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  การเก็บเกี่ยวกระดูกปลาซึ่งเป็นวัสดุที่เหลือจากกระบวนการแปรรูปปลาเพ่ือเป็นแหล่งของแคลเซียม
ธรรมชาติเพ่ือเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการและส่งเสริมสมบัติเชิงหน้าที่ในผลิตภัณฑ์อาหารเป็นหนึ่งในแนวทางการ
จัดการของเสียจากอุตสาหกรรมเพ่ือสร้างมูลค่าเพ่ิมและเป็นการใช้ประโยชน์ทรัพยากรสัตว์น ้าอย่างคุ้มค่า 
ดังนั นการแปรรูปกระดูกปลาให้มีศักยภาพในการเป็นสารเจือปนอาหารที่ก่อให้เกิดสมบัติเชิงหน้าที่อันพึง
ประสงค์ต่อผลิตภัณฑ์โปรตีนเจลจากปลาจึงควรได้รับการศึกษา 
  กระดูกปลาเกล็ดเงินและปลานิลที่ถูกเตรียมให้อยู่ในรูปผงสามารถเป็นแหล่งของแร่ธาตุธรรมชาติ
โดยเฉพาะแคลเซียมได้ดีหากมีการก้าจัดอินทรีย์สารออกอย่างเหมาะสมซึ่งท้าได้โดยการแช่กระดูกปลาใน
สารละลายด่างร้อน วิธีดังกล่าวช่วยก้าจัดไขมันและโปรตีนออกจากกระดูกได้อย่างมีประสิทธิภาพส่งผลให้
ปริมาณเถ้าเพ่ิมขึ นท้าให้ผงกระดูกที่ได้มีศักยภาพเป็นแหล่งของแร่ธาตุได้เป็นอย่างดี สารละลายด่างยังช่วยกัด
กร่อนพื นผิวของผงกระดูกให้มีความพรุนและเพ่ิมพื นที่ผิวสัมผัสให้มากขึ นได้จึงน่าจะท้าให้เกิดการปลดปล่อย
แคลเซียมละลายได้ออกมาเพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์เชิงโภชนาการและส่งเสริมสมบัติเชิงหน้าที่ของโปรตีนได้ 
การแช่กระดูกปลาในสารละลายด่างยังท้าให้ได้ผงกระดูกที่มีสีเหลืองอมน ้าตาลเพ่ิมขึ นท้าให้มีศักยภาพในการ
เป็นสารเจือปนอาหารเพ่ือเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการและส่งเสริมสมบัติเชิงหน้าที่อันพึงประสงค์ในผลิตภัณฑ์
โปรตีนที่มีสีสัน เช่น ไส้กรอกอิมัลชันจากปลา   
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  ปริมาณแคลเซียมทั งหมดในผงกระดูกมีค่าค่อนข้างสูงถึงร้อยละ 32 แต่แคลเซียมเหล่านั นอยู่ในรูปของ
แคลเซียมที่ไม่ละลายเสียเป็นส่วนใหญ่ เนื่องจากพบแคลเซียมละลายได้เพียงร้อยละ 0.5-0.6 โดยผงกระดูกจาก
ปลาเกล็ดเงินจะมีความสามารถในการละลายมากกว่าปลานิลจึงอาจน้าไปใช้ประโยชน์ได้โดยตรง ในขณะที่ ผง
กระดูกปลานิลอาจต้องผ่านกระบวนการสกัดด้วยกรดอะซิติกเสียก่อนโดยสภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัดอยู่ที่
ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ด้วยเวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งท้าให้ได้สารละลายที่มีแคลเซียมละลายได้เพ่ิมขึ นถึง 13 เท่า 
จากการสกัดด้วยน ้า 
  แคลเซียมละลายได้จากกระดูกปลาเกล็ดเงินที่สกัดด้วยน ้าแม้มีปริมาณไม่มากนักแต่ก็ยังมีฤทธิ์ในการ
กระตุ้นการท้างานของเอนไซม์เร่งการเชื่อมข้ามของโปรตีน (ทรานสกลูทามิเนส) โดยการท้างานของเอนไซม์
ดังกล่าวส่งผลให้เกิดการเชื่อมข้ามโปรตีนน้ามาซึ่งการปรับปรุงเนื อสัมผัสของผลิตภัณฑ์อิมัลชันเจลจากโปรตีน
ปลาได้  การเสริมผงกระดูกปลาในไส้กรอกอิมัลชันจากปลาที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 จึงได้รับการประเมินความ
เป็นไปได้โดยพิจารณาจากผลกระทบต่อปัจจัยคุณภาพ คุณค่าทางโภชนาการ และการยอมรับของผู้บริโภค ผล
จากการศึกษาดังกล่าวชี ให้เห็นว่าการเสริมผงกระดูกปลาในไส้กรอกไม่ส่งผลกระทบต่อองค์ประกอบหลักทาง
เคมีแต่อย่างใด นอกจากนั นยังท้าให้แคลเซียมทั งหมดเพ่ิมขึ นถึง 15 เท่า ส่งผลให้ไส้กรอกอิมัลชันที่ได้จัดเป็น
ผลิตภัณฑ์แคลเซียมสูงเนื่องจากมีปริมาณแคลเซียมต่อหนึ่งหน่วยบริโภคมากกว่าร้อยละ 20 ของปริมาณที่
แนะน้าให้บริโภคต่อวัน นอกจากนั นเนื อสัมผัสของไส้กรอกก็ได้รับการส่งเสริมให้ดีขึ นโดยเฉพาะความแข็งและ
ความเป็นกัม ผลดังกล่าวเชื่อว่าน่าจะเกิดจากการเชื่อมข้ามโปรตีนกล้ามเนื อที่เร่งโดยเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนส
ที่ได้รับการกระตุ้นด้วยแคลเซียมละลายได้ที่จากผงกระดูกปลาเกล็ดเงิน ผลิตภัณฑ์ไส้กรอกปลาเสริมผงกระดูก
ปลาได้รับการยอมรับในภาพรวมเพ่ิมมากขึ นเมื่อประเมินโดยผู้บริโภคเนื่องจากได้รับการยอมรับด้านเนื อสัมผัส 
สีและรสชาติเพ่ิมขึ น  
  ผลจากการศึกษาวิจัยครั งนี เป็นข้อมูลเบื องต้นที่สะท้อนให้เห็นถึงศักยภาพทางการตลาดของผลิตภัณฑ์
ไส้กรอกปลาแคลเซียมสูงที่ผลิตโดยการน้าวัสดุเหลือใช้จากกระบวนการแปรรูปปลามาสร้างมูลค่าเพ่ิมอันจะ
ก่อให้เกิดแนวทางในการสร้างอุตสาหกรรมต่อเนื่องจากอุตสาหกรรมแปรรูปปลาซึ่งเป็นกลยุทธ์ในการจัดการ
ของเสียจากอุตสาหกรรมอย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทคัดย่อ 
 กระดูกปลาเกล็ดเงินและปลานิลได้ถูกน้ามาก้าจัดสารอินทรีย์ด้วยการให้ความร้อนในน ้าและสารละลาย
ด่างเป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อนให้ความร้อนสูงภายใต้หม้อนึ่งความดัน  (121 องศาเซลเซียส, 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ ว) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง อบแห้งด้วยตู้อบลมร้อน บดเป็นผงและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 38 ไมโครเมตร 
ผลวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีพบว่าการใช้สารละลายด่างช่วยก้าจัดไขมันและโปรตีนได้มากกว่าส่งผลให้เถ้า
ในผงกระดูกจากปลาเกล็ดเงินหรือปลานิลมีค่าสูงขึ น การสั่นของโมเลกุลภายใต้รังสีอินฟราเรดพบว่าไม่แตกต่าง
กันส้าหรับปลาเกล็ดเงิน แต่ผงกระดูกปลานิลพบการดัดแปรหมู่เชิงหน้าที่ของสารอินทรีย์เมื่อเตรียมด้วย
สารละลายด่าง นอกจากนั นผงกระดูกปลาประกอบด้วยไฮดรอกซีแอพพาไทท์ พื นผิวของผงกระดูกปลาที่ได้
จากภาพถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่งกราดท้าให้เห็นว่าการใช้สารละลายด่างส่งผลให้พื นผิวมีลักษณะผุ
กร่อนในขณะที่การใช้น ้าจะท้าให้ได้พื นผิวที่มีความหนาแน่นและแข็งแรง สีของผงกระดูกที่ได้จากการวัดด้วย
เครื่องวัดสีพบว่าการใช้สารละลายด่างท้าให้ความสว่างลดลงและค่าความเป็นสีแดงและเหลืองเพ่ิมขึ นเมื่อเทียบ
กับการใช้น ้า แคลเซียมทั งหมดในผงกระดูกปลาทั งสองชนิดมีค่าร้อยละ 32 แต่แคลเซียมละลายได้มีค่าเพียง
ร้อยละ 0.52-0.6 เมื่อสกัดผงกระดูกต่อน ้าด้วยสัดส่วน 1:4 แคลเซียมละลายได้จากผงกระดูกปลาเกล็ดเงินมีค่า
มากกว่าปลานิลชี ให้เห็นว่าสามารถถูกน้าไปใช้ประโยชน์ได้โดยตรง  
 การสกัดแคลเซียมจากผงกระดูกปลานิลด้วยกรด 5 ชนิด (กรดก้ามะถัน กรดเกลือ กรดไนตริค กรดอะซิ
ติคและกรดซิตริค) จึงได้รับการศึกษา และพบว่าความสามารถในการสกัดแคละเซียมของกรดน ้าส้มสายชูมี
ความเหมาะสมต่อการสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลาเพ่ือใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหาร ความเข้มข้นและ
เวลาที่เหมาะสมต่อการสกัดคือ 0.25 โมลาร์และ 48 ชั่วโมง เมื่อสกัดแคลเซียมที่สภาวะดังกล่าวด้วยสัดส่วน 
1:20 พบว่ามคีวามเข้มข้นแคลเซียมเป็น 2,372 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งมากกว่าการใช้น ้าสกัดถึง 13 เท่า  
 แคลเซียมละลายได้จากผงกระดูกปลาเกล็ดเงินที่สกัดด้วยน ้าสามารถกระตุ้นการท้างานของทรานสกลู
ทาเนสได้ถึงแม้ว่าจะให้กิจกรรมที่น้อยกว่าการใช้แคลเซียมคลอไรด์ การเชื่อมข้ามของโปรตีนที่ถูกเร่งด้วย 
ทรานสกลูทามิเนสในสภาวะที่มีแคลเซียมละลายได้ได้ถูกพิสูจน์โดยแบบแผนของโปรตีนที่ได้จากการแยก
ภายใต้สนามไฟฟ้าด้วยเทคนิคอิเลคโทโฟลิซีส ผงกระดูกปลาเกล็ดเงินได้ถูกเสริมในไส้กรอกปลาที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 1 (น ้าหนักต่อน ้าหนัก) ผลจากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีพบว่าการเติมผงกระดูกไม่กระทบต่อ
ปริมาณความชื น ไขมันและโปรตีนแต่ปริมาณเถ้าเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ส่งผลให้ปริมาณแคลเซียม
ทั งหมดในไส้กรอกเพ่ิมขึ น 15 เท่า เมื่อเทียบกับสูตรควบคุม สีของไส้กรอกไม่มีความแตกต่างกันเมื่อพิจารณา
เฉพาะค่าความสว่างแต่ค่าความเป็นสีเหลืองและค่าความเป็นสีแดงเพ่ิมขึ นอย่างเห็นได้ชัด ผลจากการวิเคราะห์
แบบแผนเนื อสัมผัสพบว่าค่าความแข็งและความเป็นกัมมีค่าเพ่ิมมากขึ นในตัวอย่างที่เสริมผงกระดูก ผลจากการ
ประเมินความชอบของผู้บริโภคพบว่าการเสริมผงกระดูกได้รับคะแนนความชอบด้านสี เนื อสัมผัส รสชาติ และ
ความชอบโดยรวมเพ่ิมขึ น  
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Abstract 
 Silver carp and tilapia bone samples were soaked in either hot water or hot alkaline 
(NaOH, 0.8%) for 1 h and were softened in an autoclave (121 C/15 lb.cm2) for 1 h. The 
obtained bones were dried in an oven dryer at 100 C for 12 h, ground into powder, sieved 
through the sieving mesh to collect only particle smaller than 38 m. The proximate analysis 
revealed that alkaline treatment eliminated effectively the organic matters (fat and protein), 
resulting in the higher ash content. The vibrational spectroscopy showed similar signal 
between tilapia bones, while the modification of organic compounds by alkaline was found 
in silver carp bones. This technique also indicated that the bone powder comprised of 
hydroxyapatite.  The microstructure showed the corrosive surface in sample treated with 
alkaline but the compact structure was observed in sample treated with water. Color 
measurement showed that the lightness of bone powders decreased when it is treated with 
alkaline, while the redness and yellowness were increased.  
 Total calcium in bone powder treated with alkaline was found at 32 %, regardless fish 
species. The soluble calcium was observed at only 176 and 189 mg/L for tilapia and silver 
carp, when those powders were extracted by water (powder:water at 1:4). Due to higher 
calcium solubility, silver carp bone powder may be applied directly in food system. Calcium 
extraction from tilapia bone powder with 5 types of acid solution (sulfuric acid, hydrochloric 
acid, nitric acid, acetic acid, and citric acid) was investigated. An acetic acid was considered to 
be the suitable acid for calcium extraction for food applications.   The suitable concentration 
and extraction time were optimized to be 0.25 M and 48 h. When tilapia bone was extracted 
(powder:acid at 1:20), the calcium content was observed at 2,372 mg/L. This soluble calcium 
extracted by acetic acid was higher than that extracted with water for 13 fold.  
 The water soluble calcium from silver carp bone activated TGase. Cross-linking of 
myofibrillar protein catalyzed by TGase in the presence of soluble calcium was evidenced by 
the changes of protein patterns, assessed by SDS-PAGE. Silver carp bone powder was 
incorporated into fish sausage at 1% (w/w) prior being compared its qualities to the control. 
The addition of fish bone powder did not affect the moisture, fat, and protein contents. The 
ash content increased significantly and total calcium increased for 15 fold when comparing 
to the control. The color value was not changed when only lightness was considered. The 
yellowness and redness values were increased significantly. Texture profile analysis showed 
that the hardness and gumminess values of sample were improved by fish bone powder. 
The product acceptability, evaluated by consumer test, showed that incorporation of fish 
bone powder could increase the overall acceptance. This was due to an increase in the 
preference regarding the color, texture and taste of the sample.  
 
