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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก  การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

 

ก1.  การวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  (Total nitrogen) 

อุปกรณ์ 

        1.  เคร่ืองกลัน่โปรตีน  

        2.  หลอดยอ่ยโปรตีน  ขนาด 250-300 มิลลิลิตร  

        3.  เตายอ่ยโปรตีน 

        4.  บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 

        5.  ขวดรูปชมพูข่นาด 50 มิลลิลิตร 

สารเคมี 

        1.  กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 

        2. สารเร่งปฏิกิริยา : คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) 1 ส่วน ต่อ โปแตสเซียมซลัเฟตแอนไฮดรัส (K2SO4) 9 

ส่วน 

        3.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) เขม้ขน้ร้อยละ 40 (น ้าหนกัโดยปริมาตร) 

        4.  สารละลายกรดเกลือ (HCl) เขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล 

        5.  สารละลายกรดบอริก (H3BO3) เขม้ขน้ร้อยละ 4 (น ้าหนกัโดยปริมาตร) 

        6.  สารละลายมิกซ์อินดิเคเตอร์ : น าเมทิลเรด (methyl red) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ปริมาณ 100 

มิลลิลิตร ผสมกบัโบรโมครีซอลกรีน (bromocresol green) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.2 ในสารละลาย

เอธานอลควมเขม้ขน้ร้อยละ 95 ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 

วธีิการ 

        1.  ปิเปตตวัอยา่ง 1 มิลิลิตร ใส่ในหลอดยอ่ยโปรตีน 

        2.  เติมสารเร่งปฏิกิริยาปริมาณ 5 กรัม และกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 40 มิลลิลิตร 

        3.  น าไปยอ่ยบนเตายอ่ยโปรตีนประมาณ 45 นาที จนไดส้ารละลายสีฟ้าใส 

        4.  ทิ้งไวใ้หเ้ยน็และเติมน ้ากลัน่ปริมาณ 75 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

        5.  จดัอุปกรณ์กลัน่ 

        6.  น าขวดรูปชมพูข่นาด 50 มิลลิลิตร และเติมสารละลายกรดบอริกเขม้ขน้ร้ อยละ 4 (น ้าหนกัโดย

ปริมาตร ) 25 มิลลิลิตร ผสมน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร และเติม มิกซ์ อินดิเคเตอร์ 2-3 หยด แลว้น ามารองรับ
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ของเหลวท่ีกลัน่ไดโ้ดยใหส่้วนปลายของอุปกรณ์ควบแน่นจุ่มอยูใ่นสารละลายกรด ใหค้วามร้อนจน

แอมโมเนีย (NH3) ถูกกลัน่จนหมด 

        7.  น าขวดรูปชมพูอ่อกแลว้ลา้งปลายของอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยน ้ากลัน่ลงในขวด แลว้ไตเตรทสารละลาย

ท่ีกลัน่ไดด้ว้นสารละลายกรดเกลือเขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล จนกระทัง่จุดยติุเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีม่วงปนเทา 

 8. ท า blank ดว้ยวธีิการเช่นเดียวกนัตั้งแต่ขอ้ 2-7 

การค านวณ 

 

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด   =       (v-b) X N X 14.007 

                                                                                                       ปริมาตรของตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

 

โดยท่ี 

          v = ปริมาณสารละลายกรดเกลือท่ีใช ้(มิลลิลิตร) 

          b = ปริมาณสารละลายกรดเกลือท่ีใชก้บั blank (มิลลิลิตร) 

          N = ความเขม้ขน้ของสารละลายเกลือ (นอร์มอล) 

14.0007 = น ้าหนกัสมมูลยข์องไนโตรเจน 
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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะห์ทางจุลนิทรีย์ 

ข1. การวเิคราะห์ปริมาณ Clostridium perfringens โดย Pour Plate Technique (ISO, 2004) 
 

อุปกรณ์ 

        1.  ตูบ้่มเพาะเช้ือ ช่วงใชง้านอุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส 

 2. อ่างควบคุมอุณหภูมิ ช่วงการใชง้านอุณหภูมิ  45 ± 1 องศาเซลเซียส และ 46 ± 0.5 องศาเซลเซียส 

