 

1) ขั้นตอน 
    - ตรวจสอบการปนเปื้อนทุกเดือน 
    - ตรวจสอบโดยการใช้อาหารลี้ยงเชื้อ  (nutrient agar) ใน petri-dish และมี plate 

ควบคุม 
    - ท าความสะอาดตู้เขี่ยเชื้อก่อนที่จะเริ่มการตรวจสอบ 
    - เปิดฝาเพลทจ านวน 8 เพลท วางในตู้เขี่ยเชื้อดังรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
     
    - ทิ้งไว้ 10 นาที ปิดฝาเพลท 

Back 
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    - น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 oซ. เป็นเวลา 48 ช.ม. นับจ านวนโคโลนีของจุลินทรีย์ 
2) ผลการตรวจสอบ 
    จ านวนโคโลนีไม่ควรเกิน 5 โคโลนีเม่ือนับรวมทุกเพลท 
    บันทึกผลในสมุดบันทึกการปฏิบัติงานส าหรับตู้เขี่ยเชื้อ (working book) ถ้าจ านวน

โคโลนีที่นับได้เกิน 5 โคโลนี ควรท าการตรวจสอบซ้ าอีกครั้ง และแจ้งให้ผู้ ดูแลห้องปฏิบัติการ (lab manager)

ทราบ หรือติดต่อบริษัทผู้จ าหน่ายเพ่ือการตรวจสอบและท าความสะอาดตู้เขี่ยเชื้อ  
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การควบคุมคุณภาพอาหารเล้ียงเชื้อจุลินทรีย์  

 

 
 
Review to :  Signature : 
Review to :  Signature : 
 

 

LIST INTERNAL DIFFUSION: 

 
 

รายชื่อผู้รับผิดชอบ 
 
 
 

ชื่อและลายเซ็นต์ 
 
 
 
 
 
 
 

ผู้เขียน : ผู้ตรวจ : Approved by : 
 
ชื่อ 
 
เรื่อง :  
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที่ :  

 
ชื่อ :   
 
เรื่อง : 
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที่ :  

 
ชื่อ :  
 
เรื่อง:  
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที ่:  
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การควบคุมคุณภาพอาหารเล้ียงเชื้อจุลินทรีย์ 
1. วัตถุประสงค์ 

เพ่ือก าหนดวิธีการควบคุมคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่เตรียมในห้องปฏิบัติการตาม SOP… 
2. การควบคุมคุณภาพของอาหารเล้ียงเชื้อจุลินทรีย์ท่ีเตรียมในห้องปฏิบัติการ 

มีการตรวจสอบคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมในห้องปฏิบัติการทั้งทางด้านกายภาพ และชีวภาพ 
(ความปลอดเชื้อ ประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณของจุลินทรีย์ ความเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละ
ชนิด) 

2.1 การตรวจสอบคุณภาพของอาหารเลี้ยงทางด้านกายภาพ   
- วัดค่า pH ที่อุณหภูมิ 25 oซ. ใน 1 หลอดทดลองหรือ 1 ขวดหลังจากฆ่าเชื้อแล้ว บันทึกผลใน 
record document (การตรวจสอบคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
- สิ่งที่ควรควบคุมคุณภาพ 
- ความหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อใน petri-dish 
- สี 
- ความแข็งของอาหารเลี้ยงเชื้อใน petri-dish 
บันทึกผลใน record document  

           - ควบคุมปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลอง และขวดก่อนและหลังการฆ่าเชื้อ (ชั่งน้ าหนัก
ขวดหรือหลอดทดลองทั้งก่อนและหลังการฆ่าเชื้อ) บันทึกผลใน record document (การตรวจสอบคุณภาพ

ของอาหารเลี้ยงเชื้อ) ช่วงความคลาดเคลื่อนของน้ าหนักไม่ควรเกิน ± 5% 

ถ้าไม่มีข้อโต้แย้ง ให้มีการตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.2 การตรวจสอบคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อทางด้านชีวภาพ 
2.2.1 ความปลอดเชื้อ 

ในแต่ละชุดของการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้ออให้เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ขวด หรือ 1 เพลท น าไป

บ่มเป็นเวลา 48 ±2 ช.ม. ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมของแต่ละสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ การไม่พบจุลินทรีย์เจริญจะเป็น

การยืนยันประสิทธิภาพของวิธีการฆ่าเชื้อ บันทึกผลใน record document  
2.2.2 ประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณของจุลินทรีย์ และความเหมาะสมต่อการเป็นอาหารคัดเลือก

จุลินทรีย์แต่ละชนิด 
a) ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณของจุลินทรีย์ในแต่ละ lot ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่สั่งซ้ือมา โดย

น ามาเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และเพาะเลี้ยง standard strain 
Standard strain คือเม็ดส าเร็จรูปที่มีจุลินทรีย์ที่ทราบปริมาณแล้ว เช่น 
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CIP 106877 
CIP 53 154 

 วิธีการเตรียม standard strain ส าหรับการตรวจสอบคุณภาพของอาหารเล้ียงเชื้อ 
ท าตามข้อแนะน าจากบริษัทผู้ผลิตหรือผู้จัดจ าหน่าย 

 วิธีการ 
หลังจากฆ่าเชื้ออาหารเลี้ยงเชื้อ และทิ้งไว้ให้เย็นแล้ว น าสารละลายของ standard strain 

มาเพาะเลี้ยง บ่มในสภาพที่เหมือนกับการเลี้ยงเชื้อปกติ  

 การแปลผล 

ค่าความคลาดเคลื่อนของปริมาณจุลินทรีย์ที่เพาะเลี้ยงได้กับปริมาณจริงไม่ควรเกิน ±2% 

b) การเปรียบเทียบการเพ่ิมปริมาณของจุลินทรีย์ส าหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อในแต่ละครั้ง 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพเพ่ิมปริมาณของจุลินทรีย์ส าหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
ระหว่างครั้งเก่ากับครั้งใหม่ 
                         - ใช้สารละลายจุลินทรีย์เดียวกันทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ของเก่าและใหม่ 
                         - ท า 3 ซ้ า 
                         - บ่มในสภาพที่เหมือนกับการเลี้ยงเชื้อปกติ 

 การแปลผล 
    ค่าความคลาดเคลื่อนของปริมาณจุลินทรีย์ที่เพาะเลี้ยงได้ระหว่างการเตรียมครั้งเก่ากับ

ครั้งใหม่ไม่ควรเกิน 2% 
4. อาหารเล้ียงเชื้อท่ีเป็น 
ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อที่สั่งซ้ือมา หรือที่เตรียมไว้เป็น.... ให้บันทึกข้อ... และปฏิบัติตาม SOP… management of 

the non compliance 
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สถานภาพเครื่องมือวิทยาศาสตร์ 
1. วัตถุประสงค์ 
    เพ่ือก าหนดจ านวนและสถานภาพของเครื่องมือวิทยาศาสตร์ เพ่ือการซ้ือ หรือบริการต่างๆ 
2. อักษรย่อ 

 ผู้รับผิดชอบ ; A: authority (ผู้มีหน้าที่รับผิดชอบ) ,  P : Performer(ผู้แสดงความจ านง),             
O : Operational manager(ผู้ท าหน้าที่ติดต่อประสานงาน) , I : is Informed, 

         D : Decision maker (ผู้ที่สามารถตัดสินใจ) 

 การตัดสินใจ :  ม : ไม่ , ช : ใช่ 

 เอกสารที่เก่ียวข้อง : R : Record document 
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P  
Identification of the need after the 
stock management. 
If it  is needed make a schedule of 

priority.  
  