Key words: silver carp, tilapia, fish bone powder, transglutaminase, fish sausage  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 
1.1 หลักกำรและเหตุผล  

อุตสาหกรรมประมง (Fishery industry) เป็นอุตสาหกรรมที่เน้นการใช้ประโยชน์จากปลาเพ่ือเป็นอาหร
ผ่านกระบวนการแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น ปลาแห้ง ปลาหมัก (น้้าปลาและปลาส้ม) ปลาเค็ม เนื้อปลา
แดดเดียว เนื้อปลารมควัน เนื้อปลาแช่เยือกแข็ง เนื้อปลาบดแช่เยือกแข็ง (Surimi) เป็นต้น  จากการประมาณ
การพบว่าปริมาณปลาที่จับจากแหล่งน้้าตามธรรมชาติและปลาที่เลี้ยงเพ่ือการค้าที่ได้น้าเข้าสู่กระบวนการใช้
ประโยชน์ทั่วโลกประมาณ 148 ล้านตันในปี ค.ศ. 2010 การใช้ประโยชน์ดังกล่าวก่อให้เกิดของเสียประมาณ 
20 ล้านตัน (FAOSTAT, 2012) ของเสียดังกล่าวอาจเป็นสาเหตุในการสร้างผลกระทบให้กับสิ่งแวดล้อมและ
กลายเป็นมลภาวะได้หากไม่ได้รับการจัดการอย่างเหมาะสมซึ่งก้าลังเป็นปัญหาหลักส้าหรับเมืองใหญ่ที่เป็น
แหล่งอุตสาหกรรมแปรรูปสัตว์น้้า (Ozawa and Suzuki, 2002)  มีรายงานว่า  กระบวนการแปรรูปปลา
ก่อให้เกิดของเสียในรูปของแข็ง (Solid waste) คิดเป็นร้อยละ 30-40 ของปริมาณการผลิต (Kongsri et al., 
2013) ของเสียดังกล่าวมีองค์ประกอบหลักเป็นกระดูกและมีปริมาณร้อยละ 10-15 ของน้้าหนักปลา (Yin and 
Park, 2014)  

กระดูกปลา (Fish bone) ประกอบด้วยสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ร้อยละ 30 และ 70 ตามล้าดับ    
สารประกอบอนินทรีย์ส่วนใหญ่อยู่ในรูปไฮดรอกซี่แอพพาไทท์ (Hydroxyapatite) [Ca10(PO4)6(OH)2] นอกจาก
จะพบในกระดูกแล้วแอพพาไทท์ยังพบในเนื้อเยื่อที่มีความแข็งแรงสูง เช่น เปลือกหอย ปะการัง แร่ และ 
เกล็ดปลา เป็นต้น สารดังกล่าวถูกสังเคราะห์มาจาก [Ca(OH)2] และ [H3PO4)] หรือ [Ca(H2PO4)2.H2O] และ 
[Ca(OH)2]  

การจัดการและการใช้ประโยชน์จากวัสดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรมแปรรูปปลายังเป็นไปอย่างไม่เต็ม
ประสิทธิภาพมากนัก โดยปัจจุบันจะนิยมขายของเสียเหล่านี้ในรูปของกระดูกป่นเพ่ือน้าไปเป็นส่วนผสมในสูตร
อาหารสัตว์ ไม่ว่าจะเป็นอาหารส้าหรับเลี้ยงปลา สัตว์เศรษฐกิจ (สุกร ไก่) หรือแม้กระทั่งสัตว์เลี้ยง (สุนัขและ
แมว) เป็นต้น (Malde et al., 2010) นอกจากนั้นยังมีความพยายามในการน้าเอากระดูกปลามาผลิตเป็นตัวดูด
ซับธรรมชาติ (Natural adsorbent) โดยการสกัดเอาไฮดรอกซีแอพพาไทท์มาเป็นสารดูดซับโลหะหนัก เช่น 
การดูดซับสังกะสี (Zn2+) จากน้้าทิ้ง (Lim et al., 2012) การดูดซับทองแดง (Cu2+) และการดูดซับซีรีเนียม 
(Se) (Kongsri et al., 2013)  

นอกจากการใช้ประโยชน์จากกระดูกปลาเพ่ือเป็นอาหารสัตว์และเพ่ือเป็นตัวดูดซับแล้ว กระดูกปลายังมี
ศักยภาพในการเป็นแหล่งแร่ธาตุธรรมชาติที่เป็นประโยชน์ต่อพัฒนาการของกระดูกและฟัน โดยเฉพาะ
แคลเซียมและฟอสฟอรัส งานวิจัยที่เกี่ยวเนื่องกับการใช้ประโยชน์จากกระดูกปลาเพ่ือเป็นผลิตภัณฑ์เสริม
อาหารได้มีการศึกษาอยู่บ้างแต่ไม่กว้างขวางนัก โดยได้มีนักวิจัยศึกษาความเป็นไปได้ในการผลิตผงกระดูกปลา
นิลให้มีคุณภาพและศักยภาพเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารประเภทแร่ธาตุ (Techochatchawal, Therdthai, 
and Khotavivattana, 2009) นอกจากนั้นสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของกระดูกปลา Hoki และปลา
หมอทะเล (Seaperch) เพ่ือเป็นผลิตภัณฑ์เสริมแร่ธาตุแคลเซียมก็ได้รับการศึกษา (Phiraphinyo et al., 
2006) แต่กระบวนการผลิตผงกระดูกปลาเพ่ือเป็นแหล่งของแคลเซียมโดยตรงอาจมีข้อจ้ากัดหลายประการ 
เช่น การส้าแดงฤทธิ์ทางชีวภาพ และผลข้างเคียง ตลอดจนการยอมรับของผู้บริโภค ดังนั้นการผลิตผลิตภัณฑ์
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เสริมแร่ธาตุจากผงกระดูกปลาจึงยังไม่ได้รับการส่งเสริมให้เกิดข้ึนในระดับอุตสาหกรรม  
อย่างไรก็ตาม แนวทางในการใช้ประโยชน์แคลเซียมธรรมชาติจากกระดูกปลาเพ่ือผลดีต่อสุขภาพก็ยัง

ไม่ได้หยุดนิ่งเสียทีเดียว โดยมีนักวิจัยได้พยายามผลิตกระดูกปลาให้มีอนุภาคระดับนาโนเมตร (Nano scale 
fish bone) แล้วน้าไปเป็นส่วนผสมในการผลิตโปรตีนเจลจากเนื้อปลาบดแช่เยือกแข็งซึ่งพบว่าก่อให้เกิดการ
ปรับปรุงเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ได้เป็นอย่างดี ทั้งนี้ค่าความแข็งแรงและความยืดหยุ่นของโปรตีนเจลมีค่า
เพ่ิมขึ้นเมื่อมีการเติมกระดูกผงที่มีอนุภาคระดับนาโนเมตร (Tao and Park, 2014) การปรับปรุงเนื้อสัมผัส
ดังกล่าวเกิดขึ้นได้เนื่องจากแคลเซียมในผงกระดูกมีฤทธิ์ในการกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยา
เชื่อมข้ามของโปรตีนซึ่งมีอยู่ในกล้ามเนื้อปลาอยู่แล้ว เอนไซม์ชนิดนั้นคือ ทรานสกลูทามิเนส 

ทรานสกลูทามิเนส (Transglutaminase) เป็นเอนไซม์ที่จัดอยู่ในระบบคือ Protein-glutamine -
glutamyltransferase, E.C. 2.3.2.13 เป็นเอนไซม์ที่ท้าหน้าที่ในการเร่งการย้ายหมู่เอซิล (Acyl transfer) 
ของหมู่เอไมด์ของกลูตามีนที่อยู่บนโครงสร้างของเปปไทด์หรือโปรตีน (Glutamyl peptide/protein) ไปยัง
หมู่ เอมีน เชิ งเดี่ ยว (Primary amine) หรือเปปไทด์หรือ โปรตีนที่ มี ไลซีน เป็ นองค์ประกอบ (Lysyl 
peptide/protein) กระบวนการดังกล่าวก่อให้เกิดการเชื่อมข้ามของสายโปรตีนด้วยพันธะโคเวเลนท์ 
(Covalent bonds) ก่อให้เกิดการเกาะตัวกันของโปรตีนท้าให้มีขนาดใหญ่ขึ้น เอนไซม์ชนิดนี้พบในสิ่งมีชีวิต
หลากหลายชนิดและท้าหน้าที่หลายอย่างในระบบสรีรวิทยา มีรายงานว่าเอนไซม์ชนิดนี้อาจก่อให้เกิดผลเสียต่อ
สุขภาพได้โดยเป็นหนึ่งในสาเหตุของโรคภูมิแพ้โปรตีนข้าวสาลี (Celiac disease) โดยจะไปเร่งให้เกิดการดัด
แปร (Modify) โปรตีนในข้าวสาลีซึ่งมีกลูตามีนเป็นองค์ประกอบค่อนข้างมากท้าให้ได้อนุพันธ์โปรตีนที่มีสมบัติ
ในการก่อให้เกิดความระคายเคืองต่อระบบทางเดินอาหาร ในทางตรงกันข้ามทรานสกลูทามิเนสในระบบเลือด
ซึ่งมีชื่อเรียกว่า Factor XIII ได้ถูกรายงานว่ามีบทบาทในการช่วยสมานแผลและเร่งให้เลือดหยุดไหลได้เร็วขึ้น
เมื่อบาดแผลได้รับการฉีกขาดโดยเอนไซม์ดังกล่าวจะท้าหน้าที่เร่งการเชื่อมข้ามโปรตีนท้าให้เกิดเป็นโปรตีน
เชิงซ้อนที่มีโมเลกุลใหญ่จนท้าให้เลือดหยุดไหลได้ในที่สุด โดยการท้างานดังกล่าวเกิดขึ้นร่วมกับวิตามินเค 
ทรานสกลูทามิเนสสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตแทบทุกชนิดตั้งแต่จุลินทรีย์ พืช สัตว์น้้า สัตว์เลี้ย งลูกด้วยนม 
ขนาดและคุณสมบัติทางเอนไซม์จะแตกต่างกันไปตามแหล่งที่มา การศึกษาเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสในแต่ละ
แหล่งจึงมุ่งเน้นการส่งเสริมและการควบคุมกิจกรรมเพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์ในวงการต่างๆ รวมถึงวงการ
อุตสาหกรรมแปรรูปปลา 

บทบาทของทรานสกลูทามิเนสในอุตสาหกรรมแปรรูปปลาได้มีการศึกษากันพอสมควร มีรายงานการ
ปรับปรุงเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์โปรตีนเจลจากเนื้อปลาที่ได้จากอุตสาหกรรมเนื้อปลาบดซึ่งเป็นวัตถุดิบหลัก
ในการผลิตผลิตภัณฑ์อาหารพ้ืนเมืองของชาวญี่ปุ่น เช่น คามาโบโกะ (Kamaboko) ชิกุวะ (Chikuwa) ปูอัด 
(Crab stick) หรือเนื้อปูเทียม (Immitation crab) ลูกชิ้น (Fish ball) เป็นต้น ปัจจุบันได้มีการศึกษาการ
ท้างานของเอนไซม์ทรานกลูทามิเนสจากเนื้อปลาเศรษฐกิจชนิดต่างๆ ค่อนข้างมากและยิ่งกว่านั้นยังได้มีการ
ค้นพบทรานสกลูทามิเนสจากแหล่งใหม่คือจากแบคทีเรีย Streptoverticilium sp. ท้าให้มีศักยภาพในการ
ผลิตค่อนข้างสูง การค้นพบดังกล่าวน้ามาสู่การผลิตเอนไซม์เชิงการค้าภายใต้สิทธิบัติ/เครื่องหมายการค้าของ
บริษัท อายิโน๊ะโมโต๊ะ จ้ากัด (Ajinomoto Co., Ltd.) การท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสจากจุลินทรีย์
เอ้ืออ้านวยต่อการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมเป็นอย่างมากเนื่องจากเป็นเอนไซม์ที่ท้างานได้โดยไม่ต้องอาศัย
แร่ธาตุหรือไอออนเป็นตัวกระตุ้น ซึ่งผิดกับเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสจากกล้ามเนื้อปลาที่ต้องการแคลเซียมใน
การกระตุ้นการท้างาน ซึ่งระดับความต้องการของแคลเซียมข้ึนอยู่กับชนิดของปลาและแหล่งที่อยู่ของปลา การ
กระตุ้นการท้างานของทรานกลูทามิเนสได้โดยใช้วัตถุดิบจากธรรมชาติโดยเฉพาะแคลเซียมจากกระดูกปลาจึง
เป็นหัวข้อวิจัยที่น่าสนใจ โดยรายงานวิจัยลักษณะดังกล่าวยังไม่ได้มีการศึกษาอย่างกว้างขวางนัก และ
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ผลิตภัณฑ์ที่ศึกษายังจ้ากัดอยู่เฉพาะระบบโปรตีนเจล หากแต่ระบบอาหารที่เป็นเจลจากอิมัลชัน (Emulsion 
gel) ยังไม่ได้รับการรายงานโดยเฉพาะในผลิตภัณฑ์ไส้กรอกอิมัลชันจากปลา  

 ไส้กรอกอิมัลชันจากปลา (Fish emulsion sausage) เป็นผลิตภัณฑ์ประเภทเจลของอิมัลชันที่เกิด
ระหว่างเนื้อปลาและไขมันที่ผ่านการอัดไส้ ให้ความร้อนเพ่ือท้าให้สุก (Cook) พร้อมกับการเปลี่ยนให้ของผสม
อิมัลชันกลายเป็นเจล ผลิตภัณฑ์ดังกล่าวมีจุดเริ่มต้นจากประเทศในแถบยุโรปโดยใช้เนื้อสัตว์บกเป็นหลักและที่
เป็นที่รู้จักได้แก่ ไส้กรอกแฟรงเฟิร์ท (Frankfurter) ไส้กรอกเวียนนา (Vienna sausage) เป็นต้น ปัจจุบันไส้
กรอกปลาเริ่มได้รับความนิยมมากข้ึนเนื่องจากโปรตีนปลาเป็นโปรตีนที่มีคุณภาพเพราะโครงร่างเอ้ืออ้านวยต่อ
การถูกย่อยมากกว่าโปรตีนจากสัตว์ใหญ่ดังนั้นไส้กรอกปลาจึงจัดเป็นหนึ่งในผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพ (Healthy 
food) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อกระบวนการผลิตได้มีลดปริมาณน้้ามันลงจากสูตรปกติที่ใช้ในการผลิตไส้กรอก
จากเนื้อสัตว์ทั่วไป ผลิตภัณฑ์ดังกล่าวจึงเหมาะอย่างยิ่งส้าหรับผู้บริโภคที่มีความไวต่อโรคความดันและโรค
ไขมันอุดตันในเส้นเลือดและโรคหัวใจ 

เทคโนโลยีที่ส้าคัญในการผลิตไส้กรอกอิมัลชันได้แก่กระบวนการสร้างระบบอิมัลชันระหว่างโปรตีนใน
เนื้อสัตว์กับไขมันโดยโปรตีนต้องมีคุณภาพดีจะท้าให้พร้อมต่อการเกิดสมบัติเชิงหน้าที่ที่ดีโดยเฉพาะการห่อหุ้ม
เม็ดไขมันระหว่างการเกิดอิมัลชันหรือแม้กระทั่งการเกิดเจลระหว่างการให้ความร้อน ระหว่างการผลิตจะต้องมี
การเติมเกลือลงไปเพ่ือให้เกลือไปละลายโปรตีนเส้นใย (Myofibrillar proteins) เมื่อโปรตีนดังกล่าวอยู่ใน
สภาพละลายแล้วก็พร้อมที่จะห่อหุ้มเม็ดน้้ามันไว้ท้าให้เกิดการกระจายตัวของเม็ดน้้ามันเล็กๆ อย่างทั่วถึงเกิด
เป็นระบบอิมัลชันแบบน้้ามันในน้้า (Oil in water emulsion) เมื่อได้รับความร้อนโปรตีนในอิมัลชันจะเกิดการ
เสียสภาพและเกิดสมบัติเชิงหน้าที่อีกชนิดหนึ่ง คือการเกิดเจล โดยโปรตีนที่ห่อหุ้มเม็ดไขมันอยู่จะเกิดการจับ
ตัวกันเป็นเจลที่ห่อหุ้มเม็ดไขมันไว้ท้าให้ได้ไส้กรอกเนื้อเนียน  

ปัจจัยที่มีผลกระทบต่อคุณภาพของไส้กรอกอิมัลชันมีหลายอย่าง เช่น อุณหภูมิระหว่างการผลิตซึ่งควร
จะต่้ากว่า 15 องศาเซลเซียสเพราะถ้าอุณหภูมิสูงจะท้าให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพ ค่า pH ที่เหมาะสมโดยต้อง
ไม่เป็นกรดมากเกินไปเพราะจะท้าให้โปรตีนเสียสภาพ นอกจากนั้นปริมาณเกลือก็มีส่วนโดยต้องมีปริมาณที่
เพียงพอต่อการละลายโปรตีนเส้นใย โดยส่วนมากไส้กรอกประเภทนี้จะมีเกลือประมาณร้อยละ 2-3 อย่างไรก็
ตามการมีเกลือสูงก็อาจท้าให้ผลิตภัณฑ์มีข้อจ้ากัดส้าหรับผู้บริโภคที่มีโรคความดันโลหิตสูง และโรคไต ดังนั้น
การลดเกลือจึงเป็นแนวทางในการส่งเสริมให้ผลิตภัณฑ์ไส้กรอกปลาเป็นไส้กรอกปลาเพ่ือสุขภาพอย่างแท้จริง 
แต่การลดเกลือในสูตรไส้กรอกอาจส่งผลกระทบต่อคุณภาพเพราะจะท้าให้ความสามารถในการละลายของ
โปรตีนลดลง อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าการผลิตไส้กรอกสูตรลดปริมาณเกลือมีความเป็นไปได้หากมีการเติม
สารเติมแต่งอาหารที่ช่วยในการเกิดเจลหนึ่งในสารเติมแต่งเหล่านั้นได้แก่ เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสเชิงการค้า 
เป็นที่ทราบกันดีว่าในเนื้อปลามีเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสอยู่ ดังนั้นการกระตุ้นให้เอนไซม์ท้างานได้อย่างเต็ม
ประสิทธิภาพก็อาจจะเป็นทางเลือกหนึ่งในการปรับปรุงกระบวนการผลิตโดยไม่ต้องพ่ึงเอนไซม์ทางการค้า  