 3. หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ 

 4. เคร่ืองชัง่ 2 และ 3 ต าแหน่ง 

 5. เคร่ืองเขยา่ไฟฟ้า (Vortex mixer) 

 6. Anaerobic jar พร้อม Gas pack 

        7. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ส าหรับวเิคราะห์เช้ือจุลินทรีย์ 
 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Presumptive test 

1.1 Phosphate buffer 

1.2 Egg-york-free TSC agar หรือ Sulfite -cycloserine agar 

1.3 D –cycloserine solution 

2. Confirmation test 

2.1 Fluid thioglycollate medium 

2.2 Lactose sulfite medium (Base medium) 

2.3 Disodium disulfite solution 

2.4 Ammonium iron (III) citrate solution 
 

การเตรียมอุปกรณ์และอาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Tryptose Sulfite –cycloserine medium 

1.1 TSC agar base  

1.1.1 ละลายผง TSC agar ในน ้ากลัน่ตามสัดส่วนท่ีผูผ้ลิตก าหนดแลว้น าไปตม้ใหอ้าหาร

เล้ียงเช้ือละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 
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1.1.2 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

1.1.3 เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 1 ถึง 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาไม่เกิน 2 สัปดาห์ หลงัจากเตรียม 

1.2 D-cycloserine solution 

1.2.1 ละลาย D-cycloserine 4.0 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร แลว้ฆ่าเช้ือโดยการกรอง 

1.2.2 เก็บรักษาท่ี1 ถึง 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาไม่เกิน 4 สัปดาห์ หลงัจากเตรียม 

1.3 Complete medium 

1.3.1 ก่อนท าการใช ้TSC agar เติม D-cycloserine solution ลงใน TSC agar base ท่ีหลอม

ละลายแลว้และมีอุณหภูมิประมาณ 44-47 องศาเซลเซียส ในอตัราส่วน D-cycloserine 

solution 1 มิลลิลิตร ต่อ TSC agar base 100 มิลลิลิตร 

1.4 Fluid thioglycollate medium 

1.4.1 ละลายผง Fluid thioglycollate medium ลงในน ้ากลัน่ตามสัดส่วนท่ีผูผ้ลิตก าหนด แลว้

น าไปตม้ใหอ้าหารเล้ียงเช้ือละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

1.4.2 แบ่งใส่ฝาเกลียวหลอดละ 10 มิลลิลิตร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และตอ้งท าการตม้ไล่อากาศก่อนน าไปใช ้

1.5 Lactose sulfite medium (LS) 

1.5.1 Base medium 

1.5.1.1 ส่วนประกอบ 

 -  Enzymatic digest of casein   5.0 กรัม 

 -  Yeast extract    2.5 กรัม 

 -  Sodium chloride    2.5 กรัม 

 -  Lactose     10.0 กรัม 

 -  L-Cysteine hydrochloride   0.3 กรัม 

1.5.2 ละลายสารประกอบขา้งตน้ในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ใหเ้ขา้กนั แลว้แบ่งใส่หลอด

ทดลองพร้อมหลอดดกัก๊าซ หลอดละ 8 มิลลิลิตร 

1.5.3 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 3 ± 2

องศาเซลเซียส เป็นเวลาไม่เกิน 4 สัปดาห์  
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1.6 Disodium disulfite solution 

1.6.1 ละลาย Disodium disulfite anhydrous 1.2 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร แลว้ฆ่าเช้ือ

โดยการกรอง สารละลายสามารถใชไ้ดไ้ม่เกิน 1 วนั 

1.7 Ammonium iron (III) citrate solution 

1.7.1 ละลาย Ammonium iron (III) citrate solution 1.0 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร แลว้

ฆ่าเช้ือโดยการกรอง สารละลายสามารถใชไ้ดไ้ม่เกิน 1 วนั 

1.8 Complete medium 

เติม Disodium disulfite solution 0.5 มิลลิลิตร และ Ammonium iron (III) citrate solution 0.5 