 

The 2 step is the step for select the 
supplier  
 
Need a material  :  Material manager 

Need a product or a service : Technical 
manager 
 
 

Use the approved suppliers list   
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
E: Stock management   
E: Priority table 
 

 
 
 

E: List of approved 
suppliers  
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

E: List of approved 
supplier 
 
 

 
E : Purchase order 
 

Ask a quotation 

If it is need, ask a quotation 

If it is need, change the 

criteria  

Select the supplier Add the supplier in Approved 

suppliers list 
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1. วัตถุประสงค์ 
อาหารเหลวหรือ broth ถูกใช้ในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ ในหลอดทดลองหรือขวดรูปชมพู่ ซ่ึงจะ

สังเกตการณ์เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ได้โดยดูจากความขุ่นของอาหาร ส่วนประกอบของอาหารเหลวนั้นจะ
คล้ายกับอาหารแข็งแต่จะไม่มีการเติมวุ้นลงไปในส่วนผสม และจะมีการปรับค่า pH ให้เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ 

ขั้นตอนต่อไปนี้จะอธิบายถึงวิธีการเตรียมอาหารเหลวส าหรับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่สอดคล้องกับ
หลัก GLP และเหมาะสมที่สุดต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ และการเก็บรักษาจุลินทรีย์ 
อ่านขั้นตอน "SOP-E และ S-GA02: ข้อมูลทั่วไปในจุลชีววิทยา / ห้องปฏิบัติการชีววิทยาระดับโมเลกุล" ก่อนที่
จะเริ่มท างานในห้องปฏิบัติการ 
 
2. ค านิยาม 
    สภาพปลอดเชื้อ / ปลอดเชื้อ : สิ่งแวดล้อมที่ไม่มีจุลินทรีย์อยู่เลย โดยใช้ตะเกียงแอลกอฮอล์ (เขตปลอดเชื้อ
เป็นพ้ืนที่ท่ีมีรูปทรงกลมรอบเปลวไฟที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 15 ซม.) หรือ เครื่อง Laminar flow 
(อากาศที่ปลอดเชื้อจะถูกผลิตอย่างต่อเนื่องและอยู่ในเครื่อง Laminar flow และความแตกต่างของความดัน
อากาศระหว่างภายในและภายนอกของเครื่อง Laminar flow จะป้องกันไม่ให้อากาศภายนอกไหลเข้ามา
ภายในเครื่อง Laminar flow และเข้ามาปนเปื้อนสิ่งแวดล้อมภายในเครื่อง Laminar flow ได้) 
      การปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ : จานเพาะเชื้อ หลอด หรือเครื่องมืออ่ืน ๆ (เครื่องแก้ว, โกร่งบด หลอด 
Eppendorf ... ) ที่สัมผัสกับจุลินทรีย์และไม่สามารถฆ่าเชื้อด้วยเปลวไฟของตะเกียงแอลกอฮอล์ถือว่ามีการ
ปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ 
      การปนเปื้อนจากสารเคมีที่เป็นพิษ: หลอด ขวดรูปชมพู่  ปิเปต หรืออุปกรณ์อ่ืนๆ (เครื่องชั่ง, เครื่องแก้ว 
... ) ซ่ึงได้รับการสัมผัสกับสารเคมีที่เป็นพิษถือว่ามีการปนเปื้อนจากสารเคมีที่เป็นพิษ 
      Good Laboratory Practices (GLP) : Good Laboratory Practices (GLP) ได้รับการพัฒนาเพ่ือ
ส่งเสริมคุณภาพและความถูกต้องของผลการวิเคราะห์และการด าเนินการในห้องปฏิบัติการ เป็นแนวคิดที่
ครอบคลุมการบริหารจัดการองค์กรและการวางแผนการปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการ มีการวางแผนการ
ด าเนินการ ตรวจสอบ การบันทึกและการรายงานผล หลักการนี้ยังรวมถึงการป้องกันผู้ที่ปฏิบัติงานและ
สิ่งแวดล้อมอีกด้วย 
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3. อักษรย่อ 
- oC: Celsius degree 
- g/l: gram per litre 
- GLP: Good Laboratory Practices 
- h: hour 
- HCl: Hydrochloric acid 
- M: molar concentration 
- min: minute 
- ml: millilitre 
- ml/l: millilitre per litre 
- MSDS: Material Safety Data Sheet 
- NA: Nutrient Agar 
- NaOH: Sodium hydroxide 
- v/v: volume for volume 
- x of n: x is the number of the item, n the total number of the items 
- µm: micrometre 
 
4. ขั้นตอน 

4.1 อุปกรณ์ เครื่องมือ สารเคมี 
สารเคมี 

- น้ ากลั่น 
- สารละลาย HCl 
- สารละลาย NaOH 

เครื่องมือ 
- เครื่องนึ่งความดันสูง (autoclave) 
- ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
- Dispenser 
- เครื่อง Laminar flow 
- เครื่อง Magnetic stirrer 
- เครื่องวัด pH  
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อุปกรณ์ 
- บีกเกอร์ 
- ขวดรูปชมพู่ 
- ส าลี 
- ฟอยล์ 
- กระบอกตวง 
- ปิเปตหรือไมโครปิเปตและทิป 
- ช้อนตักสาร 
- หลอดทดลอง 
- กระดาษทิชชู่ 
- ขวดปรับปริมาตร 
- เครื่องชั่ง 
           4.2 รายละเอียดของการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
- อ่านและท าตามค าแนะน าของผู้ผลิต (แสดงบนขวด) 
- เติมน้ าลงในบีกเกอร์ประมาณ 2/3 ของปริมาตรของบีกเกอร์ ใส่แท่งกวนลงไปและวางบีกเกอร์บน 
magnetic stirrer แล้วปรับความเร็วของการกวน 
- ท าการ tare เครื่องชั่ง จากนั้นชั่งน้ าหนักสารเคมี แล้วเทส่วนผสมลงไปในน้ า 
- ท าความสะอาดเครื่องชั่งน้ าหนักและบีกเกอร์หลังจากชั่งสารเคมี 
- ล้างช้อนตักสารด้วยน้ ากลั่นและเช็ดให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู่ระหว่างการชั่งสารเคมีแต่ล่ะชนิด 
- รอให้น้ าและสารเคมีถูกกวนและผสมจนเข้ากัน 
 
หมายเหตุ : ส่วนประกอบที่เป็นวิตามินหรือสารอาหารอ่ืนๆ ที่ไวต่อความร้อนจะไม่ถูกเติมในขั้นตอนนี้ แต่จะ
ถูกกรอง (ที่ระดับ0.2 ไมครอน) ในสภาพที่ปลอดเชื้อและถูกจะถูกเติมลงไปทีหลัง 
 
- ปรับปริมาตรของส่วนผสมโดยการเติมน้ ากลั่นจากนั้นคนให้เข้ากัน 
- ท าการปรับค่า pH ของอาหารโดยใช้สารละลาย  HCl หรือ NaOH ในกรณีที่จ าเป็น 
- ใช้ภาชนะบรรจุที่มีปริมาตรมากว่าปริมาณของอาหารที่เตรียม (เช่น ขวดรูปชมพู่ขาด 200 มล. ใช้ใส่อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 100 มล. ) 
- เติมอาหารเหลวลงในหลอดทดลอง 
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- ปิดภาชนะบรรจุ เช่นหลอดทดลอง หรือ ขวดรูปชมพู่ ด้วยจุกส าลีแล้วคลุมด้วยฟอยล์ ติดป้ายที่แสดงถึงชนิด
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ วันที่ท าการเตรียมและชื่อของผู้ที่ท าการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
- น าไปอบในเครื่อง Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
- หลังจากอาหารเย็นตัวลงแล้ว เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
 