ปลาเกล็ดเงิน (Silver carp) มีชื่อสามัญที่ เรียกอีกอย่างหนึ่ งคือปลาลิ่นหรือ ปลาเล่ง โดยมีชื่อ
วิทยาศาสตร์คือ Hypophthalmichtys molitrix (Cuv.&Val) จัดอยู่ในกลุ่มของปลาจีนซึ่งมีทั้งหมด 3 ชนิด 
ได้แก่ ปลาลิ่น ปลาซ่ง (Bighead carp) และปลากินหญ้า (Grass carp) ปลาเกล็ดเงินเป็นปลาที่กินพืชเป็น
อาหารโดยเฉพาะแพลงตอนท์ รูปพรรณสัญฐานของปลาเกล็ดเงินแสดงได้ดังรูปที่ 1 โดยส่วนหัวมีขนาดปาน
กลาง ปากเชิดขึ้นเล็กน้อยอยู่ปลายสุดของหัว ขากรรไกรล่างเฉียงขึ้นมาเล็กน้อย ตาค่อนข้างเล็กและอยู่ใต้
ระดับกึ่งกลางล้าตัว ส่วนหนังของเหงือกไม่เชื่อมสนิทกับแก้มส่วนล่าง มีอวัยวะ Super branchial อยู่ ซี่กรอง
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เหงือกติดต่อกันเหมือนตะแกรงที่มีลักษระคล้ายฟองน้้า ฟันที่คอหอยมีข้างละแถวๆ ละ 4 ซี่ พ้ืนหน้าตัดของ
ฟันแบนเป็นร่องละเอียด ครีบหลังมีก้านครีบเดี่ยว 3 ก้าน และก้านครีบแขนง 7 ก้าน ครีบก้นมีก้านครีบเดี่ยว 
3 ก้าน และก้านครีบแขนง 11-14 ก้าน ครีบอกมีครีบเดี่ยว 1 ก้าน และมี ก้านครีบแขนง 17 ก้าน ครีบท้องมี
ก้านครีบเดี่ยว 1 ก้าน และมีครีบแขนง 8 ก้าน เกล็ดบนเส้นข้างล้าตัวมี 110-123 เกล็ด ล้าตัวรูปกระสวยแบน
ข้างส่วนท้องเป็นสันยาวจากอกถึงรูก้น ล้าตัวส่วนหลังสีด้า เทา ส่วนอื่นๆ มีสีเงิน 

การเพาะเลี้ยงและใช้ประโยชน์เชิงอุตสาหกรรมจากปลาชนิดนี้มีรายงานในประเทศจีนและอินเดียซึ่ง
จัดเป็นปลาน้้าจืดที่มีปริมาณการผลิตค่อนข้างมากเพราะเป็นปลาที่มีเนื้อสีขาวและมีรสชาติดี มีรายงานการ
ผลิตต่อปีในประเทศจีนอยู่ที่ประมาณ 4.9 ล้านล้านตันในปี ค. ศ. 2002 โดยผลผลิตดังกล่าวได้ถูกส่งเข้าสู่
อุตสาหกรรมการแปรรูปหลากหลายรูปแบบรวมทั้งเนื้อปลาแช่เยือกแข็ง การผลิตดังกล่าวจ้าเป็นต้องแยก
กระดูกออกจึงก่อให้เกิดเป็นของเสียที่จ้าเป็นต้องได้รับการจัดการที่เหมาะสม ส้าหรับการเพาะเลี้ยงและใช้
ประโยชน์ปลาชนิดนี้ในประเทศไทยมีรายงานว่าฟาร์มเลี้ยงปลาในกลุ่มปลาจีนมีอยู่ 613 ฟาร์มรวมเนื้อที่ 
721.97 ไร่ คิดเป็นผลผลิต 200.07 ตัน (ศูนย์สารสนเทศ, 2546) แนวโน้มด้านการตลาดของปลาจีนยังคงอยู่ใน
สภาวะที่มีปริมาณความต้องการบริโภคสูง เนื่องจากเป็นปลาที่มีรสชาติดีราคาไม่แพงมากนักและนิยมประกอบ
อาหารเป็นปลาจานระดับภัตตาคาร อย่างไรก็ตามการเลี้ยงปลาจีนในขณะนี้  ส่วนใหญ่มิได้เลี้ยงปลาเป็นหลัก
แต่จะปล่อยเสริมเพ่ือการใช้ประโยชน์จากทรัพยากรในแหล่งน้้าโดยมิให้เกิดความสูญเปล่า เนื่องจากปลาจีนจะ
กินอาหารต่างระดับกับปลาหลัก มีอัตราการเจริญเติบโตเร็วไม่ค่อยพบปัญหาโรคระบาด ดังนั้นปลาจีนจึงเป็น
ปลาน้้าจืดชนิดหนึ่งซึ่งมีตลาดค่อนข้างจะแน่นอน อันจะเสริมสร้างความมั่นใจให้แก่ผู้เลี้ยง เมื่อแนวโน้มในการ
ผลิตปลาเกล็ดเงินยังคงมีเพ่ิมมากข้ึน  

คุณค่าทางอาหารของปลาชนิดนี้ก็ได้รับการพิสูจน์และพบว่าเป็นแหล่งของแร่ธาตุ โปรตีน กรดอะมิโน 
และไขมันที่จ้าเป็นเช่น EPA และ DHA เป็นต้น (Jin and Lee, 1998)  ดังนั้นการใช้ประโยชน์จากปลาชนิดนี้
ในระดับอุตสาหกรรมจึงได้เกิดขึ้นได้แก่ ปลากรอบ (Fish chips) เนื้อปลาตุ๋น (Stewed fish) เนื้อปลาบดล้าง
น้้าแช่เยือกแข็ง (Frozen surimi) รวมถึงการใช้ประโยชน์ในระดับครัวเรือน การแปรรูปปลาเกล็ดเงินเป็น
ผลิตภัณฑ์ดังกล่าวจ้าเป็นต้องน้าปลามาผ่านกระบวนการแล่เอาเนื้อเพ่ือก้าจัดกระดูกโดยเฉพาะกระดูก
แกนกลางของล้าตัว โดยกระดูกดังกล่าวอาจถูกน้ามาแปรรูปต่อโดยการทอดกรอบให้เป็นขนมขบเคี้ยวในบาง
พ้ืนที่ แต่การใช้ประโยชน์ดังกล่าวก็ยังมีขนาดที่ไม่มากพอจะรองรับกับของเสียที่เกิดขึ้น ดังนั้นการศึกษาการใช้
ประโยชน์จากกระดูกปลาเกล็ดเงินจึงเป็นหัวข้อที่ควรได้รับการศึกษา ได้มีการพยายามน้าเทคโนโลยีมาช่วยใน
การแปรรูปรูปกระดูกปลาเกล็ดเงินให้อยู่ในรูปผงโดยใช้เทคโนโลยีการบดอนุภาคเล็ก (Superfine grinding 
technology) จนท้าให้ได้ผงกระดูกที่มีอนุภาคเฉลี่ยประมาณ 7.65 ไมโครเมตร แต่การใช้ประโยชน์ผงกระดูก
ที่ได้เพ่ือเพ่ิมคุณค่าทางอาหารยังไม่ได้รับการศึกษาต่อ  

ปลานิล (Oreochromis tilapino) เป็นปลาน้้าจืดในวงศ์ปลาหมอสี ขยายพันธุ์ได้ง่ายและมีการ
เพาะเลี้ยงค่อนข้างมากจนกลายเป็นปลาเศรษฐกิจเนื่องจากมีรสชาติดี ปลาชนิดนี้มีถ่ินก้าเนิดจากทวีปแอฟริกา 
พบในแหล่งน้้าจืด เช่น ห้วย หนอง คลอง บึง หรือแม้แต่พ้ืนที่น้้ากร่อยก็สามารถเจริญได้ พบในแถบประเทศ 
ซูดาน อูกานดา ปลานิลถูกน้าเข้าสู่ประเทศไทยโดยสมเด็จพระจักรพรรดิอะกิฮิโตะแห่งญี่ปุ่นโดยทรงจัดส่งเข้า
มาทูลเกล้าถวายพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวเมื่อวันที่ 25 มีนาคม พ.ศ. 2508 จ้านวน 50 ตัว จากนั้น
พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวได้โปรดเกล้าฯ ให้ทดลองเลี้ยงปลานิลในบ่อภายในสวนจิตรลดา เป็นหนึ่ง
โครงการในโครงการส่วนพระองค์ สวนจิตรลดา ผลจากการศึกษาพบว่าปลาดังกล่าวเจริญเติบโตได้ดี ต่อมาจึง
ได้พระราชทานให้กรมประมงในปี พ.ศ. 2509 เพ่ือน้าไปขยายพันธุ์และแจกจ่ายใหกับพสกนิกร รวมทั้งปล่อย
ลงแหล่งน้้าต่างๆ ตามที่เห็นว่าเหมาะสมเพ่ือให้เป็นพ่อพันธุ์แม่พันธุ์ตามธรรมชาติ ทั้งนี้ปลานิลเป็นปลาที่มี

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%AE%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%B0
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A0%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%8A
http://th.wikipedia.org/wiki/25_%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E.%E0%B8%A8._2508
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%95%E0%B8%B3%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%88%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%94%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%AB%E0%B8%90%E0%B8%B2%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AA%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%84%E0%B9%8C_%E0%B8%AA%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%88%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%94%E0%B8%B2
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คุณสมบัติพิเศษที่ส่งเสริมให้เลี้ยงง่าย เนื่องจากเป็นปลาที่กินทุกอย่างและขยายพันธุ์ได้ง่าย ลักษณะทั่วไปของ
ปลานิลเป็นปลาที่มีรูปร่างทรงแบนคล้ายปลาหมอ ล้าตัวมีลายด้าและขาวสลับกัน หลังมีครีบ ล้าตัวมีสีเขียวปน
น้้าตาล มีลายด้าพาดขวางตามล้าตัว มีความยาวประมาณ 20-30 เซนติเมตร โดยจัดเป็นปลากินทั้งพืชและ
สัตว์ มีอาหารหลักเป็น ไรน้้า ตะไคร่น้้า ตัวอ่อนแมลง กุ้งฝอย และผักบุ้ง นิสัยของปลานิลจะชอบอยู่รวมกัน
เป็นฝูง มีความอดทนและสามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี โดยทนความเค็มได้ 20 ส่วนในล้านส่วน 
จึงท้าให้เจริญได้ในน้้ากร่อยได้ ทนค่าความเป็นกรด-ด่างได้ดีในช่วง 6.5-8.3 ทนต่ออุณหภูมิได้ถึง 40 องศา
เซลเซียส แต่เจริญได้ไม่ดีนักในที่เย็น (ต่้ากว่า 10 องศาเซลเซียส) ดังนั้นปลานิลจึงจัดเป็นปลาในเขตร้อน 
(Tropical fish species) ปลานิลได้รับการขยายพันธุ์และใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวางทั้งในและต่างประเทศ 
โดยปริมาณการผลิตต่อปีมีมากพอๆกับปริมาณการผลิตปลา Salmon และ Trout รวมกัน โดยปลาดังกล่าวได้
เข้าสู่อุตสาหกรรมครัวเรือนและเป็นวัตถุดิบในการแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น ปลานิลแช่เยือกแข็ง การท้า
เนื้อปลาบดแช่เยือกแข็ง การท้าแห้ง เป็นต้น ยิ่งการใช้ประโยชน์จากปลาชนิดนี้เพ่ิมขึ้นมาเท่าใดก็ยิ่งก่อให้เกิด
ของเสียที่เป็นกระดูกมากเท่านั้น 

ดังนั้นการศึกษาการน้าผงกระดูกปลาไปใช้ประโยชน์เพ่ือเป็นสารเติมแต่งผลิตภัณฑ์อาหารหรือแม้แต่
เพ่ิมคุณค่าทางอาหารควรได้รับการศึกษา เพราะจะก่อให้เกิดแนวทางในการเปลี่ยนวัสดุเหลือใช้จาก
กระบวนการแปรรูปปลาให้เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเพ่ิมมากยิ่งขึ้น การศึกษาดังกล่าวนอกจากจะเป็นแนวทาง
ในการจัดการของเสียจากการแปรรูปปลาเกล็เงินที่เกิดข้ึนภายในประเทศแล้วจึงเป็นแบบจ้าลอง (Model) ที่ใช้
ส้าหรับอุตสาหกรรมแปรรูปปลาชนิดนี้ในที่ อ่ืนๆ ได้อีกด้วยและน้ามาซึ่งแนวทางในการลดของเสียจาก
อุตสาหกรรรมตามหลักการจัดการให้ของเสียเป็นศูนย์ (Zero waste)  
 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ 

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้แบ่งออกเป็น 2 ตอน โดยแต่ละตอนมีวัตถุประสงค์ดังต่อไปนี้ 
1.2.1 ตอนที่ 1 การประเมินคุณลักษณะของผงกระดูกปลาและการสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลา 

1.2.1.1 เพ่ือศึกษาคุณลักษณะของผงกระดูกปลาที่ผ่านการก้าจัดอินทรีย์สารด้วยการต้มน้้า
และสารละลายด่างโดยใช้กระดูกปลาเกล็ดเงินและปลานิล 

1.2.1.2 เพ่ือศึกษาปริมาณแคลเซียมทั้งหมดและแคลเซียมละลายได้ในกระดูกปลาเกล็ดเงิน
และปลานิลที่ผ่านการบ้าบัดด้วยด่าง 

1.2.1.3 เพ่ือศึกษาการสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลานิลด้วยสารละลายกรด 
1.2.2 ตอนที่ 2 ผลของกระดูกปลาเกล็ดเงินต่อคุณภาพของไส้กรอกปลา 

1.2.2.1 เพ่ือประเมินศักยภาพของแคลเซียมละลายได้จากกระดูกปลาเกล็ดเงินในการกระตุ้น
เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสเพ่ือเร่งการเชื่อมข้ามโปรตีนกล้ามเนื้อปลา 

1.2.2.2 เพ่ือประเมินผลของผงกระดูกปลาเกล็ดเงินต่อคุณภาพของไส้กรอกปลาเกล็ดเงินด้าน
ต่างๆ ได้แก่ องค์ประกอบทางเคมี สี เนื้อสัมผัส และการประเมินทางประสาทสัมผัส  
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 องค์ประกอบของกระดูกปลำ 

สารประกอบอินทรีย์ในกระดูกปลา โครงสร้างของกระดูกปลาประกอบด้วยส่วนที่เป็นสารอินทรีย์ซึ่งมี
คอลลาเจน (Collagen) เป็นหลัก นอกจากนั้นก็เป็นสารจ้าพวกลิปิด (Lipid) และน้้า คอลลาเจนที่พบใน
กระดูกปลามักเป็นชนิดที่1 (Type I collagen) ซึ่งคิดเป็นประมาณร้อยละ 20 ของมวลกระดูกหรือคิดเป็นร้อย
ละ 30 ของปริมาตรกระดูก นอกจากนั้นยังมีคอลลาเจนชนิดอ่ืนๆเป็นองค์ประกอบด้วยถึงแม้จะมีปริมาณน้อย 
คอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่พบในกระดูกและที่พบในผิวหนังมีความแตกต่างกันที่การจัดเรียงตัว (Arrangement) 
และการเชื่อมข้าม (Cross-linking) ของเส้นใยคอลลาเจนมากกว่าที่จะแตกต่างกันที่กรดอะมิโนที่เป็น
องค์ประกอบ คอลลาเจนเป็นโปรตีนที่ประกอบด้วยสายโปรตีนแอลฟาสามสายที่พันเกี่ยวกันเป็นรูปเกลียว 
(-Helical chain) คอลลาเจนที่พบในปลามีทั้งแบบที่เป็นสายผสม (Heterotrimer) ระหว่าง 123 
หรือ (1)22 หรือแม้กระทั่งสายเดี่ยวสามสาย (Homotrimer) ของ (1)3 โดยโปรตีนทั้งสามสายมีความ
แตกต่างกรดอะมิโนเพียงเล็กน้อย โดยที่ไกลซีน (Glycine) จะเป็นกรดอะมิโนที่พบมากที่สุดคิดเป็นหนึ่งในสาม
ของกรดอะมิโนทั้งหมดในคอลลาเจน โดยล้าดับของกรดอะมิโนที่มักพบคือ Gly-Pro-X และ Gly-X-HyP โดย 
X คือกรดอะมิโนใดๆก็ได้ ส่วน HyP คือ Hydroxyproline การที่คอลลาเจนมี Hydroxyproline อยู่มากท้าให้
โปรตีนชนิดนี้มีความคงตัวสูงและยากแก่การละลาย การมีไกลซีนซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่เล็กที่สุดอยู่ทุกๆ หน่วยที่ 
3 ของหน่วยซ้้าซ้อน (Repeating unit) ท้าให้ง่ายต่อการสร้างพันธะไฮโดรเจนระหว่างเกลียวของคอลลาเจน 
เส้นใยคอลลาเจนก็สามารถสร้างพันธะกันได้โดยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ นอกจากนั้นการเชื่อมข้ามเส้นใย
ดังกล่าวยังเกิดได้จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของน้้าตาลและไขมัน 