มิลลิลิตร ลงใน Base medium สารละลายสามารถใชไ้ดไ้ม่เกิน 1 วนั 
 

วธีิการ 

   1. Presumptive test 

  1.1 การเตรียมตวัอยา่ง 

   -   กรณีตวัอยา่งเป็นของเหลว  

    น าตวัอยา่งใส่ลงผสมกนัในขวดท่ีฆ่าเช้ือแลว้ เขยา่อยา่งนอ้ย 50 คร้ัง ดูดตวัอยา่ง 25 

มิลลิลิตร ใส่ลงในถุง Stomacher เติม Maximal-Recovery Diluent 225.0 มิลลิลิตร น าไปตีใหต้วัอยา่ง

กระจายดว้ยเคร่ืองตีตวัอยา่ง เป็นเวลา 1 นาที จะไดค้วามเขม้ขน้ของตวัอยา่ง 0.1 กรัม/มิลลิลิตร 

    เตรียมความเขม้ขน้ต่อไป โดยการดูดสารละลายตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ 0.1 กรัม/มิลลิลิตร 

ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดท่ีมี Maximal-Recovery Diluent 9.0 มิลลิลิตร แลว้ท าการเขยา่ดว้ย 

Vortex ใหต้วัอยา่งกระจายสม ่าเสมอทัว่หลอด จะไดต้วัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ 0.01 กรัม/มิลลิลิตร ท าซ ้ า

ต่อไปจนไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 

  1.2 การเพาะเช้ือเพื่อดูลกัษณะโคโลนี 

    ดูดตวัอยา่งความเขม้ขน้ละ 2.0 มิลลิลิตร ใส่ลงในจานเพาะเช้ือ จานละ 1.0 มิลลิลิตร 

จากนั้นเท TSC agar ท่ีเก็บใน water bath อุณหภูมิ 44-47 องศาเซลเซียส ลงไปประมาณ 10-15 มิลลิลิตร แลว้

ท าการวนจานเพาะเช้ือจนสารละลายตวัอยา่งกระจายทัว่ ทิ้งไวใ้หแ้ขง็ตวัท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้เททบัดว้ย SC 

agar อีก 10 มิลลิลิตร แลว้ทิ้งไวใ้หแ้ขง็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

    เม่ือ TSC agar แขง็ตวัแลว้กลบัจานเพาะเช้ือใส่ลงใน Anaerobic jar ท่ีมีตวัท าใหเ้กิดสภาวะ

ปราศจากออกซิเจน พร้อมทั้งแผน่ทดสอบสภาพปราศจากออกซิเจน แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 20 ± 2 ชัว่โมง จากนั้น เม่ือครบก าหนดเวลา น าออกจากตูบ้่ม สังเกตท่ีแผน่ทดสอบ

จะตอ้งแสดงสภาวะปราศจากออกซิเจน นบัจ านวนโคโลนีท่ีมีสีด าจากจานเพาะเช้ือท่ีมีโคโลนีสีด านอ้ยกวา่ 

150 โคโลนี จดบนัทึกจ านวนโคโลนีท่ีนบัไดใ้นแต่ละความเขม้ขน้ 

  1.3 การเตรียมเช้ือเพื่อทดสอบยนืยนัผล 

    เลือกโคโลนีท่ีมีสีด า 5 โคโลนี หรือต ่ากวา่ในกรณีท่ีมีเช้ือข้ึนต ่ากวา่ 5 โคโลนี ใส่ลงใน 

Fluid thioglycollate medium หลอดละ 1 โคโลนี แลว้น าไปบ่มในสภาวะไม่มีออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18 ถึง 24 ชัว่โมง 

  2. Confirmed test 

   หลงัจากบ่มครบตามเวลาท่ีก าหนดแลว้น ามาใส่ลงใน LS medium 5 หยด โดยใชปิ้เปตปราศจาก

เช้ือและท าอยา่งรวดเร็ว แลว้น าไปบ่มใน water bath อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ถึง 24 ชัว่โมง 