5. ความปลอดภัย 
         เครื่อง Autoclave : เครื่อง Autoclave สามารถก่อให้เกิดอันตรายได้หากใช้อย่างไม่ถูกต้องเพราะมี
แรงดันสูงและอุณหภูมิที่สูง ก่อนที่จะใช้ควรตรวจสอบด้วยสายตาก่อน (ว่าไม่มีการช ารุดหรือการรั่วไหล) มี
ปริมาณน้ าที่เหมาะสม และควรปฏิบัติตามคู่มืออย่างเคร่งครัด ในระหว่างการเพ่ิมอุณหภูมิและความดัน ควร
ตรวจสอบว่าฝาเครื่องถูกปิดอย่างถูกต้องและไม่มีการรั่วซึม อย่าพยายามที่จะเปิดฝาเครื่อง Autoclave 
ในขณะที่อุณหภูมิและความดันยังสูงอยู่ ควรรอให้ความดันลดระดับลงจนเท่ากับความดันภายนอกก่อนจึงค่อย
เปิดฝาเครื่อง 

อันตรายทางชีวภาพ : การจัดการที่ดีในห้องปฏิบัติการจะท าให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้ที่ปฏิบัติงานอยู่
ในห้องปฏิบัติการและไม่มีการแพร่กระจายของเชื้อจุลินทรีย์ออกสู่สิ่งแวดล้อม ดังนั้นผู้ที่ปฏิบัติงานควรมีความ
เข้าใจและปฏิบัติตามกฎของความปลอดภัยอย่างเคร่งครัด (อ่านขั้นตอน "SOP-E และ S-GA03: กฎระเบียบ
สุขอนามัยและความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ" ส าหรับรายละเอียดเพ่ิมเติม) ในกรณีที่เกิดอุบัติเหตุ (เช่น 
หลอดทดลองแตก สารละลายหกบนพ้ืนที่ท างาน ), ควรมีการท าความสะอาดและจัดการของเสียอย่างถูกต้อง
ตามหลักความปลอดภัย 

ตะเกียงแอลกอฮอล์ : ลดความเสี่ยงที่จะเกิดอันตรายโดยท าตามกฎพ้ืนฐานคือ หากปฏิบัติงานใน
เครื่องดูดควันควรจุดไฟเม่ือต้องการใช้งานเท่านั้นไม่ควรจุดทิ้งไว้ วางต าแหน่งของตะเกียงแอลกอฮอล์ให้
เหมาะสมกับการท างาน  

สารเคมี : ก่อนที่จะใช้สารเคมีใหม่ควรอ่านค าแนะและข้อมูลเก่ียวกับความเป็นพิษและข้อมูลด้าน
ความปลอดภัย ใช้อุปกรณ์ป้องกันหากจ าเป็น (เช่น ถุงมือ, หน้ากาก, เครื่องดูดควัน ...  
          สารเคมีควรระมัดระวังเป็นพิเศษ 
                HCl : ท าให้เกิดการไหม้ ระคายเคืองต่อระบบทางเดินหายใจ 
                NaOH : ท าให้ดวงตาระคายเคืองและผิวหนังไหม้ ท าให้เกิดการย่อยอาหารและระบบทางเดิน
หายใจ  
                แคลเซียมคลอไรด์ : ระคายเคืองต่อตา 
                ฟอสเฟตอลูมิเนียม : ท าให้เกิดการไหม้ 
 เหล็ก (III) ฟอสเฟต : ระคายเคืองต่อตา, ระบบทางเดินหายใจและผิวหนัง 



 
 
Land Development Department 

  Page 7/14 - 7 -Page 7 sur 14 
 

STANDARD OPERATING PROCEDURE 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อชนิดเหลว  

 

เครื่อง Laminar flow : เม่ือเครื่อง Laminar flow ท างานไม่ปรกติก็สามารถที่จะท าให้เกิดอันตราย
ได้ได้ จึงต้องมีการบ ารุงรักษาเครื่องอย่างสม่ าเสมอ 

เครื่องวัด pH : การใช้กรดและด่างที่มีความเข้มข้นสูงควรใช้อย่างระมัดระวัง และไม่ควรเปิดฝาขวด
ทิ้งไว ้
 
6. การจัดการควบคุมคุณภาพ 

-กระบวนการ วันที่ท าการเตรียม ปริมาณที่เตรียม  การค านวณและข้อมูลอ่ืนๆที่เก่ียวข้องให้บันทึกลง
ในสมุดบันทึกห้องปฏิบัติการ 

-สารเคมีที่รับเข้ามาให้ท าการติดป้ายชี้บ่ง ระบุวันที่รับเข้ามา ผู้ที่รับ จ านวนที่รับเข้ามา วันที่ท าการ
เปิดใช้ ผู้ที่เปิดใช้คนแรก 

-รีเอเจนท์ต้องระบุชนิดของรีเอเจนท์ วันที่ท าการเตรียม ชื่อของผู้ที่เตรียมและข้อมูลอ่ืนๆที่เก่ียวข้อง 
-ตรวจสอบอาหารหลังจากที่ผ่านการนึ่งด้วยเครื่อง Autoclave แล้ววุ้นในอาหารจะต้องละลาย

ทั้งหมด 
-ตรวจสอบโดยการใช้ autoclave tape ซ่ึงจะเปลี่ยนเป็นสีด าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลาอย่างน้อย 20 นาทีขึ้นไป ถ้า autoclave tape ยังไม่เปลี่ยนเป็นสีด าควรน าไปนึ่งฆ่าเชื้ออีกครั้ง 
-ตรวจสอบโดยสังเกตุลักษณะอาหารที่แข็งตัวอยู่บนจานเพาะเชื้อ(ซ่ึงแตกต่างกันไปตามแต่ล่ะชนิด

อาหาร) 
-ตรวจสอบโดยสังเกตจากอาหารที่อยู่ในจานเพาะเชื้อหรือหลอดทดลอง ถ้ามีการเจริญของเชื้อซ่ึงเกิด

จากการปนเปื้อนจ านวนมาก อาหารในล็อตนั้นทั้งหมดจะถูกทิ้ง 
-การบ ารุงรักษาเครื่อง Laminar flow ท าการทดสอบโดยการน าจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้ออยู่

ไปวางไว้ในเครื่อง Laminar flow โดยเปิดฝาไว้เป็นระยะเวลาหนึ่ง จากนั้นน าไปบ่ม ถ้าในจานเพาะเชื้อมีการ
ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์สูงแสดงว่าเครื่อง Laminar flow อยู่ในสภาพที่ไม่พร้อมต่อการใช้งานและควรได้รับ
การบ ารุงรักษา 

- ผู้ที่ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการทุกคนจะต้องเคารพและปฏิบัติตามหลักการปฏิบัติงานที่ดีใน
ห้องปฏิบัติการ  