สารประกอบอนินทรีย์ในกระดูกปลา ได้แก่ ไบโอแอพพาไทท์ (Bioapatite) มีสูตรโครงสร้างทางเคมี
เป็น Ca10(PO4)3(OH)2 ซึ่งเกิดจากการรวมตัวกันของแร่ธาตุ โดยส่วนนี้จะท้าหน้าที่หลักเป็นส่วนประกอบที่ให้
ความแข็งแรงให้กับกระดูก นอกจากนั้นยังท้าหน้าที่เชิงสรีรวิทยาโดยเป็นแหล่งของแร่ธาตุให้กับเซลล์   ไอโอ
แอพพาไทท์ อาจเรียกได้หลายอย่าง เช่น ไฮดรอกซี่แอพพาไทท์ (Hydroxyapatite) ไฮดรอกซิล แอพพาไทท์ 
(Hydroxyl apatite) ค า ร์ บ อ เน ต  แ อพ พ า ไท ท์  (Carbonated apatite) ห รื อ  ด าห์ ไล ท์  (Dahlite) 
สารประกอบอนินทรีย์ดังกล่าวมีลักษณะที่ค่อนข้างเป็นเอกลักษณ์  โดยมีโครงสร้างเป็นผลึก ขนาดประมาณ 
50255 นาโนเมตร มีหมู่ไฮดรอกซิล (OH-) ค่อนข้างน้อยและมีความเป็นระเบียบในผลึก (Crystallinity) 
ค่อนข้างต่้า อย่างไรก็ตามผลึกดังกล่าวมีบทบาทอย่างยิ่งส้าหรับการพัฒนาและการซ่อมแซมกระดูก มีรายงาน
ว่าการจัดเรียงตัวของผลึกแอพพาไทท์ในกระดูกปลาและกระดูกคนมีความคล้ายคลึงกันมาก แต่อย่างไรก็ตาม
ขนาดของผลึกแอพพาไทท์มักจะมีขนาดแตกต่างกันขึ้นอยู่กับกลุ่มของสิ่งมีชีวิต ส่วนรูปร่างของผลึกแอพพไทท์
ในกระดูกได้ยังเป็นที่ถกเถียงกันอยู่ บางรายงานกล่าวว่าผลึกของแอพพาไทท์ในกระดูกเป็นรูปคล้ายเข็ม 
(Needle-like shape) แต่งานวิจัยส่วนใหญ่กลับบอกว่าผลึกในกระดูกมีรูปร่างคล้ายจาน (Plate-like shape) 
ธาตุอ่ืนๆ ก็อาจพบในกระดูกได้เช่นกัน แต่ส่วนมากมักจะเกิดจากการแทนที่หมู่คาร์บอเนตด้วยธาตุอ่ืนเช่น 
ฟอสเฟตหรือหมู่ไฮดรอกซิล ท้าให้ในกระดูกมีปริมาณคาร์บอเนตคิดเป็นร้อยละประมาณ 5-6 เท่านั้น 

สารประกอบออินทรีย์ในสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Vertebrate) มักจะมีไบโอแอพพาไทท์เป็นส่วนประกอบ
ร้อยละประมาณ 66 โดยน้้าหนัก หรือ ร้อยละ 50 โดยปริมาตร แต่ส้าหรับกระดูกปลาอาจแตกต่างจากสัตว์มี
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กระดูกสันหลังชนิดอ่ืนเนื่องจากพบร้อยละของไบโอแอพพาไทท์น้อยกว่า นอกจากนั้นยังพบว่าความหนาแน่น
ของกระดูกปลายังมีค่าน้อยกว่าอีกด้วย สัดส่วนของสารอนินทรีย์ต่อสารอินทรีย์ และแรงยึดเหนี่ยว 
(Interactions) ระหว่างสารสองกลุ่มเป็นตัวก้าหนดความแข็งแรงของกระดูก (Strength, Stiffness, 
Toughness) ความสัมพันธ์และการยึดเหนี่ยวกันระหว่างไบโอแอพพาไทท์และคอลลาเจนยังอยู่มีข้อถกเถียง
กันอยู่ โดยบางงานวิจัยชี้ว่าผลึกของไบโอแอพพาไทท์จะอยู่ภายในเส้นใยของคอลลาเจนในขณะที่บางกลุ่ม
แสดงให้เห็นว่าผลึกดังกล่าวจะอยู่ด้านนอกของเส้นใยคอลลาเจน อย่างไรก็ตามแรงยึดเหนี่ยวระหว่างสองส่วน
ถูกระบุว่าประกอบด้วยการแบ่งปันหมู่ไฮดรอกซิล (OH-group) โดยคอลลาเจนเป็นโปรตีนที่มีหมู่ดังกล่าวอยู่
มากเนื่องจากมีไฮดรอกซี่โพรลีนมากในขณะที่ไบโอแอพพาไทท์มีหมู่ดังกล่าวค่อนข้างน้อย 

องค์ประกอบทางเคมีของกระดูกปลาชนิดต่างๆได้รับการศึกษาเพ่ือเป็นข้อมูลในการใช้ประโยชน์ในด้าน
ต่างๆ โดย Toppe et al. (2007) ได้ศึกษาองค์ประกอบของกระดูกปลาชนิดต่างๆ ที่จับได้ในประเทศนอรเวย์ 
โดยน้ากระดูกกลางของและหัวของปลาชนิดต่างๆมาให้ความร้อนที่ 80-85 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 นาที 
จากนั้นก้าจัดเนื้อติดก้างออกโดยการชะผ่านน้้าที่ไหลแรง น้ากระดูกที่ได้ไปผ่านการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
และบดตัวอย่างที่ได้พร้อมกับร่อนผ่านตะแกรงที่มีขนาดน้อยกว่า 1 มิลลิเมตร จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไป
วิเคราะห์องค์ประกอบอย่างหยาบ (Proximate analysis) พบว่ากระดูกปลามีองค์ประกอบทั้งไขมันทั้งที่เป็น
ไขมันอย่างหยาบและไขมันทั้งหมด โปรตีน เถ้า ที่แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของปลา (ตำรำงที่ 1) โดยปลา
ชนิดไขมันมาก (Fatty fish) ได้แก่ Salmon Trout Herring และ Mackerel มีปริมาณไขมันที่มากกว่า
เนื่องจากปลาเหล่านี้จะกักเก็บไขมันไว้ในกล้ามเนื้อ ในขณะที่ปลาไขมันน้อย (Lean fish) ที่มักจะเก็บไขมันไว้
ในตับพบว่ามีปริมาณไขมันน้อยกว่า นอกจากนั้นยังพบว่าปลาไขมันน้อยยังมีปริมาณโปรตีนและเถ้าในกระดูกที่
มากกว่าปลาไขมันมากด้วย  

 
ตำรำงท่ี 1 องค์ประกอบของกระดูกปลาชนิดต่างๆ 

ชนิดของปลา องค์ประกอบ 
ความชื้น โปรตีน เถ้า ไขมัน 

Cod 77.70.4 375.81.6 526.40.4 11.40.3 
Saithe (ขนาดเล็ก) 61.92.4 369.72.2 538.27.4 14.12.0 
Saithe (ขนาดใหญ่) 52.10.1 335.91.0 5651.1 14.90.2 
Blue whiting 64.10.1 418.00.1 445.80.3 49.10.7 
Salmon 49.63.3 292.031.6 263.720.4 381.23.6 
Trout 53.30.1 314.04.1 265.53.0 343.73.6 
Herring (ขนาดเล็ก) 71.50.5 373.16.2 368.71.9 152.50.5 
Herring (ขนาดใหญ่) 40.70.0 301.20.7 357.12.3 266.73.3 
Mackerel 44.20.4 261.31.1 212.40.8 471.80.1 
Horse mackerel 26.20.2 270.21.4 463.00.2 226.11.9 

ที่มา: Toppe et al. (2007) 
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เมื่อน้ากระดูกปลาที่ได้ไปวิเคราะห์ต่อเพ่ือให้ทราบถึงชนิดของกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบในโปรตีนที่
พบในกระดูกปลาชนิดต่างๆ พบกรดอะมิโนทั้ง 20 ชนิดในกระดูกปลาทุกชนิด (ตำรำงท่ี 2) นอกจากนั้นยังพบ
กรดอะมิโนที่ เป็นส่วนประกอบของคอลลาเจน (Glycine, Proline, Hydroxyproline) อยู่ค่อนข้างมาก
โดยเฉพาะเมื่อเปรียบเทียบระหว่างปลาใหญ่และปลาเล็กจะพบว่าปลาใหญ่มีแร่ธาตุมากกว่าปลาเล็กและมี
กรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของคอลลาเจนที่มากกว่า นอกจากนั้นปลาที่ได้จากการเลี้ยงในฟาร์มจะมีแบบ
แผนของกรดอะมิโนที่ไม่แตกต่างกัน 

 
ตำรำงท่ี 2 แบบแผนของกรดอะมิโนที่พบในกระดูกปลาชนิดต่างๆ 

อะมิโน ชนิดปลำ 
Cod Saithe 

(เล็ก) 
Blue 
whiting 

Salmon Trout Herring 
(เล็ก) 

Herring 
(ใหญ่) 

Mackerel Horse 
Mackerel 

Asp 77 74 88 78 78 82 70 78 66 
Glu 112 110 126 112 112 115 103 110 103 
Hypro 52 54 29 56 57 40 56 45 67 
Ser 58 55 49 48 49 48 50 50 46 
Gly 172 175 115 173 173 134 177 138 191 
His 18 18 19 22 22 19 16 24 16 
Arg 82 82 77 78 78 77 77 81 81 
Thr 33 36 39 32 32 36 35 35 34 
Ala 73 74 68 73 71 69 79 70 87 
Pro 80 86 63 86 82 72 91 73 103 
Tyr 20 22 31 19 18 27 17 23 15 
Val 31 31 41 30 29 40 34 36 29 
Met 24 23 30 26 26 29 25 24 22 
Ile 22 22 33 22 22 27 20 27 20 
Leu 43 40 59 41 39 52 44 51 40 
Phe 25 26 35 26 26 34 29 31 26 
Lys 42 41 61 44 43 50 44 52 43 
Cys 20 17 12 14 12 12 55 13 72 
Trp 4 4 8 4 4 7 6 6 5 

ที่มา: Toppe et al. (2007) 
 
นอกจากแบบแผนของกรดอะมิโนแล้วยังได้ท้าการวิเคราะห์แร่ธาตุชนิดต่างๆที่เป็นองค์ประกอบใน

กระดูกปลาชนิดต่างๆ พบว่ากระดูกปลาทุกชนิดประกอบด้วยแคลเซียมและฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบหลัก 
รองลงมาเป็นธาตุแมกนีเซียม อย่างไรก็ตามแคลเซียมและฟอสฟอรัสพบว่ามีปริมาณน้อยในปลากลุ่ม 
Samonid อันได้แก่ Salmon และ Trout ซึ่งจัดเป็นปลาที่มีไขมันมาก โดยมีปริมาณแคลเซียมอยู่ระหว่าง 81-
87 กรัมต่อกิโลกรัม ในขณะที่ปลาไขมันน้อยจะมีปริมาณแคลเซียมมากกว่าโดยพบที่ค่าเฉลี่ย 186 กรัมต่อ
กิโลกรัม ส่วนปลาที่มีปริมาณแคลเซียมในกระดูกมากที่สุดคือ Mackerel โดยมี 233 กรัมต่อกิโลกรัม ปริมาณ
แร่ธาตุแต่ละชนิดในกระดูกปลาแสดงได้ดัง ตำรำงท่ี 3 
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ตำรำงท่ี 3 แร่ธาตุที่พบในกระดูกปลาชนิดต่างๆ 
แร่ธำตุ ชนิดปลำ 

Cod Saithe 
(เล็ก) 

Blue 
whiting 

Salmon Trout Herring 
(เล็ก) 

Herrin
g (ใหญ่) 

Mackerel Horse 
Mackerel 

Ca 190 199 170 135 147 161 197 143 233 
P 113 108 87 81 87 94 95 86 111 
Mg 3 3 3.2 2.2 2.4 2.6 2.9 2.6 3.6 
Fe 49 44 135 32 32 61 72 73 56 
Zn 98 70 72 233 126 191 124 125 70 
Cu 1.0 1.2 3 0.9 0.9 2.6 0.8 2.2 0.5 
Cr 10.8 9.8 16.9 5.5 6.7 3.6 2.4 3.9 5.5 
Na 7.7 7.1 4.6 5.7 5.8 3.3 7.8 6.5 7.1 
K 5.2 4.9 2.6 8.2 7.7 5 7.7 6.7 4.4 
Se ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 0.3 ไม่พบ ไม่พบ 
I 3.7 2.6 1.4 2.7 2.5 1.2 3.6 2.2 2.1 
Cl 4.8 4.1 1.9 4.4 4.2 1.4 4.5 4.1 4.0 
F 0.19 0.17 0.07 0.1 0.09 0.03 ไม่พบ 0.26 ไม่พบ 
As ไม่พบ 0.3 0.6 1.0 1.2 1.0 3.8 2.4 2.7 
Cd 0.01 0.02 0.13 ไม่พบ 0.02 0.03 0.06 0.06 0.03 
Mg 0.01 0.01 0.04 0.02 0.01 0.03 0.02 0.03 0.02 
Pb ไม่พบ 0.07 0.12 ไม่พบ ไม่พบ 0.26 0.09 0.24 0.11 

ที่มา: Toppe et al. (2007) 
 

2.2 กำรใช้ประโยชน์จำกกระดูกปลำ 
 การสกัดแอพพาไทท์จากกระดูกปลาเกิดขึ้นเนื่องจากการเล็งเห็นว่ากระดูกปลาเป็นวัสดุเหลือใช้ใน

อุตสาหกรรมประมงและการแปรรูปปลาหลายชนิด ดังนั้นการเก็บเกี่ยวเอากระดูกเหล่านั้นมาผลิตเป็นไบโอ
แอพพาไทท์จึงเป็นแนวทางในการลดของเสียอันเกิดจากอุตสาหกรรม นอกจากนั้นยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กับ
วัสดุเหลือใช้น้ามาซึ่งการใช้ประโยชน์จากปลาอย่างเต็มประสิทธิภาพ กระบวนการดังกล่าวยังเป็นการส่งเสริม
ให้อุตสาหกรรมแปรรูปปลามีความเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมอีกด้วย ดังนั้นจึงมีงานวิจัยที่มุ่งเน้นการน้ากระดูก
ปลามาสกัดและศึกษาคุณลักษณะของแอพพาไทท์เพ่ือประโยชน์ในด้านต่างๆ  

 
  2.2.1 กำรใช้ประโยชน์เชิงกำรแพทย์ 

 การสกัดและการศึกษาคุณสมบัติของแอพพาไทท์จากกระดูกปลาได้รับความสนใจเนื่องจากแอพพา
ไทท์ดังกล่าวซึ่งจัดเป็นสารประเภทเซรามิคและมีความใกล้เคียงกับกระดูกธรรมชาติโดยกระดูกและฟันของ
มนุษย์และมีค่าสัดส่วนระหว่างแคลเซียมกับฟอสฟอรัส (Ca:P) อยู่ที่ 1.67 เมื่อพิจารณาความหนาแน่นและ
ความมีรูพรุนแล้วพบว่าแอพพาไทท์จากกระดูกปลาสามารถน้ามาประยุกต์ใช้กับการผ่าตัดศัลยกรรมกระดูก
และฟันได้ เป็นอย่างดี  โดยที่การปลูกถ่ายกระดูกด้วยวัสดุนั้นท้าให้ เกิดผลดีต่อกิจกรรมทางชีวเคมี 
(Bioavailibility)  ก า ร ส่ ง ผ่ า น พ ลั ง ง า น  (Osteoconductivity)  แ ล ะ ก า ร ส่ ง ผ่ า น ก ร ะ แ ส ไฟ ฟ้ า 
(Osteoinductivity) ดังนั้นจึงมีงานวิจัยเกี่ยวกับการน้าเอากระดูกปลามาเป็นวัสดุในการผลิตแอพพาไทท์เพ่ือ
ประโยชน์ทางการแพทย์ 
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 Boutinguiza et al. (2012) ได้น้ากระดูกปลาทูน่า (Tuna) และปลาดาบ (Sword fish) มาผลิตแอพ
พาไทท์เชิงชีวภาพ (Biological apatite) โดยการให้ความร้อนสูง พบว่าเมื่อให้ความร้อนสูงที่ 600 องศา
เซลเซียสท้าให้ได้แอพพาไทท์ชนิด บี (B type apatite) และเมื่อให้ความร้อนเพิ่มเป็น 950 องศาเซลเซียสกลับ
พบว่าได้สารสองชนิดคือ Biological apatite และ Tricalciumphosphate ด้วยสัดส่วน 87:13 สารทั้งสอง
ชนิดนี้สามารถน้าไปใช้เป็นวัสดุในการปลูกถ่ายกระดูกและฟันได้ เมื่อน้าสารที่ได้ไปทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลล์ด้วยเทคนิค Cytotoxicity พบว่าสารดังกล่าวไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์แต่อย่างใด ดังนั้นการผลิตแอพพา
ไทท์จากของเสียที่เกิดจากอุตสาหกรรมประมงจึงมีความเป็นไปได้และควรได้รับการศึกษาต่อไป 