หลงัจากครบก าหนดแลว้พิจารณาผลการทดสอบดงัน้ี 
 

คุณสมบัติ ลกัษณะ C.perfringens 

การสร้างแก๊สจากการยอ่ย Lactose มีแก๊สในหลอด Durham มากกวา่ 

¼ ของหลอด 

+ 

การสร้างตะกอน iron sulfite มีตะกอนสีด า + 
 

  ส าหรับหลอด LS medium ท่ีมีตะกอนสีด าแต่มีแก๊สไม่ถึง ¼ ของหลอด Durham ใหถ่้ายลง LS 

medium หลอดใหม่ 5 หยด โดยใชปิ้เปตปราศจากเช้ือและท าอยา่งรวดเร็วแลว้น าไปบ่มใน water bath 

อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ถึง 24 ชัว่โมง แลว้น าออกมาพิจารณาผลใหม่อีกคร้ัง 
 

การค านวณ 

จ านวนโคโลนี (CFU/มิลลิลิตร) =    p   ×   C   ×   d 

                            n  
 

   p  = จ านวนโคโลนีท่ีทดสอบยนืยนัผลใหผ้ลบวก 

   n  = จ  านวนโคโลนีทั้งหมดท่ีเลือกมาทดสอบยนืยนัผล 

   C  =  ผลรวมของโคโลนีทั้งหมดทุกจานเพาะเช้ือท่ีนบัได้ 

   D =  ระดบัความเจือจางท่ีท าการนบัโคโลนีได ้
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ภาคผนวก ค 

การทดสอบทางประสาทสัมผสั 

ค1. แบบทดสอบทางด้านประสาทสัมผสัของน า้ปลาทีแ่ต่ละสูตรการหมัก 

ผลิตภณัฑ์………………..……......................................................... วนัท่ี…………………………….……. 

ช่ือ……………………………….…................................................................................................................. 

ค  าแนะน า  กรุณาพิจารณาตวัอยา่งท่ีเสนอใหจ้ากซา้ยมือไปขวามือแลว้ท าเคร่ืองหมายถูก () ตวัอยา่งในแต่

ละปัจจยัท่ีใกลเ้คียงกบัความรู้สึกของท่านมากท่ีสุด   

เกณฑ์การให้คะแนน 
ลกัษณะทีต่รวจสอบ เกณฑ์ทีก่ าหนด ระดบัการตดัสินใจ ตวัอย่าง 

1 2 3 

ลกัษณะทัว่ไป ตอ้งใส ปราศจากตะกอน ยกเวน้ผลึก

ซ่ึงเกิดตามธรรมชาติ 

ดีมาก(4)    

ดี (3)    

พอใช ้(2)    

ตอ้งปรับปรุง (1)    

สี ตอ้งมีสีท่ีดีตามธรรมชาติของน ้ าปลา

พ้ืนบา้น 

ดีมาก(4)    

ดี (3)    

พอใช ้(2)    

ตอ้งปรับปรุง (1)    

กล่ินรส ตอ้งมีกล่ินท่ี ดีตามธรรมชาติ ของ

น ้ าปลาพ้ืนบา้น ปราศจากกล่ินอ่ืนท่ีไม่

พึงประสงค ์เช่น กล่ินเน่า กล่ินคาว 

ดีมาก(4)    

ดี (3)    

พอใช ้(2)    

ตอ้งปรับปรุง (1)    

รส ตอ้งมีรสท่ีดีตามธรรมชาติของน ้ าปลา

พ้ืนบา้น 

ดีมาก(4)    

ดี (3)    

พอใช ้(2)    

ตอ้งปรับปรุง (1)    

ข้อเสนอแนะ 

......................................................................................................................................................................... 

.......................................................................................................................................................................... 
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ค2. แบบทดสอบทางด้านประสาทสัมผสัของน า้ปลาทีป่รุงรสด้วยน า้ตาลทรายทีแ่ต่ละความเข้มข้น 

 

ช่ือผูท้ดสอบ ..........................................................................วนัท่ีทดสอบ .......................................... 
 