Good Laboratory Practices และกฎความปลอดภัยอย่างเคร่งครัด 
-ในกรณีที่เกิดอุบัติเหตุ จะต้องแจ้งผู้ที่รับผิดชอบห้องปฏิบัติการทุกครั้ง 
-การใช้เครื่องมือหรืออุปกรณ์ จะต้องมีการบันทึกชื่อผู้ที่ใช้ วันที่เริ่มใช้และวันที่สิ้นสุดการใช้ บันทึกการต้ังค่า
ต่างๆหรือปัญหาที่พบและข้อมูลต่างๆที่เก่ียวข้องกับเครื่องมือนั้น รวมทั้งข้อมูลเก่ียวกับการบ ารุงรักษาด้วย 
โดยสมุดบันทึกจะต้องวางอยู่ใกล้กับเครื่องมือนั้นๆด้วย 
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7. ของเสียและการก าจัดส่ิงปนเป้ือน 
- ขยะที่ไม่ปนเปื้อนให้ทิ้งลงในถังขยะปกติ 
- เครื่องแก้วท่ีช ารุดหรือแตกหักที่ไม่มีการปนเปื้อน ให้ทิ้งใส่ถังแยกที่มีป้ายระบุว่า “เครื่องแก้วแตก” 

ไว้ส าหรับทิ้งเครื่องแก้วท่ีแตก 
- ทุกๆสิ่งที่มีการปนเปื้อนจะต้องถูกท าให้ปลอดเชื้อก่อนที่จะถูกน าไปก าจัดอย่างเหมาะสม ของเสียจะ

ถูกน าไปใส่ใน autoclave bag และน าไปclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที อุปกรณ์
หรือเครื่องแก้วต่างๆที่น ากลับมาใช้ใหม่ได้ที่ มีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์จะต้องถูกน าไป clave ก่อนที่จะท า
ความสะอาดตามปกติ ส่วนอุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆที่ใช้ครั้งเดียว เช่น กระจกสไลด์ จะต้องน าไปแช่ใน
สารละลาย Sodium hypochlorite เพ่ือท าให้ปลอดเชื้อก่อนน าไปก าจัดอย่างเหมาะสมต่อไป 

- อุปกรณ์หรือเครื่องแก้วท่ีแตก และของเสียที่เป็นของเหลวท่ีมีการปนเปื้อนของสารพิษหรือสารเคมี
อันตราย จะต้องถูกแยกไปบรรจุในภาชนะบรรจุที่เหมาะสม และจะต้องมีป้ายระบุว่า “ของเสียมีพิษ หรือของ
เสียอันตราย” ซ่ึงจะต้องมีบริษัทท่ีรับก าจัดของเสียอันตรายโดยเฉพาะมารับไปก าจัด การล้างอุปกรณ์หรือ
เครื่องมือที่มีการปนเปื้อนนั้น น้ าที่ถูกชะล้างมานั้นจะต้องถูกเก็บแยกไปอยู่ในส่วนของของเสียมีพิษหรือของ
เสียอันตราย  
ข้อควรระวัง ของเสียอันตรายที่สามารถจะท าปฏิกิริยากันแล้วเกิดอันตรายได้ ไม่ควรบรรจุรวมในภาชนะ
เดียวกัน 
 
8. การท าความสะอาด 
- ห้องปฏิบัติการจะต้องถูกท าความสะอาดเป็นประจ าทุกวัน 
- ก่อนและหลังปฏิบัติงานจะต้องท าความสะอาดพ้ืนที่ปฏิบัติงานด้วยสารฆ่าเชื้อหรือแอลกอฮอล์ 70% ทุกครั้ง 
- ในกรณีที่เกิดการปนเปื้อนในพ้ืนที่ปฏิบัติงาน จะต้องมีการท าความสะอาดให้ปลอดเชื้อก่อนจึงจะสามารถ
ปฏิบัติงานต่อได้ 
- ล้างอุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆด้วยผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด ล้างออกด้วยน้ าสะอาด จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น
อีกครั้งในขั้นตอนสุดท้าย 
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ภาคผนวก 
สูตรและส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Actinomycetes (A) 
Glucose   5.0 g 
(NH4)2SO4  1.0 g 
KH2PO4   0.8 g 
K2HPO4   0.2175 g 
Na2HPO4.7H2O  0.334 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  0.1 g 
Trace element A 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Actinomycetes (AC) 
Cellulose (CMC)  6.0 g 
(NH4)2SO4  1.0 g 
KH2PO4   0.8 g 
K2HPO4   0.2175 g 
Na2HPO4.7H2O  0.334 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  0.1 g 
Trace element A 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacteria (B) 
Beef Extract  3.0 g 
Peptone  5.0 g 
H2O   1000 ml 

Trace element (A) และ (AC) 
CuSO4.5H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
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FeSO4.7H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
MnSO4.7H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
ZnSO4.7H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
หมายเหตุ ชั่งสารอาหารอย่างละ 1 g ในน้ า 100 ml. ต่อจากนั้นผสมให้เข้ากันก่อน 
แต่ล่ะตัวอย่างดูดมาอย่างละ 10 ml. ผสมในน้ ากลั่นอีก 60 ml. เม่ือผสมเสร็จแล้วก็จะได้ 
Trace element (A) และ (AC) 100 ml. อัตราส่วนที่ใช้ 1 ml ต่ออาหาร 1 ลิตร 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacteria ที่มี cellulose (BC) 
Cellulose (CMC)  5.0 g 
Peptone  5.0 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  0.5 g 
H2O   1000 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Peptone Dextrose Agar (YPD) 
Yeast Extract  10.0 g 
Peptone  20.0 g 
Glucose   20.0 g 
H2O   1000 ml 
 

Trace element (M) และ (MC) 
Ferric citrate   1 g 
ZnSO4.7H2O   0.44 g 
MnSO4.4H2O   0.5 g 
CaCl2.2H2O (ละลายน้ าก่อน) 5.5 g 
CoCl2.6H2O   0.1 g 
Thiamine hydrochloride  0.01 g 
H2O    100 ml 
หมายเหตุ น าสารอาหารแต่ละตัวผสมน้ า 100 ml แล้วน าไปเขย่าบนเครื่อง Incubator shaker ให้ละลายเข้า
ด้วยกัน อัตราการใช้ 1 ml ต่ออาหาร 1 ลิตร 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อรา Fungi (M) 

Glucose   6.0 g 
(NH4)2SO4  2.0 g 
KH2PO4   0.6 g 
K2HPO4   0.4 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  1.0 g 
Trace element M 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อราที่ย่อยสลาย cellulose (MC) 
Cellulose (CMC)  6.0 g 
(NH4)2SO4  2.0 g 
KH2PO4   0.6 g 
K2HPO4   0.4 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  1.0 g 
Trace element MC 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ย่อยสลาย Phosphate (Piko’S) และ (Piko’A) 
Glucose   10.0 g 
Ca3 (PO4)2  5.0 g 
(NH4)2SO4  0.5 g 
NaCl   0.2 g 
MgSO4.7H2O  0.1 g 
KCl   0.2 g 
Yeast Extract  0.5 g 
MnSO4.7H2O  เติมลงไปเล็กน้อย 
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FeSO4.7H2O  เติมลงไปเล็กน้อย 
H2O   1000 ml 
หมายเหตุ 
(Piko’S) ส าหรับเลี้ยงเชื้อรา ต้องใส่ Streptomycin 1.0 ml ต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ 175 ml 
(Piko’A) ส าหรับเลี้ยงแบคทีเรีย ต้องใส่ Actidion 1.0 ml ต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ 175 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายโปรตีน (Skim Milk : SM) 
Glucose   1 g 
Skim Milk  5 g 
K2HPO4   0.2 g 
MgSO4.7H2O  0.2 g 
FeSO4.H2O  เติมลงไปเล็กน้อย 
H2o   1000 ml 
หมายเหตุ ปรับ pH = 7.0 autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เวลาที่ใช้ห้ามเกินนี้เพราะ 
Casin ใน Skim Milk จะสลายท าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถ น าไปเป็นแหล่งพลังงานได้ 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อพวก Lactobacillus sp. (MRS) 
Glucose   20 g 
Meat Extract  10 g 
Peptone  10 g 
Yeast Extract  5 g 
K2HPO4   2 g 
MnSO4.7H2O  0.05 g 
MgSO4.7H2O  0.2 g 
Sodium acetate  5 g 
Ammonium citrate 2 g 
Tween 80  1 g 
Bromol cresol green 0.04 g 
H2O   1000 ml 
หมายเหตุ Tween 80 เป็นน้ า ให้น้ ามาเทใส่บีกเกอร์แล้วน าไปชั่งให้ได้ 1 g 
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สูตรอาหาร Emulsion Tributyrin (Tri) 