Piccirillo et al. (2013) ได้มีแนวความคิดในการเปลี่ยนวัสดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรมแปรรูปปลาคอด 
(Cod fish) เพ่ือเป็นแหล่งในการผลิตไบโอแอพพาไทท์เพ่ือประโยชน์ในการปลูกถ่ายกระดูก (bone implant) 
ส้าหรับมนุษย์ กระบวนการดังกล่าวจะเป็นแนวทางในการเปลี่ยนของเสียจากอุตสาหกรรมเป็นผลิตภัณฑ์ที่มี
มูลค่าสูงขึ้น การศึกษาดังกล่าวได้ดัดแปรไบโอแอพพาไทท์จากกระดูกปลาคอดโดยการให้ความร้อนสูง 
(Calcination) ที่ 900 และ 1200 องศาเซลเซียส กระบวนการดังกล่าวท้าให้ได้ไฮดรอกซีแอพพาไทท์ 
(biphasic hydroxyapatite) และไทรแคลเซียมคาร์บอเนต (Tricalcium carbonate) ด้วยสัดส่วนโมล 75 
ต่อ 25 โดยวัสดุดังกล่าวถูกใช้ในการปลูกถ่ายกระดูกอยู่แล้ว นอกจากนั้นการให้ความร้อนควบคู่กับการเติม
แคลเซียมคลอไรด์  (CaCl2) และโซเดียมฟลูออไรด์  (NaF) ท้ าให้ ได้คลอแรพพาไทท์  (Chlorapatite, 
Ca10(PO4)6Cl2) และฟลูออแรพพาไทท์ (Flourapatite, Ca10(PO4)6F2) ตามล้าดับ  การให้ความร้อนควบคู่กับ
สารที่มีแคลเซียมเป็นองค์ประกอบก็เพ่ือปรับเปลี่ยนองค์ประกอบในกระดูกปลาให้ได้สัดส่วนระหว่างแคลเซียม
และฟอสฟอรัสที่เหมาะสมส้าหรับการใช้ในการปลูกถ่ายกระดูก เนื่องไบโอแอพพาไทท์ในกระดูกมนุษย์จะมี
แคลเซียมต่้า (Ca deficiency) โดยสัดส่วน Ca:P น้อยกว่า 1.67 หรือบางครั้งอาจใกล้เคียงกับ 1.5  

ผลจากการศึกษาพบว่าไบโอแอพพาไทท์ที่ได้จากกระดูกปลาคอดและอนุพันธ์ของแอพพาไทท์มี
คุณสมบัติที่เหมาะส้าหรับการปลูกถ่ายกระดูกโดยการประเมินคุณสมบัติเหล่านั้นใช้เทคนิคด้านการสะท้อนรังสี
เอกซ์ (X-ray diffraction) อินฟราเรด สเปคโทรสโคปี (Infrared spectroscopy) กล้องจุลทรรศน์แบบส่อง
กราด (Scanning electron microscopy) น้ามาซึ่งแนวทางในการประยุกต์ใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมเพ่ือ
พัฒนาการทางการแพทย ์

 
  2.2.2 กำรใช้ดูดซับโลหะหนัก 

 นอกจากการศึกษาแอพพาไทท์จากกระดูกปลาเพ่ือการแพทย์แล้วยังมีการศึกษาเพ่ือประยุกต์ใช้
กระดูกปลาในการบ้าบัดของเสียจากอุตสาหกรรมโดยเฉพาะอุตสาหกรรมหนักที่มักจะมีโลหะหนักเจือปน
ออกมา โดยหนึ่งในหลักการก้าจัดคือการดูดซับด้วยตัวดูดซับที่เหมาะสมเป็นวิธีการที่นิยมเนื่องจากก้าจัดโลหะ
หนักได้อย่างมีประสิทธิภาพ ต้นทุนต่้า และการปฏิบัติมีวิธีการที่ค่อนข้างง่าย ตัวดูดซับที่เป็นที่นิยมในปัจจุบัน
คือถ่านดูดซับ (Activated carbon) แต่วัสดุดังกล่าวก็มีข้อจ้ากัดคือราคาแพง ดังนั้นการค้นหาวัสดุดูดซับที่มี
ราคาต่้าจึงควรได้รับการศึกษาและวัสดุที่ได้รับความสนใจก็มี แกลบ ใบชาแก่ เยื่อไผ่ ซังข้าวโพด เป็นต้น 
นอกจากวัสดุดังกล่าวแล้วกระดูกปลาก็เป็นตัวเลือกที่น่าสนใจเนื่องจากโครงสร้างประกอบด้วยแคลเซียมแอพ
พาไทท์ที่มีความสามารถในการดูดซับโดยแรงดึงดูดทางไอออนสูง นอกจากนั้นยังมีการสร้างสารประกอบกับ
ฟอสเฟตที่พ้ืนผิว สารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดขึ้นใหม่สามารถถูกตกตะกอนและแยกตัวออกจากสารละลายได้ 
ดังนั้นความเป็นไปได้ในการใช้กระดูกเพ่ือดูดซับโลหะหนักจึงได้รับการศึกษา 

 Lim et al. (2012) ได้น้ากระดูกปลาที่เหลือจากการช้าแหละเนื้อขายจากตลาดท้องถิ่นในเมือง Bukit 
Mertajam, Penang, Malasia มาต้มด้วยน้้าเดือดเพ่ือก้าจัดเศษเนื้อออกจากนั้นน้ากระดูกท่ีได้ไปอบแห้งที่ 80 
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องศาเซลเซียสและบดเป็นผง น้าผงที่ได้ไปผสมกับสารละลายด่าง (NaOH 0.1 โมลาร์) และเขย่าที่ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นก็กรองเอาผงกระดูกที่ได้และอบให้แห้งที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นก็น้าผงที่ได้ไปร่อนผ่านตะแกรงร่อนขนาดระหว่าง 125 – 250 ไมโครเมตร น้ากระดูกดังกล่าว
ไปศึกษาคุณลักษณะโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด ผลจากการศึกษาพบว่ากระดูกที่ได้มีความเป็นรูพรุน
ค่อนข้างมากจึงมีความเป็นไปได้ที่ไอออนของสังกะสีจะถูกดูดซับบนพ้ืนผิวของอนุภาคกระดูกได้ดี นอกจากนั้น
การศึกษาโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปคโทรสโคปีพบสัญญาณการสั่นของพันธะระหว่าง N-H 
stretch ที่หมายเลขคลื่น 3,423.98 พันธะ C-H stretch ที่ 2,922.50 พันธะ C=O stretch ที่ 1663.32 และ 
N=O stretch ที่  1,458.02 นอกจากนั้นยังมี พันธะ C-O-C stretch ที่  1,027.56 และ C-C stretch ที่ 
827.57 ด้วย สัญญาณดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าองค์ประกอบหลักของกระดูกคือไฮดรอกซีแอพพาไทท์ จากนั้นยัง
ศึกษาพฤติกรรมการดูดซับกับสารละลายสังกะสีไนเตรต (Zn (NO3)2.6H2O) เพ่ือให้ผงกระดูกดูดไอออนของ
สังกะสีโดยศึกษาผลของค่าความเป็นกรดด่างพบว่าผงกระดูกดังกล่าวจะดูดซับสังกะสีไอออนได้ดีตั้งแต่ค่าความ
เป็นกรดด่างมากกว่า 6 เป็นต้นไป ผลของเวลาในการดูดซับพบว่าเมื่อเวลาผ่านไปประมาณ 2 ชั่วโมงการดูดซับ
เริ่มเข้าสู่การอ่ิมตัว ส่วนผลของความเข้มข้นพบว่าพฤติกรรมการดูดซับเป็นแบบ Psedo-second-order 
ดังนั้นการใช้ผงกระดูกปลาเป็นสารดูดซับสังกะสีไอออนจึงมีความเป็นไปได้หากพิจารณาใช้ที่ค่าความเป็นกรด
ด่าง ปริมาณผงกระดูก และเวลาที่เหมาะสม 

 นอกจากสังกะสีแล้วยังมีการศึกษาผลของผงกระดูกปลาต่อการดูดซับไอออนของทองแดง (Cu2+) อีก
ด้วย โดย Kizilkaya et al. (2010) ได้น้ากระดูกปลาชนิดต่างๆ ที่พบในแถบยุโรปได้แก่ European anchovy 
จ้านวนสองสายพันธุ์ คือ Engraulis encrasicolus และ Sardine pilchardus ปลา Bogue ปลา Blue fish 
และ Gilhead seabream มาใช้เป็นสารดูดซับเพ่ือก้าจัดไอออนของทองแดงออกจากสารละลาย โดยศึกษาผล
ของค่าความเป็นกรดด่าง เวลา ความเข้มข้นเริ่มต้นของไอออน อุณหภูมิ  ชนิดของปลา และปริมาณของผง
กระดูกต่อประสิทธิภาพในการก้าจัดไอออนของทองแดง ผลจากการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการ
ดูดซับได้แก่ ค่าความเป็นกรดด่าง 5 และกระดูกจากปลา Bogue มีความสามารถในการดูดซับได้ดีที่สุด ความ
จุของการดูดซับ (Adsorption capacity) มีค่า 150.7 มิลลิกรัมต่อกรัมของกระดูกที่สภาวะที่เหมาะสมที่สุด 
พฤติกรรมการดูดซับก็เป็นแบบ Psedo-second-order และกลไกในการดูดซับเป็นแบบดูดความร้อน 
(Endothermic adsorption) และที่ส้าคัญคือผงกระดูกดังกล่าวมีศักยภาพในการเป็นตัวดูดซับไอออนของ
ทองแดงได้เป็นอยา่งดี 

 
  2.2.3 กำรใช้เป็นอำหำรสัตว์ 

 กระดูกปลาเป็นวัสดุที่ประกอบด้วยแคลเซียมและฟอสฟอรัสซึ่งจัดเป็นแร่ธาตุที่มีความจ้าเป็นส้าหรับ
พัฒนาการของกระดูกและฟันส้าหรับสัตว์ที่มีกระดูกสันหลัง ดังนั้นการน้ากระดูกปลาเพ่ือมาเป็นอาหารสัตว์ทั้ง
สัตว์บกและสัตว์น้้าก็ได้รับการศึกษาไม่น้อยเช่นกันการศึกษาดังกล่าวน้ามาซึ่งการใช้ประโยชน์จากของเสียใน
อุตสาหกรรมประมงอย่างเป็นรูปธรรมดังจะเห็นได้จากของเสียจากอุตสาหกรรมดังกล่าวถูกจ้าหน่ายเป็น
วัตถุดิบส้าหรับการผลิตอาหารสัตว์ไม่ว่าจะเป็นอาหารปลาหรืออาหารส้าหรับสุกร 

 Wei et al. (2004) ได้ศึกษาถึงความเป็นไปได้ในการน้ากระดูกป่น (Bone meal) มาเป็นส่วนผสม
ส้าหรับผลิตอาหารส้าหรับเลี้ยงกุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) โดยเปรียบเทียบกับกระดูกไก่ป่น 
(Poultry meal) โดยท้าการทดแทนกระดูกปลาป่นและกระดูกไก่ป่นที่ความเข้มข้นร้อยละ 0 20 40 60 และ 
80 ของปลาป่นในสูตร โดยควบคุมปริมาณไนโตรเจนและพลังงานจากทุกสูตรอาหารที่เท่ากัน ผลจาก
การศึกษาพบว่าความสามารถในการย่อย (Digestibility) และประสิทธิภ าพการเติบ โต  (Growth 
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performance) ไม่มีความแตกต่างกันระหว่างสูตรอาหารเมื่อปลาป่นถูกทดแทนที่ร้อยละ 0 -60 หากแต่
น้้าหนักตัวปลา ความยาวตัวปลา และความสามารถในการย่อยจะลดลงเมื่อถูกทดแทนที่ร้อยละ 80 แต่การ
ทดแทนด้วยกระดูกไก่ป่นถึงร้อยละ 80 ไม่กระทบต่อประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตของลูกกุ้งแต่อย่างใด 

 ปี 2012 Suloma et al. (2012) ได้ศึกษาถึงศักยภาพของการใช้เนื้อติดกระดูกป่น (Meat and 
bone meal) ในการผลิตอาหารที่มีพืชเป็นองค์ประกอบหลัก (Plant-based diet) ส้าหรับปลานิล เนื่องจาก
อาหารดังกล่าวจะมีปริมาณฟอสฟอรัสค่อนข้างน้อย โดยแปรปริมาณการทดแทนกระดูกป่นที่ระดับต่างๆ 
กล่าวคือ ร้อยละ 56 67 และ 78 และน้าไปเลี้ยงปลานิลเป็นเวลา 8 สัปดาห์ ผลจากการศึกษาพบว่าน้้าหนักตัว
ปลา อัตราการเจริญเฉพาะ (Specific growth rate) การเปลี่ยนอาหารเป็นน้้าหนักตัว (Feed conversion 
ratio) ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวปลา (Whole body P concentration) การเก็บกักโปรตีน (Protein 
retention) และฟอสฟอรัสที่ถูกกักเก็บ (Retained P) มีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อมีการเติมผงกระดูกติดเนื้อป่นใน
ปริมาณเพ่ิมขึ้นโดยการเติมที่ร้อยละ 78 ท้าให้ค่าดังกล่าวสูงที่สุด ผลจากการวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์การ
เพ่ิมขึ้นพบว่าเป็นไปแบบเส้นตรง (Linear regression) ดังนั้นการเติมเนื้อและกระดูกป่นเป็นแหล่งของแร่ธาตุ
ฟอสฟอรัสให้กับปลานิลได้เป็นอย่างดี 

 นอกจากสัตว์น้้าแล้วสัตว์บกก็ได้รับการศึกษาถึงผลของการใช้กระดูกปลาในสูตรอาหารเพ่ือเป็นแหล่ง
ของแคลเซียมโดยเฉพาะการศึกษาในสุกรโดย Malde et al. (2009) ศึกษาการการเติมกระดูกจากปลา 
Salmon ปลา Saith และปลา Cod โดยกระดูกปลาดังกล่าวถูกน้ามาผ่านกระบวนการก้าจัดเนื้อโดยการต้ม
และการย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสก่อนท้าให้แห้งและบดเป็นผง จากนั้นผงดังกล่าวถูกน้ามาเสริมในอาหาร
ส้าหรับเลี้ยงสุกรเพ่ือประเมินความสามารถในการดูดซับแคลเซียมจากอาหารแต่ละสูตรเปรียบเทียบกับสูตรที่
เติมแคลเซียมคาร์บอเนตผลจากการศึกษาพบว่าลูกหมูที่ได้รับอาหารสูตรที่เติมผงกระดูกป่นที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์มีอัตราการดูดซึมแคลเซียมได้ดีกว่าลูกหมูกลุ่มที่ได้รับอาหารสูตรเติมผงกระดูกป่นที่ผ่านการต้มน้้าและ
แคลเซียมคาร์บอเนต ผลจากการศึกษาดังกล่าวชี้ให้เห็นว่ากระดูกปลาน่าจะมีศักยภาพในการเป็นแหล่งของ
แคลเซียมธรรมชาติ (Natural calcium) ในอาหารสัตว์หรือแม้กระท่ังอาหารและผลิตภัณฑ์เสริมอาหารส้าหรับ
มนุษย์ได้ด้วย 