ค าแนะน า กรุณาชิมตวัอยา่งน ้าปลาพื้นบา้นท่ีจดัใหจ้ากซา้ยไปขวาแลว้ใหค้ะแนนระดบัความพึงพอใจของ

ท่านในแต่ละปัจจยัดงัตารางดา้นล่าง 
 

ระดับความพงึพอใจ 

 1 = ไม่ชอบมาก   2 = ไม่ชอบ        3=เฉยๆ           4 = ชอบ   5 = ชอบมาก 
 

ลกัษณะทาง 
ประสาทสัมผสั 

คะแนน 

สูตรที ่1 สูตรที ่2 สูตรที ่3 สูตรที ่4 สูตรที ่5 

ลกัษณะทัว่ไป      

สี      

กล่ินรส      

ความชอบโดยรวม      

 

ข้อเสนอแนะ

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................. 

 

 

 

 

******************************************** 
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ค3. แบบส ารวจความต้องการของผู้บริโภคต่อการพฒันาบรรจุภัณฑ์ของผลติภัณฑ์น า้ปลาพืน้บ้าน 
 

ช่ือ-สกุล ...............................................................................................วนัท่ี .......................................... 
 

ค าช้ีแจง กรุณาท าเคร่ืองหมายถูก () ลงในช่องท่ีตรงกบัค าตอบและความคิดเห็นของท่านมากท่ีสุด 
 

1. ท่านคิดวา่ชนิดของบรรจุภณัฑท่ี์เหมาะสมส าหรับบรรจุและเก็บรักษาน ้าปลาพื้นบา้นคืออะไร 

  1.1)     แกว้   1.2)      พลาสติก 
 

2. ท่านคิดวา่ปริมาณน ้าปลาท่ีเหมาะสมส าหรับการบรรจุเพื่อจ าหน่ายต่อหน่ึงหน่วยควรมีขนาดเท่าใด  

  2.1)     60 มิลลิลิตร (ขนาดเล็ก)   

2.2)     200 มิลลิลิตร (ขนาดกลาง) 

2.3)     700 มิลลิลิตร (ขนาดใหญ่) 
 

3. ท่านคิดวา่ราคาจ าหน่ายน ้าปลาพื้นบา้นจากวสัดุเศษเหลือในกระบวนการผลิตปลาดุกร้าต่อหน่ึงหน่วยควร

เป็นเท่าใด 

3.1)     5-15  บาท  

3.2)     16-25  บาท 

3.3)     26-35  บาท 
 

4. ท่านคิดวา่สีฉลากผลิตภณัฑท่ี์เหมาะสมกบัผลิตภณัฑน์ ้าปลาพื้นบา้นควรเป็นโทนสีใด 

4.1)     โทนสีแดง 

4.2)      โทนสีเหลือง 

4.3)      โทนสีน ้าเงิน 

 

*********************************************************************************** 

ขอบคุณส าหรับความร่วมมือในการตอบแบบสอบถาม 

วทิยาลยัภูมิปัญญาชุมชน มหาวทิยาลยัทกัษิณ 
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ค4. แบบทดสอบความพงึพอใจของผู้บริโภคทีม่ีต่อฉลากผลติภัณฑ์น า้ปลาพืน้บ้าน 

 

ช่ือผูท้ดสอบ ..........................................................................วนัท่ีทดสอบ .......................................... 
 

ค าแนะน า กรุณาพิจารณาฉลากผลิตภณัฑน์ ้าปลาพื้นบา้นแต่ละรูปแบบ แลว้ใหค้ะแนนระดบัความพึงพอใจ

ของท่านในแต่ละปัจจยัดงัตารางดา้นล่าง 
 

ระดับความพงึพอใจ 

 1 = ปรับปรุง   2 = นอ้ย        3=ปานกลาง           4 = ดี   5 = ดีมาก 

 

ปัจจัยพจิารณา 
คะแนน 

ฉลากที ่1 ฉลากที ่2 ฉลากที ่3 
1. รูปทรงสวยงาม    

2. ความเหมาะสมของขนาดและสัดส่วน    

3. ความเหมาะสมของสี ตวัอกัษร และ

รูปภาพ 

   

4. ความสะดุดตา    

5. ความเป็นเอกลกัษณ์    

 

ข้อเสนอแนะ

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................ 

 
 