Yeast Extract  2 g 
Peptone  3 g 
Tributyrin  1% ต่อ ปริมาตรอาหารที่เตรียม 
H2O   1000 ml 
หมายเหตุ Tributyrin (ไขมันโมเลกุลเล็ก) จะแบ่งใส่ใน flask หลังจากเตรียมส่วนอ่ืนๆเสร็จแล้ว 
อาหารสูตรนี้จะใช้ท า Dilution หาเชื้อที่มีคุณสมบัติย่อยไขมันทั่วไปในขั้นต้น โดยจะสังเกต Clear Zone ที่
เกิดขึ้นรอบๆโคโลนีเชื้อ 
 



 
 
 
 
Land Development Department 

  Page 1/15 - 1 -Page 1 sur 15 
 

STANDARD OPERATING PROCEDURE 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อชนิดแข็ง 
SOP-SB-

MA01/V01 

 

 

 
 
Review to :  Signature : 
Review to :  Signature : 
 

 
LIST INTERNAL DIFFUSION: 
 
 

รายชื่อผู้รับผิดชอบ 
 
 
 

ชื่อและลายเซ็นต์ 
 
 
 
 
 

ผู้เขียน : ผู้ตรวจ : Approved by : 
 
ชื่อ 
 
เรื่อง :  
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที่ :  

 
ชื่อ :   
 
เรื่อง : 
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที่ :  

 
ชื่อ :  
 
เรื่อง:  
 
 
 
 
ลายเซ็นต์: 
 
 
วันที ่:  



 
 
 
 
Land Development Department 

  Page 2/15 - 2 -Page 2 sur 15 
 

STANDARD OPERATING PROCEDURE 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อชนิดแข็ง 
SOP-SB-

MA01/V01 

 

 

สารบัญ 
วัตถุประสงค์…………………………………………………………………………………………..……                               .3 
ค านิยาม………………………………………………………………………………………………..……                                .3 
อักษรย่อ…………………………………………………………………………………………………..…                                4 
ขั้นตอน กระบวนการ……………………………………………………………………………….….…                            …4 
 A สารเคมี เครื่องมือ อุปกรณ์……………………………………………………………                      .… ….…..4 

1. สารเคมี…………………………………………………………………………….…….                            .……4 
2. เครื่องมือ………………………………………………………………………………                            ……….4 
3. อุปกรณ์…………………………………………………………………………………                            ..…….5 
B รายละเอียดการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ…………………………………………………                  …...…….5 
C ความปลอดภัย…………………………………………………………………………….…                          …..6 
D การจัดการควบคุมคุณภาพ………………………………………………………..…..……                     ...…..7 
E ของเสียและการก าจัดสิ่งปนเปื้อน…………………………………..…………………………                     …8 
F การท าความสะอาด………………………………………………………….…………....…                        …...9 

เอกสารอ้างอิง……………………………………………………………………..…                                           ……   9 
ภาคผนวก.......................................................................................................................................  ...............10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
Land Development Department 

  Page 3/15 - 3 -Page 3 sur 15 
 

STANDARD OPERATING PROCEDURE 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อชนิดแข็ง 
SOP-SB-

MA01/V01 

 

 

1 วัตถุประสงค์ 
อาหารแข็งเป็นอาหารที่ช่วยให้เกิดการเติบโตของจุลินทรีย์หลายชนิดเช่นแบคทีเรียเชื้อรายีสต์ ... 

อาหารแข็งประกอบด้วยสารอาหาร วุ้น น้ าและมีค่า pH ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่
ต้องการศึกษาหรือท าให้มีสภาพที่ไม่เหมาะสมต่อ การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์อ่ืน ๆ 
 

ขั้นตอนต่อไปนี้จะอธิบายถึงวิธีการเตรียมอาหารแข็งส าหรับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ทีส่อดคล้องกับ
หลัก GLP และเหมาะสมที่สุดต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ และการเก็บรักษาจุลินทรีย์ 
อ่านขั้นตอน "SOP-E และ S-GA02: ข้อมูลทั่วไปในจุลชีววิทยา / ห้องปฏิบัติการชีววิทยาระดับโมเลกุล" ก่อนที่
จะเริ่มท างานในห้องปฏิบัติการ 
 
2. ค านิยาม 

สภาพปลอดเชื้อ / ปลอดเชื้อ : สิ่งแวดล้อมที่ไม่มีจุลินทรีย์อยู่เลย โดยใช้ตะเกียงแอลกอฮอล์ (เขต
ปลอดเชื้อเป็นพ้ืนที่ท่ีมีรูปทรงกลมรอบเปลวไฟที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 15 ซม.) หรือ เครื่อง 
Laminar flow (อากาศที่ปลอดเชื้อจะถูกผลิตอย่างต่อเนื่องและอยู่ในเครื่อง Laminar flow และความ
แตกต่างของความดันอากาศระหว่างภายในและภายนอกของเครื่อง Laminar flow จะป้องกันไม่ให้อากาศ
ภายนอกไหลเข้ามาภายในเครื่อง Laminar flow และเข้ามาปนเปื้อนสิ่งแวดล้อมภายในเครื่อง Laminar flow 
ได้) 
 การปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ : จานเพาะเชื้อ หลอด หรือเครื่องมืออ่ืน ๆ (เครื่องแก้ว, โกร่งบด หลอด 
Eppendorf ... ) ที่สัมผัสกับจุลินทรีย์และไม่สามารถฆ่าเชื้อด้วยเปลวไฟของตะเกียงแอลกอฮอล์ถือว่ามีการ
ปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ 

การปนเปื้อนจากสารเคมีที่เป็นพิษ: หลอด ขวดรูปชมพู่  ปิเปต หรืออุปกรณ์อ่ืนๆ (เครื่องชั่ง, เครื่อง
แก้ว ... ) ซ่ึงได้รับการสัมผัสกับสารเคมีที่เป็นพิษถือว่ามีการปนเปื้อนจากสารเคมีที่เป็นพิษ 