 
  2.2.4 กำรใช้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอำหำร 

  การศึกษาศึกษาเพ่ือน้ากระดูกปลามาเป็นแหล่งแคลเซียมส้าหรับมนุษย์ก็ได้รับการศึกษาในล้าดับถัด
มาเพราะกระดูกปลาเป็นทั้งแหล่งของแคลเซียมและฟอสฟอรัส โดยปกติคนเรามักได้รับแร่ธาตุเหล่านั้นจาก
การดื่มนม แต่ส้าหรับผู้บริโภคบางกลุ่มที่เข้าถึงนมและผลิตภัณฑ์นมได้ยากก็อาจก่อให้เกิดการขาดแร่ธาตุ
แคลเซียมได้ ความพยายามในการพัฒนากระดูกปลานิลให้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมแคลเซียมก็ได้รับการศึกษาโดย 
Techochatchawal et al. (2009) โดยกระดูกปลานิลได้ถูกต้มกับน้้าเป็นเวลา 10 นาทีที่ 95 องศาเซลเซียส 
จากนั้นแช่ในสารละลายคลอรีนความเข้มข้น 10 ส่วนในล้านส่วน เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นแช่ในสารละลาย
ด่าง (NaOH) ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 เป็นเวลา 90 นาที โดยใช้สัดส่วนของกระดูกต่อสารละลายด่างเป็น 1:5 
จากนั้นล้างกระดูกดังกล่าวด้วยการปล่อยให้น้้าเปล่าเป็นเวลา 5 ครั้ง จากนั้นกระดูกจะถูกน้าเข้าหม้อนึ่งความ
ดัน (Autoclave) ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 60 และ90 นาที 
จากนั้นกระดูกจะถูกน้าไปอบแห้งที่ 50 70 และ 90 องศาเซลเซียส จากนั้นท้าการประเมินคุณภาพด้านต่างๆ 
เช่น สีของผงกระดูก ความเป็นรูพรุน ความชื้น และปริมาณแคลเซียม นอกจากนั้นปริมาณโลหะหนักท่ีอาจก่อ
อันตรายก็ได้รับการตรวจวัดปริมาณ เช่น ปริมาณตะกั่วและอาร์ซีนิค (Arsenic) ตลอดจนปริมาณจุลินทรีย์ก่อ
โรค ได้แก่ Clostridium spp. Escherichia coli Salmonella spp. และ Stapphylococcus aureus ผล
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จากการศึกษาพบว่าการแช่กระดูกในสารละลายด่างจะท้าให้ได้ผงกระดูกที่มีความขาวและความสว่างมากกว่า
การต้มในคลอรีนและน้้าเปล่า การให้ความร้อนที่อุณหภูมิสูงจะท้าให้ค่าความสว่างของผงกระดูกลดลงถึงแม้ว่า
จะท้าให้สามารถลดระยะเวลาในการท้าแห้งลงได้มากก็ตาม กระบวนการดังกล่าวท้าให้ได้ผงกระดูกท่ีมีปริมาณ
แคลเซียมร้อยละประมาณ 24.09-25.18 จากผลการศึกษาพบว่าการให้ความร้อนกระดูกที่ ที่ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 90 นาที ตามด้วยการท้าให้แห้งที่ 90 องศาเซลเซียส เป็น
สภาวะที่เหมาะสมที่สุดส้าหรับการผลิตผงกระดูกจากปลานิลเพ่ือเป็นผลิตภัณฑ์เสริมเกลือแร่ประเภทแคลเซียม
ธรรมชาติ ผลจากการประเมินคุณภาพพบว่าผงกระดูกที่ได้มีมาตรฐานเป็นไปตามเกณฑ์ของกระทรวง
สาธารณสุข ดังแสดงรายละเอียดได้ใน ตำรำงท่ี 3 นอกจากนั้นปริมาณจุลินทรีย์ก่อโรคก็อยู่ในมาตรฐานที่ได้รับ
การยอมรับดังข้อมูลใน ตำรำงท่ี 4 

 
ตำรำงท่ี 4 องค์ประกอบทางเคมีของกระดูกและอาหารเสริมแคลเซียม 
คุณลักษณะ ปริมำณ 

มำตรฐำนอำหำรเสริม ผงกระดูกปลำนิล 
ปริมำณอำร์ซินิคทั้งหมด  2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 0.36 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ตะกั่ว  1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 0.28 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
แคลเซียมทั้งหมด 120-800 มิลลิกรัมต่อแคปซูล 150 มิลลิกรัมต่อแคปซูล 
 ที่มา: Techochatchawal et al. (2009) 

 
ตำรำงท่ี 5 จุลินทรีย์ในผงกระดูกปลานิลเทียบกับมาตรฐานอาหารเสริมแคลเซียม 
ชนิดของจุลินทรีย ์ ปริมำณ 

มำตรฐำนอำหำรเสริม ผงกระดูกปลำนิล 
Clostridium spp. ไม่พบใน 0.1 กรัม ไม่พบใน 0.1 กรัม 
Escherichia coli  3 MPN ต่อกรัม  3 MPN ต่อกรัม 
Salmonella spp. ไม่พบใน 25 กรัม ไม่พบใน 25 กรัม 
Staphylococcus aureus ไม่พบใน 0.1 กรัม ไม่พบใน 0.1 กรัม 

ที่มา: Techochatchawal et al. (2009) 
 
 จากการศึกษาดังกล่าวน้ามาซึ่งข้อสรุปที่ว่าการผลิตภัณฑ์เสริมแคลเซียมจากกระดูกปลานิลสามารถ

ท้าได้โดยการแช่กระดูกปลานิลในสารละลายด่างด้วยอัตราส่วน 1:5 เป็นเวลา 90 นาทีก่อนน้าไปให้ความร้อน
ที่ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดัน 15ปอนด์ต่อตารางนิ้วเป็นเวลา 90 นาทีและท้าแห้งกระดูกที่ได้โดยการ
ให้ความร้อนที่ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กระดูกที่จะต้องน้าไปบดเป็นผงให้มีขนาดน้อยกว่า 150 
ไมโครเมตร ก่อนบรรจุในแคปซูลขนาด 600 มิลลิกรัม โดย 1 แคปซูลจะมีปริมาณแคลเซียมร้อยละ 25.01 
และคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ได้ก็เป็นไปตามมาตรฐานของรัฐบาลไทย 

นอกจากนั้นการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของผงกระดูกปลาเพ่ือเป็นแหล่งของอาหารเสริม
แคลเซียมยังได้รับการเปรียบเทียบกับกระดูกไก่โดย Phiraphinyo et al. (2006) ซึ่งได้น้ากระดูกปลา Giant 
seaperch (Lates calcarifer Bloch) กับปลา Hoki (Macruronus novaezelandiae) มาสับเป็นชิ้นเล็ก
และแช่ในสารละลายบัพเฟอร์ pH 5 ภายใต้สภาวะเขย่าที่ 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 วัน จากนั้นกรองเอา
เฉพาะกระดูกและล้างน้้าก่อนน้ากระดูกที่ได้ไปอบ 60 องศาเซลเซียสนานหนึ่งวัน บดตัวอย่างที่ได้ให้มีขนาด



 

 

14 

เล็กและร่อนผ่านตะแกรงเบอร์ 60 ลักษณะปรากฎของกระดูกก่อนและหลังอบได้รับการสังเกตุและถูกพบว่า
เมื่อผ่านการอบตัวอย่างจะมีสีเข้มขึ้นและค่าความสว่างหรือความขาวจะลดลง การวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม
ซึ่งท้าโดยด้วยวิธี Complexotitration พบว่ากระดูกไก่และปลา Hoki มีค่าใกล้เคียงกันที่ประมาณร้อยละ 
31.8 และ 32.2 ตามล้าดับ ส่วนปลา Sea perch พบว่ามีแคลเซียมน้อยที่สุดคือร้อยละ 28.1 ปริมาณอาร์ซีนิค
ถูกพบว่ามีค่าน้อยกว่าร้อยละ 3 ส่วนโลหะหนักอ่ืนๆ พบว่ามีค่าน้อยกว่าร้อยละ 0.002 จากนั้นท้าการ
เปรียบเทียบคุณลักษณะของผงกระดูกที่ได้กับแคลเซียมคาร์บอเนตพบว่าผงกระดูกปลาและไก่มีศักยภาพใน
การเป็นแหล่งของแคลเซียมธรรมชาติส้าหรับมนุษย์ได้ 

 
2.3 ผงกระดูกปลำและคุณค่ำทำงโภชนำกำร 
  แม้กระดูกปลาจะได้ขึ้นชื่อว่าเป็นแหล่งของแคลเซียมธรรมชาติและสามารถผลิตเป็นผงที่มีปริมาณ
แคลเซียมได้ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจ้าพวกแร่ธาตุแคลเซียมก็ตาม แต่การบริโภคผงกระดูก
โดยตรงแล้วก่อให้เกิดการน้าไปใช้ประโยชน์ต่อร่างกายก็ได้ถูกตั้งค้าถาม และมีหลายงานวิจัยที่พยายามพิสูจน์
ข้อเท็จจริงดังกล่าวทั้งในแบบจ้าลองของหนูทดลองและของมนุษย์ ทั้งนี้เพ่ือเน้นการประเมินความสามารถใน
การก่อประโยชน์เชิงชีวเคมี (Bioavailibility) ของกระดูกปลา 

Xu (1996) ได้ประเมินศักยภาพของผงกระดูกจากปลา Black carp ต่อปริมาณแคลเซียมในเลือดและ
ความสามารถในการรักษาโรคกระดูกในระบบสิ่งมีชีวิต ( In vitro) โดยใช้หนูทดลอง ผลจากการศึกษาพบว่า
แคลเซียมที่เตรียมได้จากกระดูกปลาสามารถถูกดูดซึมได้เป็นอย่างดีและสามารถน้าแคลเซียมไปใช้ประโยชน์ได้  
  ปี  ค.ศ. 2009 (Luu and Nguyen, 2009) ได้มีนักวิจัยเตรียมผงกระดูกจากปลา Catfish ปลา 
Salmon และปลา Snapper โดยการให้ความร้อนกระดูกในสารละลายด่าง (NaOH, 3%) ด้วยสัดส่วนกระดูก
ต่อด่าง 1:4 เป็นเวลา 30 นาทีจากนั้นน้าไปล้างในสารละลายกรด (HCl, 1%) เพ่ือท้าให้เป็นกลางและน้า
กระดูกที่ได้ไปอบในตู้อบลมร้อนที่ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง กระดูกแห้งที่ได้ถูกน้าไปบดเป็นผง
และร่อนผ่านตะแกรงที่มีขนาด 0.5 มิลลิเมตรก่อนน้าไปเติมในขนมปังโดยเปรียบเทียบกับสารเติมแต่งที่มี
แคลเซียมเป็นองค์ประกอบได้แก่ บีตาไทแคลเซียมฟอสเฟต แคลเซียมซิเตรต โดยเสริมเข้าไปในสูตรของขนม
ปังที่ร้อยละ 1.5 จากนั้นประเมินคุณภาพขนมปังด้านองค์ประกอบเคมี ผลจากการศึกษาพบว่าการเติมผง
กระดูกในขนมปังส่งผลให้ปริมาณแคลเซียมเพ่ิมขึ้นจากตัวอย่างควบคุมเกือบ 5 เท่า โดยการเติมสารเติมแต่งที่
มีแคลเซียมเป็นองค์ประกอบท้าให้แคลเซียมในขนมปังเพ่ิมมากขึ้นกว่าการไม่เติมกระดูกปลา ความสามารถใน
การปลดปล่อยแคลเซียมจากขนมปังเมื่อผ่านกระบวนการย่อยจ้าลอง ( In vitro digestion) ได้ถูกตรวจสอบ 
โดยการย่อยด้วยเอนไซม์เปปซิน ตามด้วยสารสกัดจากน้้าดี (Bile extract) จากนั้นน้าตัวอย่างที่ผ่านการย่อย
ไปท้าการก้าจัดไอออนออกโดยการท้าไดอะไลซีส (Dialysis) ผ่านเยื่อเลือกผ่านที่มีขนาดเลือกผ่าน (Molecular 
cut off) ที่ 12,000 ดาลตัน จากนั้นประเมิน Bioavailability โดยคิดจากสัดส่วนแคลเซียมที่ซึมผ่านออกมา
นอกเยื่อเลือกผ่านต่อแคลเซียมทั้งหมดในตัวอย่าง พบว่าแคลเซียมที่ลอดผ่านเยื่อเลือกผ่านส้าหรับตัวอย่างที่
เติมกระดูกปลามีค่าร้อยละ 35.21 ในขณะที่ตัวอย่างที่เติมแคลเซียมซิเตรตพบว่ามีค่าร้อยละ 31.13 ทั้งๆที่
แคลเซียมในตัวอย่างขนมปังที่เติมแคลเซียมซิเตรตมีค่ามากกว่าขนมปังที่เติมกระดูกปลา (ร้อยละ 507.01 และ 
443.91 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ตามล้าดับ) ผลจากการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าแคลเซียมที่อยู่ในกระดูก
สามารถถูกย่อยด้วยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารได้ในระดับใกล้เคียงหรืออาจจะมากกว่าสารเติมแต่ง
แคลเซียมเสียด้วยซ้้า เมื่อแคลเซียมจากกระดูกถูกย่อยและกลายเป็นแคลเซียมที่ละลาย (Soluble calcium) 
ก็มีแนวโน้มว่าจะถูกดูดซึมเพ่ือน้าไปใช้ประโยชน์ในการพัฒนากระดูก 
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  ในปีถัดมา Malde et al. (2010) ได้ศึกษา Bioavailibility ของกระดูกปลา Atlantic salmon ซึ่ง
จัดเป็นปลาไขมันสูง (Oily fish) เปรียบเทียบกับปลา Atlantic cod ซึ่งจัดเป็นปลาไขมันต่้า (Lean fish) โดย
ใช้หน่วยทดลองเป็นชายสุขภาพดีจ้านวน 10 คน จากนั้นได้ท้าการตรวจวัดปริมาณ 47Ca ภายหลังการย่อย
อาหาร โดยการทดลองได้เปรียบเทียบกับแคลเซียมคาร์บอเนตเป็นตัวควบคุมด้วย ผลจากการศึกษาพบว่า
ปริมาณการดูดซึมแคลเซียมจากผงกระดูกปลา Salmon ปลา Cod และแคลเซียมคาร์บอเนตมีค่าร้อยละ 21.9 
 1.7 22.5  1.7 และ 27.4  1.8 ถึงแม้ว่าการดูดซึมแคลเซียมของชายทดลองที่ได้รับผงกระดูกปลาจะมีค่า
น้อยกว่าแคลเซียมคาร์บอเนตแต่ผลการทดลองดังกล่าวสะท้อนให้เห็นว่าการบริโภคผงกระดูกปลาท้าให้
ปริมาณการดูดซับแคลเซียมในร่างกายของคนเราเพ่ิมขึ้นอย่างเห็นได้ชัด โดยอัตราการดูดซึมแคลเซียมในรูป
ของเกลือของร่างกายคนเราถูกรายงานว่าอยู่ในช่วงร้อยละ 23-27 นอกจากนั้นการดูดซึมแคลเซียมจะเกิดขึ้น
ได้ดีก็ต่อเมื่อได้รับแคลเซียมพร้อมๆกับการรับประทานอาหาร นอกจากนั้นยังให้ค้าแนะน้าส้าหรับการศึกษา
ต่อไปว่าการจะน้ากระดูกปลามาเป็นแหล่งแคลเซียมธรรมชาติส้าหรับคนเราควรจะมีกระบวนการท้าให้กระดูก
อ่อนนุ่ม (Bone softening method) กระบวนการดังกล่าวท้าได้โดยการให้ความร้อนและการใช้กรด 
นอกจากนั้นการให้เวลาในการท้าให้สุกที่นานก็มีส่วนช่วยเช่นเดียวกัน โดยการท้าให้สุ กนานๆจะท้าให้กระดูก
นุ่มได้เนื่องจากมีการชะเอาโปรตีนขนาดเล็กที่พ้ืนผิวของกระดูกออกไปกับน้้าท้าให้เนื้อสัมผัสของกระดูก
เปลี่ยนไป ดังนั้นการท้าให้อาหารสุกนานๆจะช่วยท้าให้ร่างกายได้รับแคลเซียมเพ่ิมขึ้นท้าให้เพ่ิมความสามารถ
ในการถูดดูดซับของแคลเซียมได้ดีข้ึน 

 
2.4 กำรใช้ผงกระดูกปลำปรับปรุงคุณภำพโปรตีนเจลจำกปลำ 

นอกจากการศึกษาบทบาทของแคลเซียมในกระดูกปลาต่อคุณค่าทางอาหารแล้ว การใช้ประโยชน์จาก
แคลเซียมในกระดูกปลาเพ่ือการปรับปรุงคุณภาพของโปรตีนเจลปลาก็ได้รับการศึกษาทั้งนี้เพ่ือเป็นแนวทางใน
การน้าวัสดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรมแปรรูปปลามาปรับปรุงคุณภาพผลิตภัณฑ์จากเนื้อปลาน้ามาซึ่งการจัดการ
ของเสียที่มีประสิทธิภาพและลดต้นทุนการน้าเข้าแคลเซียมสังเคราะห์ด้วย 

Kim et al. (1998) ได้ศึกษาผลของกระดูกปลา Alaska Pollock ในซูริมิที่ผลิตจากปลา Mackerel 
และตรวจประเมินคุณภาพด้านต่างๆ พบว่าปริมาณแคลเซียมทั้งหมดเพ่ิมขึ้นจากเดิม 7.0 เป็น 270.05 และ
ปริมาณแคลเซียมละลายได้เพ่ิมข้ึนจาก 2.9 เป็น 105.0 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม เมื่อมีการเติมผงกระดูกปลาลง
ไปร้อยละ 0.9 เนื้อสัมผัสของเจลจากซูริมิได้รับการปรับปรุงขึ้นคิดเป็นร้อยละ 0.9 นอกจากนั้นการมีผงกระดูก
ช่วยลดอัตราการผลิตฮีสตามีน (Histamine) ในตัวอย่างได้ด้วย อย่างไรก็ตามความแข็งแรงของเจลกลับมีค่า
ลดลงเมื่อเทียบกับตัวอย่างท่ีไม่มีการเติมผงกระดูกปลา 

เมื่อเร็วๆนี้ Yin et al. (2014) ได้ศึกษาผลของการเติมผงกระดูกปลาในผลิตภัณฑ์โปรตีนเจลจากเนื้อ
ปลาบดที่ผ่านการล้างน้้าและแช่เยือกแข็ง (Surimi) โดยเปรียบเทียบผลของกระดูกในระดับนาโนเมตรและ
ไมโครเมตร โดยใช้กระดูกจากปลา Pacific whiting กระบวนการผลิตผงกระดูกเริ่มจากแช่กระดูกใน
สารละลายด่างที่มีค่า pH 12 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นล้างน้้าและก้าจัดเศษเนื้อออกแล้วน้ากระดูกท่ีได้ไปอบ
ในตู้อบลมร้อน 105 องศาเซลเซียสนานข้ามคืน กระดูกท่ีได้ถูกน้าไปบดด้วยเครื่องบดและร่อนผ่านตะแกรงที่มี
ขนาด 150 ไมโครเมตร จากนั้นผงกระดูกดังกล่าวได้ถูกน้าไปบดด้วยกระบวนการโม่เปียก (Wet milling) 2 
ขั้นตอนท้าให้ได้กระดูกท่ีมีขนาดเล็กลงในระดับนาโนเมตร ท้าการประเมินปริมาณแคลเซียมจากผงกระดูกด้วย
หลักการ Inductively coupled plasma-optical spectrometry จากนั้นน้ากระดูกที่ได้ทั้งสองขนาดไป
ผสมกับ Surimi ที่ผลิตจากปลา Alaska Pollock ในสภาวะที่มีเกลือร้อยละ 2 ตามกระบวนการท้าให้เป็นเจล
โดยได้แปรความเข้มข้นของผงกระดูกทั้งสองขนาดในตัวอย่างตั้งแต่ร้อยละ 0 0.1 0.25 0.5 1 และ 2 จากนั้น
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น้าตัวอย่างไปอัดในไส้ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 เซ็นติเมตร น้าตัวอย่างไปบ่มที่ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 ชั่วโมงก่อนซึ่งกระบวนการนี้เรียกว่าการเซ็ทตัวอย่าง (Setting process) แล้วน้าไปให้ความร้อนที่ 90 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นประเมินเนื้อสัมผัสของเจลที่ได้ พบว่าการเติมผงกระดูกที่มีขนาดเล็ก
ระดับนาโนเมตรท้าให้ค่าแรงที่ท้าให้เจลแตกและระยะทางที่ท้าให้เจลแตกเพ่ิมมากขึ้นในขณะที่ การเติมผง
กระดูกระดับไมโครเมตรไม่ส่งผลใดๆเลย การที่ค่าแรงและระยะทางดังกล่าวเพ่ิมมากขึ้นสะท้อนให้เห็นว่าเนื้อ
สัมผัสของเจลได้รับการปรับปรุง และเมื่อประเมินเทียบกับการรับรู้ทางประสารทสัมผัสจะท้าให้ได้เนื้อสัมผัสที่
มีความยืดหยุ่นซึ่งเป็นคุณลักษณะที่ส้าคัญส้าหรับผลิตภัณฑ์เจลจากโปรตีนและเป็นเกณฑ์ที่ใช้ในการจัดล้าดับ
คุณภาพของซูริมิ นอกจากนั้นการเติมกระดูกขนาดนาโนเมตรยังช่วยเพ่ิมความขาวและความสว่างให้กับเจลอีก
ด้วย เมื่อพิจารณาภาพถ่ายพื้นผิวของเจลพบว่ากระดูกระดับนาโนเมตรสามารถรวมตัวกันกับเจลได้เป็นอย่างดี
โดยไม่ท้าให้ความต่อเนื่องของเส้นใยเจล (Fibrillar gel) ขาดหายไป ดังนั้นการเติมผงกระดูกในระดับนาโน
เมตรจึงน่าจะเป็นแนวทางในการเพ่ิมคุณภาพของผลิตภัณฑ์เจลจากเนื้อปลาด้วยวัสดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรม
แปรรูปปลา 

ในปีเดียวกันนี้ การทดลองที่เป็นการยืนยันประสิทธิภาพของผงกระดูกท่ีมีขนาดเล็กระดับนาโนเมตรต่อ
คุณภาพของเจลจากซูริมิก็ได้รับการประเมินอีกครั้งโดยศึกษาตั้งแต่ผลของผงกระดูกต่อพฤติกรรมของโปรตีน
ในซู ริมิ จากปลา Alaska Pollock ด้ วย เครื่องวัดการเปลี่ ยนแปลงทางวิทยากระแส (Rheological 
measuremnt) ผลจากการศึกษาพบว่าการเติมผงกระดูกระดับนาโนเมตรท้าให้เร่งกระบวนการเกิดเจลอันจะ
เห็นได้จากค่าความเป็นเจล (G’) ของตัวอย่างมีค่าเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของผงกระดูกในตัวอย่าง 
เมื่อน้าตัวอย่างที่เป็นเจลอย่างสมบูรณ์ไปพิสูจน์การเชื่อมข้ามของโปรตีนท้าให้ทราบว่าโปรตีนโดยเฉพาะมัย
โอนซิน (Myosin) ได้ถูกเชื่อมข้ามด้วยพันธะโควาเลนท์ (Covalent bonding) โดยพันธะดังกล่าวไม่สามารถ
ถูกท้าลายได้ด้วยสารรีดิวซ์ (Reducing agent) จึงไม่น่าจะเป็นพันธะโควาเลนท์แบบไดซัลไฟด์ (Disulfide 
bone) อย่างไรก็ตามพันธะโควาเลนท์ที่เกิดขึ้นได้ถูกสันนิษฐานว่าเป็นพันธะไอโซเปปไทด์ (Isopeptide) ที่เกิด
จากการเชื่อมกันระหว่างโปรตีนที่กลูตามีนกับโปรตีนที่มีไลซีนเป็นองค์ประกอบ การเชื่อมข้ามดังกล่าวสามารถ
เกิดข้ึนได้จากการเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสจากจุลินทรีย์ซึ่งได้รับการค้นพบโดย Ando et al. 
(1996) น้ามาซึ่งการผลิตเป็นเอนไซม์เชิงการค้า (Commercial enzyme) เอนไซม์ดังกล่าวสามารถท้างานได้
โดยไม่ต้องไอออนชนิดใดเลยท้าให้ง่ายต่อการประยุกต์ใช้และเอนไซม์ชนิดนี้ยังถูกใช้เพ่ือปรับปรุงคุณภาพของ
โปรตีนเจลจากเนื้อปลาในกรณีที่โปรตีนที่น้ามาผลิตเจลมีคุณภาพต่้า อย่างไรก็ตามการพ่ึงพาเอนไซม์ทางการ
ค้าถึงแม้จะส่งผลดีต่อผลิตภัณฑ์แต่ก็ส่งผลเสียเพราะจะท้าให้เกิดความเสียเปรียบในการแข่งขันทางการค้า 
ดังนั้นการหาเอนไซม์ทางเลือกเพ่ือปรับปรุงคุณภาพของผลิตภัณฑ์จากโปรตีนเจลจึงน่าจะเป็นทางออก 

เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสเป็นเอนไซม์ที่พบในกล้ามเนื้อปลาอยู่แล้ว และมีงานวิจัยศึกษาคุณลักษณะ
ของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสในกล้ามเนื้อปลาพอสมควร โดยเอนไซม์ดังกล่าวพบว่ามีความต้องการแคลเซียม
ในการกระตุ้นการท้างาน ดังนั้นหากเราสามารถกระตุ้นให้เอนไซม์ในกล้ามเนื้อปลาท้างานได้เต็มประสิทธิภาพ
ก็จะท้าให้ไม่จ้าเป็นต้องเติมเอนไซม์จากภายนอก ดังนั้นจึงมีงานวิจัยที่พบว่าการเติมแคลเซียมในผลิตภัณฑ์
เหล่านี้ช่วยปรับปรุงเนื้อสัมผัสได้ดังนั้นแคลเซียมจากกระดูกปลาจึงเป็นแหล่งที่น่าสนใจต่อการพัฒนาเพราะ
เป็นวัสดุเหลือใช้ที่ผลิตขึ้นโดยอุตสาหกรรมแปรรูปปลาอยู่แล้ว ดังนั้นผลของแคลเซียมในกระดูกปลาต่อการ
ท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสและคุณภาพด้านเนื้อสัมผัสของโปรตีนเจลจึงได้รับการพิสูจน์ 
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2.5 กำรใช้ผงกระดูกปลำกระตุ้นกำรท ำงำนทรำนสกลูทำมิเนสจำกปลำ 
Yin et al. (2010) ได้พิสูจน์ว่าแคลเซียมที่มีอยู่ในกระดูกปลาสามารถกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ได้

โดยใช้สารตั้งต้นเป็นเอมีนสังเคราะห์คือโมโนแดนซิลคาดาเวอรีนซึ่งเป็นสารที่เรืองแสง (Fluoresce) ได้ และได
เมทิลเคซีนซึ่งเป็นเคซีนดัดแปรให้มีความเหมาะสมเป็นสารตั้งต้นให้กับเอนไซม์ ในภาวะที่มีแคลเซียมที่เพียงพอ 
เอนไซม์จะเร่งการเชื่อมข้ามระหว่างโมโนแดนซิลคาดาเวอรีนกับไดเมทิลเคซีนท้าให้ความสามารถในการเรือง
แสงของแดนซิลคาดาเวอรีนเปลี่ยนไปเราจึงสามารถติดตามการเชื่อมข้ามได้จากการวัดการเรืองแสงด้วยเครื่อง
สเปกโตรฟลูออโรมิเตอร์ได้ที่ความยาวคลื่นของการกระตุ้นและการปลอดปล่อยพลังงานที่ 350 และ 480 นา
โนเมตร ตามล้าดับ ผลจากการศึกษาพบว่าการเติมผงกระดูกปลาที่มีขนาดระดับนาโนเมตรให้ได้แคลเซียมใน
ระดับ 2 มิลลิโมลาร์ท้าให้กิจกรรมของเอนไซม์เพ่ิมข้ึนมากที่สุดแต่เมื่อเปรียบเทียบกับแคลเซียมคลอไรด์ก็ส่งผล
ให้กิจกรรมมีค่าน้อยกว่าการเติมแคลเซียมที่ความเข้มข้น 0.025 มิลลิโมลาร์ ทั้งนี้อาจเป็นเพราะแคลเซียมที่อยู่
ในผงกระดูกปลามีความสามารถในการละลายที่ต่้ากว่าเมื่อเทียบกับแคลเซียมคลอไรด์ที่พร้อมต่อการละลาย  

นอกจากนั้นเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ทรานกลูทามิเนสโดยผง
กระดูกขนาดระดับนาโนเมตรและขนาดไมโครเมตรพบว่ากิจกรรมของทรานสกลูทามิเนสเพ่ิมขึ้นจาก 7.6 
หน่วยต่อมิลลิลิตร เป็น 17.6 หน่วยต่อมิลลิลิตรเมื่อเติมผงกระดูกระดับนาโนเมตรที่ความเข้มข้นร้อยละ 2 
ในขณะที่การเติมผงกระดูกขนาดไมโครเมตรท้าให้กิจกรรมเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยเป็น 9.5 หน่วยต่อมิลลิลิตร ผล
ดังกล่าวจึงเป็นหลักฐานแสดงให้เห็นว่าแคลเซียมที่อยู่ในผงกระดูกสามารถถูกละลายออกมาและกระตุ้นการ
ท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสได้ นอกจากนั้นความสามารถในการละลายของแคลเซียมจากกระดูก
ขนาดใหญ่น่าจะมีน้อยกว่ากระดูกขนาดเล็กจึงท้าให้ปริมาณแคลเซียมที่ละลายได้มีค่าน้อยและกระตุ้นการ
ท้างานของเอนไซม์ได้น้อยเม่ือเทียบในกรณีของผงกระดูกแคลเซียมขนาดระดับไมโครเมตร 

ผลจากการศึกษาที่ผ่านมา Hemung (2013) ได้ เตรียมผงกระดูกจากปลานิลให้มีขนาดระดับ
ไมโครเมตรแล้วศึกษาความสามารถในการละลายพบว่าความสามารถในการละลายของแคลเซียมในกระดูก
ปลานิลมีค่าค่อนข้างต่้า อย่างไรก็ตามแคลเซียมที่ละลายได้ก็ยังมีความสามารถในการกระตุ้นการท้างานของ
เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสได้ 

ผลจากการศึกษาทั้งหมดสะท้อนให้เห็นว่ากระดูกปลาสามารถเป็นแหล่งของแคลเซียมได้เป็นอย่างดีและ
การเก็บเกี่ยวกระดูกปลาเพ่ือมาเติมในผลิตภัณฑ์อาหารก็เป็นแนวทางในการเพ่ิมคุณค่าทางอาหารได้เป็นอย่าง
ดีโดยแคลเซียมที่เติมลงไปในรูปของผลกระดูกนั้นสามารถถูกย่อยและดูดซึมเพ่ือไปใช้ในกระบวนการพัฒนา
ของกระดูกได้ในล้าดับถัดไป นอกจากนั้นการเติมผงกระดูกในโปรตีนเจลนอกจากจะเป็นแนวทางในการเพ่ิม
คุณค่าทางโภชนาการโดยการเพ่ิมแคลเซียมธรรมชาติในผลิตภัณฑ์แล้วแคลเซียมดังกล่าวยังมีผลในการกระตุ้น
การท้างานของเอนไซม์ส่งผลให้เกิดการปรับปรุงเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์จากโปรตีนเจลปลาได้ด้วย อย่างไรก็
ตามผลของการเติมผงกระดูกต่อคุณลักษณะของระบบอิมัลชันเจลจากเนื้อปลาอันได้แก่ระบบของไส้กรอกเนื้อ
เนียน (Emulsion gel) ยังไม่เคยได้รับการรายงานและควรได้รับการศึกษา ผลจากการศึกษาหากพบว่าผง
กระดูกปลาสามารถเพ่ิมคุณลักษณะทางด้านเนื้อสัมผัสให้กับผลิตภัณฑ์ดังกล่าวได้จะก่อให้เกิดผลดีเป็นวงการ
อุตสาหกรรมไส้กรอกเนื้อเนียนโดยเฉพาะที่ผลิตจากปลาเป็นอย่างมาก นอกจากนั้นยังจะท้าให้เกิดการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์ไส้กรอกปลาที่มีอุดมไปด้วยแร่ธาตุแคลเซียมโดยที่ใช้แคลเซียมธรรมจากกระดูกปลาอันเกิดจากการ
แปรรูปปลาก่อให้เกิดการจัดการวัสดุเหลือใช้จากกระบวนการแปรรูปปลาอย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