Good Laboratory Practices (GLP) : Good Laboratory Practices (GLP) ได้รับการพัฒนาเพ่ือ
ส่งเสริมคุณภาพและความถูกต้องของผลการวิเคราะห์และการด าเนินการในห้องปฏิบัติการ เป็นแนวคิดที่
ครอบคลุมการบริหารจัดการองค์กรและการวางแผนการปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการ มีการวางแผนการ
ด าเนินการ ตรวจสอบ การบันทึกและการรายงานผล หลักการนี้ยังรวมถึงการป้องกันผู้ที่ปฏิบัติงานและ
สิ่งแวดล้อมอีกด้วย 
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3. อักษรย่อ 
- oC: Celsius degree 
- g/l: gram per litre 
- GLP: Good Laboratory Practices 
- h: hour 
- HCl: Hydrochloric acid 
- M: molar concentration 
- min: minute 
- ml: millilitre 
- ml/l: millilitre per litre 
- MSDS: Material Safety Data Sheet 
- NA: Nutrient Agar 
- NaOH: Sodium hydroxide 
- v/v: volume for volume 
- x of n: x is the number of the item, n the total number of the items 
- µm: micrometre 
 
4. ขั้นตอน 

อุปกรณ์ เครื่องมือ สารเคมี 
สารเคมี 

- น้ ากลั่น 

- สารละลาย HCl 

- สารละลาย NaOH 

 

เครื่องมือ 
- เครื่องนึ่งความดันสูง (autoclave) 
- ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
- Dispenser 
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- เครื่อง Laminar flow 
- เครื่อง Magnetic stirrer 
- เครื่องวัด pH  

อุปกรณ์ 
- บีกเกอร์ 
- ขวดรูปชมพู่ 
- ส าลี 
- ฟอยล์ 
- กระบอกตวง 
- จานเพาะเชื้อ 
- ปิเปตหรือไมโครปิเปตและทิป 
- กล่องส าหรับเก็บจานเพาะเชื้อ 
- ช้อนตักสาร 
- หลอดทดลอง 
- กระดาษทิชชู่ 
- ขวดปรับปริมาตร 
- เครื่องชั่ง 
 
5. รายละเอียดของการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
- อ่านและท าตามค าแนะน าของผู้ผลิต (แสดงบนขวด) 
- เติมน้ าลงในบีกเกอร์ประมาณ 2/3 ของปริมาตรของบีกเกอร์ ใส่แท่งกวนลงไปและวางบีกเกอร์บน 
magnetic stirrer แล้วปรับความเร็วของการกวน 
- ท าการ tare เครื่องชั่ง จากนั้นชั่งน้ าหนักสารเคมีและวุ้น แล้วเทส่วนผสมลงไปในน้ า 
- ท าความสะอาดเครื่องชั่งน้ าหนักและบีกเกอร์หลังจากชั่งสารเคมี 
- ล้างช้อนตักสารด้วยน้ ากลั่นและเช็ดให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู่ระหว่างการชั่งสารเคมีแต่ล่ะชนิด 
- รอให้น้ าและสารเคมีถูกกวนและผสมจนเข้ากัน 
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หมายเหตุ : ส่วนประกอบที่เป็นวิตามินหรือสารอาหารอ่ืนๆ ที่ไวต่อความร้อนจะไม่ถูกเติมในขั้นตอนนี้ แต่จะ
ถูกกรอง (ที่ระดับ0.2 ไมครอน) ในสภาพที่ปลอดเชื้อและถูกจะถูกเติมลงไปทีหลัง 
 
- ปรับปริมาตรของส่วนผสมโดยการเติมน้ ากลั่นจากนั้นคนให้เข้ากัน 
- ท าการปรับค่า pH ของอาหารโดยใช้สารละลาย  HCl หรือ NaOH ในกรณีที่จ าเป็น 
- ใช้ภาชนะบรรจุที่มีปริมาตรมากว่าปริมาณของอาหารที่เตรียม (เช่นขวด 2,000 มล. ใช้เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1000 มล. ) 
- ในกรณีที่เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองให้ปิดด้วยจุกส าลีแล้วคลุมด้วยฟอยล์ ติดป้ายที่แสดงถึงชนิด
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ วันที่ท าการเตรียมและชื่อของผู้ที่ท าการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
- น าไปอบในเครื่อง Autoclave ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
- น าอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากเครื่อง Autoclave ท าการเอียงหลอดทดลอง หากต้องการเทอาหารเลี้ยงเชื้อลง
ในจานเพาะเชื้อควรรอให้อุณหภูมิลดลงจนสามารถเทได้ 
หมายเหตุ : ไม่ควรทิ้งไว้นานเกินไปจนอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มจับตัวแข็ง และควรเขย่าเบา ๆ อย่างสม่ าเสมอเพ่ือ
หลีกเลี่ยงการแข็งตัวของอาหาในขณะที่เท 
 
- เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงในจานเพาะเชื้อที่ผ่านการท าให้ปลอดเชื้อแล้วภายใต้สภาวะที่ปลอดเชื้อ (ภายใน 
laminar hood หรือใกล้เปลวไฟของตะเกียงแอลกอฮอล์) ปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เทลงไปจะอยู่ที่
ประมาณ 20 มล. 
- เม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัวแล้วให้ท าการคว่ าจานเพาะเชื้อเพ่ือป้องกันไอน้ าหยดลงไปบนอาหาร 
- เก็บจานเพาะเชื้อลงในกล่องพลาสติกปิดและหลอดทดลองลงในตะกร้าเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง ติดป้ายชื่อระบุ
ชนิดของอาหาร วันที่ท าการเตรียม และชื่อของผู้ที่ท าการเตรียม 
 
6. ความปลอดภัย 

เครื่อง Autoclave : เครื่อง Autoclave สามารถก่อให้เกิดอันตรายได้หากใช้อย่างไม่ถูกต้องเพราะมี
แรงดันสูงและอุณหภูมิที่สูง ก่อนที่จะใช้ควรตรวจสอบด้วยสายตาก่อน (ว่าไม่มีการช ารุดหรือการรั่วไหล) มี
ปริมาณน้ าที่เหมาะสม และควรปฏิบัติตามคู่มืออย่างเคร่งครัด ในระหว่างการเพ่ิมอุณหภูมิและความดัน ควร
ตรวจสอบว่าฝาเครื่องถูกปิดอย่างถูกต้องและไม่มีการรั่วซึม อย่าพยายามที่จะเปิดฝาเครื่อง Autoclave 



 
 
 
 
Land Development Department 

  Page 7/15 - 7 -Page 7 sur 15 
 

STANDARD OPERATING PROCEDURE 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อชนิดแข็ง 
SOP-SB-

MA01/V01 

 

 

ในขณะที่อุณหภูมิและความดันยังสูงอยู่ ควรรอให้ความดันลดระดับลงจนเท่ากับความดันภายนอกก่อนจึงค่อย
เปิดฝาเครื่อง 

อันตรายทางชีวภาพ : การจัดการที่ดีในห้องปฏิบัติการจะท าให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้ที่ปฏิบัติงานอยู่
ในห้องปฏิบัติการและไม่มีการแพร่กระจายของเชื้อจุลินทรีย์ออกสู่สิ่งแวดล้อม ดังนั้นผู้ที่ปฏิบัติงานควรมีความ
เข้าใจและปฏิบัติตามกฎของความปลอดภัยอย่างเคร่งครัด (อ่านขั้นตอน "SOP-E และ S-GA03: กฎระเบียบ
สุขอนามัยและความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ" ส าหรับรายละเอียดเพ่ิมเติม) ในกรณีที่ เกิดอุบัติเหตุ (เช่น 
หลอดทดลองแตก สารละลายหกบนพ้ืนที่ท างาน ), ควรมีการท าความสะอาดและจัดการของเสียอย่างถูกต้อง
ตามหลักความปลอดภัย 

ตะเกียงแอลกอฮอล์ : ลดความเสี่ยงที่จะเกิดอันตรายโดยท าตามกฎพ้ืนฐานคือ หากปฏิบัติงานใน
เครื่องดูดควันควรจุดไฟเม่ือต้องการใช้งานเท่านั้นไม่ควรจุดทิ้งไว้ วางต าแหน่งของตะเกียงแอลกอฮอล์ให้
เหมาะสมกับการท างาน  

สารเคมี : ก่อนที่จะใช้สารเคมีใหม่ควรอ่านค าแนะและข้อมูลเก่ียวกับความเป็นพิษและข้อมูลด้าน
ความปลอดภัย ใช้อุปกรณ์ป้องกันหากจ าเป็น (เช่น ถุงมือ, หน้ากาก, เครื่องดูดควัน ...  
สารเคมีควรระมัดระวังเป็นพิเศษ 

HCl : ท าให้เกิดการไหม้ ระคายเคืองต่อระบบทางเดินหายใจ 
NaOH : ท าให้ดวงตาระคายเคืองและผิวหนังไหม้ ท าให้เกิดการย่อยอาหารและระบบทางเดินหายใจ  
แคลเซียมคลอไรด์ : ระคายเคืองต่อตา 
ฟอสเฟตอลูมิเนียม : ท าให้เกิดการไหม้ 
เหล็ก (III) ฟอสเฟต : ระคายเคืองต่อตา, ระบบทางเดินหายใจและผิวหนัง 
เครื่อง Laminar flow : เม่ือเครื่อง Laminar flow ท างานไม่ปรกติก็สามารถที่จะท าให้เกิดอันตราย

ได้ได้ จึงต้องมีการบ ารุงรักษาเครื่องอย่างสม่ าเสมอ 
เครื่องวัด pH : การใช้กรดและด่างที่มีความเข้มข้นสูงควรใช้อย่างระมัดระวัง และไม่ควรเปิดฝาขวด

ทิ้งไว ้
 
7. การจัดการควบคุมคุณภาพ 

-กระบวนการ วันที่ท าการเตรียม ปริมาณที่เตรียม  การค านวณและข้อมูลอ่ืนๆที่เก่ียวข้องให้บันทึกลง
ในสมุดบันทึกห้องปฏิบัติการ 
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-สารเคมีที่รับเข้ามาให้ท าการติดป้ายชี้บ่ง ระบุวันที่รับเข้ามา ผู้ที่รับ จ านวนที่รับเข้ามา วันที่ท าการ
เปิดใช้ ผู้ที่เปิดใช้คนแรก 

-รีเอเจนท์ต้องระบุชนิดของรีเอเจนท์ วันที่ท าการเตรียม ชือ่ของผู้ที่เตรียมและข้อมูลอ่ืนๆที่เก่ียวข้อง 
-ตรวจสอบอาหารหลังจากที่ผ่านการนึ่งด้วยเครื่อง Autoclave แล้ววุ้นในอาหารจะต้องละลาย

ทั้งหมด 
-ตรวจสอบโดยการใช้ autoclave tape ซ่ึงจะเปลี่ยนเป็นสีด าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลาอย่างน้อย 20 นาทีขึ้นไป ถ้า autoclave tape ยังไม่เปลี่ยนเป็นสีด าควรน าไปนึ่งฆ่าเชื้ออีกครั้ง 
-ตรวจสอบโดยสังเกตุลักษณะอาหารที่แข็งตัวอยู่บนจานเพาะเชื้อ(ซ่ึงแตกต่างกันไปตามแต่ล่ะชนิด

อาหาร) 
-ตรวจสอบโดยสังเกตจากอาหารที่อยู่ในจานเพาะเชื้อหรือหลอดทดลอง ถ้ามีการเจริญของเชื้อซ่ึงเกิด

จากการปนเปื้อนจ านวนมาก อาหารในล็อตนั้นทั้งหมดจะถูกทิ้ง 
-การบ ารุงรักษาเครื่อง Laminar flow ท าการทดสอบโดยการน าจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้ออยู่

ไปวางไว้ในเครื่อง Laminar flow โดยเปิดฝาไว้เป็นระยะเวลาหนึ่ง จากนั้นน าไปบ่ม ถ้าในจานเพาะเชื้อมีการ
ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์สูงแสดงว่าเครื่อง Laminar flow อยู่ในสภาพที่ไม่พร้อมต่อการใช้งานและควรได้รับ
การบ ารุงรักษา 

- ผู้ที่ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการทุกคนจะต้องเคารพและปฏิบัติตามหลักการปฏิบัติงานที่ดีใน
ห้องปฏิบัติการ  

Good Laboratory Practices และกฎความปลอดภัยอย่างเคร่งครัด 
-ในกรณีที่เกิดอุบัติเหตุ จะต้องแจ้งผู้ที่รับผิดชอบห้องปฏิบัติการทุกครั้ง 

-การใช้เครื่องมือหรืออุปกรณ์ จะต้องมีการบันทึกชื่อผู้ที่ใช้ วันที่เริ่มใช้และวันที่สิ้นสุดการใช้ บันทึกการต้ังค่า
ต่างๆหรือปัญหาที่พบและข้อมูลต่างๆที่เก่ียวข้องกับเครื่องมือนั้น รวมทั้งข้อมูลเก่ียวกับการบ ารุงรักษาด้วย 
โดยสมุดบันทึกจะต้องวางอยู่ใกล้กับเครื่องมือนั้นๆด้วย 
 
8. ของเสียและการก าจัดส่ิงปนเป้ือน 

- ขยะที่ไม่ปนเปื้อนให้ทิ้งลงในถังขยะปกติ 
- เครื่องแก้วท่ีช ารุดหรือแตกหักที่ไม่มีการปนเปื้อน ให้ทิ้งใส่ถังแยกที่มีป้ายระบุว่า “เครื่องแก้วแตก” 

ไวส้ าหรับทิ้งเครื่องแก้วท่ีแตก 
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- ทุกๆสิ่งที่มีการปนเปื้อนจะต้องถูกท าให้ปลอดเชื้อก่อนที่จะถูกน าไปก าจัดอย่างเหมาะสม ของเสียจะ
ถูกน าไปใส่ใน autoclave bag และน าไปclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที อุปกรณ์
หรือเครื่องแก้วต่างๆที่น ากลับมาใช้ใหม่ได้ที่ มีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์จะต้องถูกน าไป clave ก่อนที่จะท า
ความสะอาดตามปกติ ส่วนอุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆที่ใช้ครั้งเดียว เช่น กระจกสไลด์ จะต้องน าไปแช่ใน
สารละลาย Sodium hypochlorite เพ่ือท าให้ปลอดเชื้อก่อนน าไปก าจัดอย่างเหมาะสมต่อไป 

- อุปกรณ์หรือเครื่องแก้วท่ีแตก และของเสียที่เป็นของเหลวท่ีมีการปนเปื้อนของสารพิษหรือสารเคมี
อันตราย จะต้องถูกแยกไปบรรจุในภาชนะบรรจุที่เหมาะสม และจะต้องมีป้ายระบุว่า “ของเสียมีพิษ หรือของ
เสียอันตราย” ซ่ึงจะต้องมีบริษัทท่ีรับก าจัดของเสียอันตรายโดยเฉพาะมารับไปก าจัด การล้างอุปกรณ์หรือ
เครื่องมือที่มีการปนเปื้อนนั้น น้ าที่ถูกชะล้างมานั้นจะต้องถูกเก็บแยกไปอยู่ในส่วนของของเสียมีพิษหรือของ
เสียอันตราย  
ข้อควรระวัง ของเสียอันตรายที่สามารถจะท าปฏิกิริยากันแล้วเกิดอันตรายได้ ไม่ควรบรรจุรวมในภาชนะ
เดียวกัน 
 
9. การท าความสะอาด 
- ห้องปฏิบัติการจะต้องถูกท าความสะอาดเป็นประจ าทุกวัน 
- ก่อนและหลังปฏิบัติงานจะต้องท าความสะอาดพ้ืนที่ปฏิบัติงานด้วยสารฆ่าเชื้อหรือแอลกอฮอล์ 70% ทุกครั้ง 
- ในกรณีที่เกิดการปนเปื้อนในพ้ืนที่ปฏิบัติงาน จะต้องมีการท าความสะอาดให้ปลอดเชื้อก่อนจึงจะสามารถ
ปฏิบัติงานต่อได้ 
- ล้างอุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆด้วยผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด ล้างออกด้วยน้ าสะอาด จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น
อีกครั้งในขั้นตอนสุดท้าย 
 

เอกสารอ้างอิง 

Milieux et reactifs de laboratoire Pasteur, 1981. Editions Institut Pasteur, 589p.  
Bergey’s Manual of systematic bacteriology, second edition, volume two, part C, 2005. 

Editions Springer, 1388p. 
Mehta, S. and S. C. Nautiyal. 2001. An efficient method for qualitative screening of 

phosphate solubilizing bacteria. Current Microbiol. 43: 51 – 56. 
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ภาคผนวก 
สูตรและส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Actinomycetes (A) 
Glucose   5.0 g 
(NH4)2SO4  1.0 g 
KH2PO4   0.8 g 
K2HPO4   0.2175 g 
Na2HPO4.7H2O  0.334 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  0.1 g 
Agar   15-18 g 
Trace element A 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Actinomycetes (AC) 
Cellulose (CMC)  6.0 g 
(NH4)2SO4  1.0 g 
KH2PO4   0.8 g 
K2HPO4   0.2175 g 
Na2HPO4.7H2O  0.334 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  0.1 g 
Agar   15-18 g 
Trace element A 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacteria (B) 
Beef Extract  3.0 g 
Peptone  5.0 g 
Agar   15-18 g 
H2O   1000 ml 
 

Trace element (A) และ (AC) 
CuSO4.5H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
FeSO4.7H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
MnSO4.7H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
ZnSO4.7H2O  1.0 g / น้ ากลั่น 100 ml 
หมายเหตุ ชั่งสารอาหารอย่างละ 1 g ในน้ า 100 ml. ต่อจากนั้นผสมให้เข้ากันก่อน 
แต่ล่ะตัวอย่างดูดมาอย่างละ 10 ml. ผสมในน้ ากลั่นอีก 60 ml. เม่ือผสมเสร็จแล้วก็จะได้ 
Trace element (A) และ (AC) 100 ml. อัตราส่วนที่ใช้ 1 ml ต่ออาหาร 1 ลิตร 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacteria ที่มี cellulose (BC) 
Cellulose (CMC)  5.0 g 
Peptone  5.0 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  0.5 g 
Agar   15-18 g 
H2O   1000 ml 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Peptone Dextrose Agar (YPD) 
Yeast Extract  10.0 g 
Peptone  20.0 g 
Glucose   20.0 g 
Agar   15-18 g 
H2O   1000 ml 
 

Trace element (M) และ (MC) 
Ferric citrate   1 g 
ZnSO4.7H2O   0.44 g 
MnSO4.4H2O   0.5 g 
CaCl2.2H2O (ละลายน้ าก่อน) 5.5 g 
CoCl2.6H2O   0.1 g 
Thiamine hydrochloride  0.01 g 
H2O    100 ml 
หมายเหตุ น าสารอาหารแต่ละตัวผสมน้ า 100 ml แล้วน าไปเขย่าบนเครื่อง Incubator shaker ให้ละลายเข้า
ด้วยกัน อัตราการใช้ 1 ml ต่ออาหาร 1 ลิตร 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อรา Fungi (M) 
Glucose   6.0 g 
(NH4)2SO4  2.0 g 
KH2PO4   0.6 g 
K2HPO4   0.4 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  1.0 g 
Agar   15-18 g 
Trace element M 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อราที่ย่อยสลาย cellulose (MC) 
Cellulose (CMC)  6.0 g 
(NH4)2SO4  2.0 g 
KH2PO4   0.6 g 
K2HPO4   0.4 g 
MgSO4.7H2O  0.5 g 
Yeast Extract  1.0 g 
Agar   15-18 g 
Trace element MC 1.0 ml 
H2O   1000 ml 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ย่อยสลาย Phosphate (Piko’S) และ (Piko’A) 
Glucose   10.0 g 
Ca3 (PO4)2  5.0 g 
(NH4)2SO4  0.5 g 
NaCl   0.2 g 
MgSO4.7H2O  0.1 g 
KCl   0.2 g 
Yeast Extract  0.5 g 
MnSO4.7H2O  เติมลงไปเล็กน้อย 
FeSO4.7H2O  เติมลงไปเล็กน้อย 
Agar   15-18 g 
H2O   1000 ml 
หมายเหตุ 
(Piko’S) ส าหรับเลี้ยงเชื้อรา ต้องใส่ Streptomycin 1.0 ml ต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ 175 ml 
(Piko’A) ส าหรับเลี้ยงแบคทีเรีย ต้องใส่ Actidion 1.0 ml ต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ 175 ml 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายโปรตีน (Skim Milk : SM) 
Glucose   1 g 
Skim Milk  5 g 
K2HPO4   0.2 g 
MgSO4.7H2O  0.2 g 
FeSO4.H2O  เติมลงไปเล็กน้อย 
Agar   15-18 g 
H2o   1000 ml 
หมายเหตุ ปรับ pH = 7.0 autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เวลาที่ใช้ห้ามเกินนี้เพราะ 
Casin ใน Skim Milk จะสลายท าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถ น าไปเป็นแหล่งพลังงานได้ 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อพวก Lactobacillus sp. (MRS) 
Glucose   20 g 
Meat Extract  10 g 
Peptone  10 g 
Yeast Extract  5 g 
K2HPO4   2 g 
MnSO4.7H2O  0.05 g 
MgSO4.7H2O  0.2 g 
Sodium acetate  5 g 
Ammonium citrate 2 g 
Tween 80  1 g 
Bromol cresol green 0.04 g 
Agar   15-20 g 
H2O   1000 ml 
หมายเหตุ Tween 80 เป็นน้ า ให้น้ ามาเทใส่บีกเกอร์แล้วน าไปชั่งให้ได้ 1 g 
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สูตรอาหาร Emulsion Tributyrin (Tri) 
Yeast Extract  2 g 
Peptone  3 g 
Tributyrin  1% ต่อ ปริมาตรอาหารที่เตรียม 
Agar   18 g 
H2O   1000 ml 
หมายเหตุ Tributyrin (ไขมันโมเลกุลเล็ก) จะแบ่งใส่ใน flask หลังจากเตรียมส่วนอ่ืนๆเสร็จแล้ว 
อาหารสูตรนี้จะใช้ท า Dilution หาเชื้อที่มีคุณสมบัติย่อยไขมันทั่วไปในขั้นต้น โดยจะสังเกต Clear Zone ที่
เกิดขึ้นรอบๆโคโลนีเชื้อ 
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