3.1 วัตถุดิบและสำรเคมี 

 ปลาเกล็ดเงิน ขนาดประมาณ 1200-1500 กรัมต่อตัว และปลานิลขนาดตัวประมาณ 600-800 กรัม
(รูปที่ 1)  ได้ถูกซ้ือมาจากตลาดโพธิ์ชัย อ้าเภอเมือง จังหวัดหนองคาย โดยปลาจะถูกฆ่าและบรรจุในกล่องโฟม
แล้วปิดทับด้วยน้้าแข็งเพ่ือควบคุมอุณหภูมิของปลาไว้ให้เย็นและถูกเคลื่อนย้ายมายังห้องปฏิบัติการสาขาวิชา
อุตสาหกรรมเกษตร คณะวิทยาศาสตร์ประยุกต์และวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น วิทยาเขต
หนองคาย โดยใช้ระยะเวลาในการเดินทางประมาณ 30 นาที เมื่อมาถึงห้องปฏิบัติการปลาเหล่านั้นจะถูกตัด
หัว ตัดครีบ ควักเครื่องใน ลอกหนัง ส่วนเนื้อและกระดูกกลางล้าตัวจะถูกแยกออกจากกัน โดยกระดูกที่
รวบรวมได้จากปลาทุกตัวจะถูกบรรจุในถุงพลาสติกก่อนเก็บแช่เยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่า
จะได้รับการศึกษาวิจัย ส่วนเนื้อของปลาทั้งสองชนิดจะถูกรวบรวมและบดผ่านเครื่องบดที่มีรูตะแกรงขนาด 3 
มิลลิเมตร เนื้อที่ผ่านการบดจะถูกผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันก่อนแยกออกบรรจุถุงพลาสติกเป็นส่วนย่อย ส่วนละ 
1000 กรัม และรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียสจนกกว่าจะได้รับการศึกษาวิจัย 

สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์กิจกรรมของทรานสกลูทามิเนสอันประกอบด้วยโมโนแดนซิลคาดาเวอรีน 
(Monodansylcadaverine) ไดเมทิลเคซีน (Dimethylated casien) และไดไทโอทรีไอทอล (Dithiotreietol) 
ถูกซื้อมาจากบริษัท Sigma chemical company (St. Louise, MO, USA) สารเคมีชนิดอ่ืนๆ เป็นประเภท
ส้าหรับใช้เพ่ือการวิเคราะห์ (Analytical grade) ส่วนประกอบอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตไส้กรอกมี
คุณภาพระดับเชิงการค้า (Commercial grade) และเป็นระดับคุณภาพท่ีใช้ส้าหรับอาหาร (Food grade) 

3.2 ตอนที่ 1 กำรศึกษำคุณลักษณะของกระดูกปลำ 
3.2.1 กำรศึกษำคุณลักษณะของผงกระดูกปลำ 

3.2.1.1 กำรเตรียมผงกระดูกปลำ 
กระดูกกลางล้าตัวของปลาเกล็ดเงินและปลานิลที่ผ่านการแช่เยือกแข็งได้ถูกท้าให้ละลาย (Thaw) 

โดยการวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นก็น้ามาแช่ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.8 (น้้าหนักต่อปริมาตร) โดยใช้สัดส่วนของก้างต่อสารละลายด่างที่ 1: 5 จากนั้นน้าไปให้ความร้อนที่ 
90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง น้าตัวอย่างที่ได้ไปล้างเอาเศษเนื้อออกโดยให้น้้าไหลผ่านตะแกรงจนน้้า
ล้างมีความเป็นกลางซึ่งวัดโดยใช้กระดาษลิสมัส น้ากระดูกท่ีได้ไปให้ความร้อนในหม้อนึ่งความดันที่ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน้ากระดูกที่ได้ไปอบที่ 100 องศา
เซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืน น้ากระดูกที่ได้ไปบดให้เป็นผงโดยใช้เครื่องบดแบบฆ้อนตี (Hammer mill) โดยใช้
ขนาดของตะแกรง (Sieve) 38 ไมโครเมตร น้าผงที่ได้บรรจุในถุงพลาสติกและเก็บแช่เยือกแข็งที่ -20 องศา
เซลเซียสจนกว่าจะน้าไปศึกษาวิจัย การเตรียมกระดูกปลาด้วยวิธีข้างบนแต่เปลี่ยนจากสารละลายด่างเป็น
น้้าเปล่าได้รับการศึกษาเพ่ือใช้เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเตรียมกระดูกด้วยสารละลายด่างและน้้า 
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รูปที่ 1 ปลาเกล็ดเงิน (ก) และปลานิล (ข) 
 
 

3.2.1.2 กำรวิเครำะห์ผงกระดูกปลำ 
3.2.1.2.1 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมี 

องค์ประกอบทางเคมีของผงกระดูกปลาได้รับการวิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐานของ 
American Official Analytical Chemists (AOAC) พิมพ์ครั้งที่ 17 ปี ค.ศ. 2000  

การหาความชื้นในตัวอย่างท้าได้โดยการอบไล่ความชื้นในตู้อบลมร้อนที่ 105 องศา
เซลเซียส นานกว่า 12 ชั่วโมงหรือจนกว่าน้้าหนักตัวอย่างคงท่ี ปล่อยให้ตัวอย่างเย็นและชั่งน้้าหนักตัวอย่างแห้ง 
ค้านวณหาน้้าหนักน้้าที่หายไปและรายงานเป็นร้อยละของความชื้นในแต่ละตัวอย่าง โดยดังกล่าวได้จาก
ค่าเฉลี่ย 3 ซ้้า  การวิเคราะห์โปรตีนอย่างหยาบโดยใช้วิธีการหาไนโตรเจนทั้งหมด (Total nitrogen) โดยวิธี
ของ Kjeldahl ด้วยการย่อยตัวอย่างอบแห้งด้วยกรดซัลฟลูริกเข้มข้นจากนั้นดักเอาไอของแอมโนเนียด้วยกรด
บอริกเพ่ือท้าปฏิกิริยาให้กลายเป็นบอเรต ไทเทรตหาปริมาณบอเรตโดยใช้กรดเกลือความเข้มข้นแน่นอน 0.1 
นอร์มัล จากนั้นค้านวณหาปริมาณร้อยละของไนโตรเจนจากสมมูลของกรด เปลี่ยนปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
เป็นปริมาณโปรตีนโดยใช้ตัวคูณ (Conversion factor) เป็น 6.25 รายงานร้อยละของโปรตีนในรูปของ
ค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์ 3 ซ้้า การวิเคราะห์ไขมันอย่างหยาบท้าได้โดยการสกัดตัวอย่างอบแห้งด้วย

ก 

ข 
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ปิโตรเลียมอีเทอร์ (Petroleam ether) เป็นเวลา 2 ชั่วโมงจากนั้นระเหยตัวท้าละลายออกและน้าตัวอย่างอบ
ไล่ตัวท้าละลาย 30 นาที ชั่งน้้าหนักของไขมันที่ได้จากการสกัดและรายงานผลเป็นค่าเฉลี่ยที่เกิดจากการ
วิเคราะห์ 3 ซ้้า การวิเคราะห์เถ้าทั้งหมดท้าได้โดยการเผาตัวอย่างอบแห้งที่บรรจุในถ้วยกระเบื้องในตู้เผาเถ้าที่
อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา12 ชั่วโมงจนสังเกตเห็นว่ามีเถ้าสีขาวเกิดข้ึน ชั่งน้้าหนักเถ้าและรายลาน
เป็นค่าเฉลี่ยอันเกิดจากการวิเคราะห์ 3 ซ้้า 

3.2.1.2.2 กำรวิเครำะห์สี 
สีของผงกระดูกได้ถูกวิเคราะห์โดยใช้เครื่องวัดสี (Colorimeter, CR-10; Minolta; 

Tokyo, Japan) รายงานค่าสีเป็น Hunter L, a, and b เป็นค่าเฉลี่ยที่เกิดจากการวัด 5 ซ้้า  
3.2.1.2.3 กำรวิเครำะห์ FT-IR 
ผงกระดูกที่ได้จากการเตรียมโดยวิธีการต้มน้้าและต้มด่างได้ถูกน้าไปวิเคราะห์ถึงหมู่

เชิงหน้าที่ของพันธะเคมีที่อยู่ภายในด้วยเทคนิค FT-IR โดยการผสมตัวอย่างกับโพแทสเซียมโบรไมด์แล้วอัดเป็น
เม็ด (Tablet) จากนั้นบันทึกการสั่นของโมเลกุลเพ่ือพิจารณาหมู่เชิงหน้าที่ (Functional group) ด้วยเครื่อง 
FT-IR spectroscopy (Spectrum one 60045, Perkin Elmer, England) โดยใช้เครื่อง 6700 โดยบันทึก 
สเปกตรา (Spectra) ตั้งแต่หมายเลขคลื่น (Wave number) 4000-450 ต่อเซ็นติเมตร โดยแต่ละ Spectra 
เกิดจากการเฉลี่ยของการวัด (Scan) ทั้งหมด 32 ครั้ง 

3.2.1.2.4 กำรถ่ำยภำพผ่ำนกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกรำด 
การวิเคราะห์ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดท้าได้โดยการน้าผงกระดูกไป

เคลือบทองแล้วบันทึกภาพถ่ายแบบส่องกราดด้วยเครื่อง Scanning electron microscopy ที่ก้าลังขยาย 
5000 เท่า โดยใช้เครื่อง Hitachi S-3000N (Hitachi, Japan) 

3.2.1.2.5 กำรวิเครำะห์แคลเซียมทั้งหมดและแคลเซียมละลำยได้ 
  ผงกระดูกปลาเกล็ดเงินที่เตรียมไว้ได้ถูกน้าไปตรวจวิเคราะห์หาปริมาณแคลเซียมโดยการย่อย
ด้วยกรดไนตริคแล้วตรวจวัดปริมาณแคลเซียมด้วยเทคนิค  Inductively coupled plasma-optical 
emission spectrometry (ICP-OES) ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Optima 4300 DV (Perkin Elmer Instruments; 
Norwalk, CT, USA) และปริมาณแคลเซียมได้ถูกบันทึกด้วยสัญญาณท่ีความยาวคลื่น 317.933 นาโนเมตร 
 ผงกระดูกปลาเกล็ดเงินได้ถูกน้ามาผสมกับน้้าด้วยสัดส่วน 1:4 แล้วเขย่าที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส
ด้วยความเร็ว 100 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน้าส่วนผสมมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000g 
เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatmann) แล้วเก็บส่วนใสไปวิเคราะห์
ปริมาณแคลเซียมด้วยเทคนิค ICP-OES ดังรายละเอียดที่กล่าวมาแล้ว  
 

3.2.2 กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมกับกำรสกัดแคลเซียมจำกผงกระดูกปลำนิลด้วยกรด 
  3.2.2.1 กำรศึกษำชนิดกรดที่เหมำะสม 
   ผงกระดูกถูกน้ามาผสมกับกรด 5 ชนิดได้แก่ กรดก้ามะถัน (Sulphuric acid) กรด

ไนตริก (Nitric acid) กรดเกลือ (Hydrochloric acid) กรดน้้าส้ม (Acetic acid) และกรดมะนาว (Citric 
acid) ในสัดส่วน 1:20 (น้้าหนัก/ปริมาตร) โดยกรดดังกล่าวความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ ของผสมดังกล่าวถูก
น้าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน้าสารที่ได้ไปกรองผ่าน
กระดาษกรองและท้าการตกตะกอนให้อยู่ในรูปของแคลเซียมออกซาเลต จากนั้นละลายออกซาเลตกลับด้วย
กรดก้ามะถันและหาปริมาณแคลเซียมในส่วนที่ละลายด้วยการไทเทรตรโดยอาศัยปฏิกิริยารีดอกซ์ ( Redox 
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titration) โดยแสดงผลการสกัด (Extractability) ในรูปของการเทียบเป็นร้อยละกับค่าสูงสุด (Normalized 
extractability) 

  3.2.2.2 กำรศึกษำควำมเข้มข้นที่เหมำะสม 
   ความเข้มข้นที่เหมาะสมของกรดอะซิติกได้ถูกศึกษาในช่วง 0.03 0.06 0.12 0.25 

0.5 และ 1.0 โมลาร์ โดยควบคุมสภาวะการในการสกัดให้เหมือนกับการทดลองตอนที่ผ่านมาและรายงานผล
การสกัดในรูปของ Normalized extractability 

  3.2.2.3 กำรศึกษำเวลำที่เหมำะสม 
   เวลาที่เหมาะสมต่อการใช้กรดอะซิติก ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ ได้รับการศึกษา

ตั้งแต่ 1 3 6 12 24 48 และ 72 ชั่วโมง โดยควบคุมสภาวะการในการสกัดให้เหมือนกับการทดลองตอนที่ผ่าน
มาและรายงานผลการสกัดในรูปของ Normalized extractability 

 
3.2.2 กำรกำรสกัดแคลเซียมจำกผงกระดูกปลำนิลด้วยกรดอะซิติกในสภำวะท่ีเหมำะสม 

3.2.2.1 กำรสกัดแคลเซียมด้วยกรดอะซิติก 
    ผงกระดูกปลานิลได้ถูกผสมกับกรดอะซิติกความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ ด้วยสัดส่วน 
1:20 (น้้าหนักต่อปริมาตร) น้าไปเขย่าที่ อุณหภูมิห้องด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
จากนั้นกรองเอาสารละลายที่ได้ผ่านกระดาษกรอง (Wattman® เบอร์ 1) น้าสารละลายที่ได้ไปปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่างให้เป็น 7.0 ก่อนน้าส่งวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมที่แน่นอน 

3.2.2.2 กำรวิเครำะห์ควำมเข้มข้นของแคลเซียมในสำรสกัด 
   ความเข้มข้นของแคลเซียมในสารละลายถูกตรวจสอบโดยเทคนิค Inductive 

couple plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES) ตามรายละเอียดที่กล่าวมาแล้ว 
 

3.3 ตอนที่ 2 ผลของกระดูกปลำเกล็ดเงินต่อคุณภำพไส้กรอกปลำเกล็ดเงิน 
3.3.1 กำรเตรียมผงกระดูกปลำเกล็ดเงิน 

ผงกระดูกปลาเกล็ดเงินที่เตรียมโดยการแช่ในสารละลายด่าง (NaOH) มีคุณสมบัติที่ดีกว่าแบบที่
เตรียมด้วยน้้าเปล่า เนื่องจากมีปริมาณเถ้าซึ่งสะท้อนถึงปริมาณแร่ธาตุมากที่สุด นอกจากนั้นยังมีปริมาณ
อินทรีย์สารอันได้แก่ ไขมันและโปรตีนต่้า ดังนั้นเฉพาะตัวอย่างผงกระดูกที่เตรียมด้วยสารละลายโซเดียมไฮดร
อกไซด์ จึงถูกเลือกมาใช้ประเมินผลกระทบต่อคุณภาพด้านต่างๆ เมื่อเติมลงในไส้กรอกอิมัลชันจากปลา 
รายละเอียดในการเตรียมผงกระดูกเป็นไปแบบเดียวกับที่อธิบายในการทดลองตอนที่ 1 เรื่องการเตรียมผง
กระดูกปลา 

3.3.2 กำรวิเครำะห์กิจกรรมทรำนสกลูทำมิเนสที่กระตุ้นด้วยแคลเซียมละลำยได้จำกปลำเกล็ดเงิน 
 เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสอย่างหยาบ (Crude transglutaminase) จากกล้ามเนื้อปลาเกล็ดเงินถูก
สกัดออกมาตามวิธีการที่อธิบายไว้ก่อนหน้านี้ (Hemung et al., 2008) กิจกรรมของสารสกัดเอนไซม์อย่าง
หยาบถูกตรวจสอบโดยวัดจากความสามารถในการเชื่อมข้ามเอมีนสังเคราะห์ (MDC) เข้าไปในโครงสร้างของเค
ซีนดัดแปร (DMC) และติดตามกิจกรรมที่เกิดขึ้นภายหลังการบ่มที่ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที โดย
ส่วนผสมที่ใช้ในการท้าปฏิกิริยาประกอบด้วยบัพเฟอร์ (Tris-Cl, pH 7.5) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ไดเมทิล
เคซีน (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) DTT (3 มิลลิโมลาร์) MDC (15 ไมโครโมลต่อลิตร) ปริมาณแคลเซียมจากส่วน
ใสถูกเติมลงในส่วนผสมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 500 และ 1000 นาโนโมลาร์ และเปรียบเทียบกับ
แคลเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 1000 นาโนโมลาร์ ภายหลังการบ่มตัวอย่างท้าการหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม



 

 

22 

สารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 400 มิลลิโมลาร์ หลังจากนั้นได้น้าสารละลายไปวัด
ความเข้มของการเรืองแสง (Fluorescence intensity) ที่ความยาวคลื่นกระตุ้นและปลดปล่อยพลังงาน 350 
และ 480 ตามล้าดับ (F-2700 FL Spectrofluorometer, Hitachi, Japan) หนึ่งหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์
ถูกให้ค้าจ้ากัดความว่าเป็นปริมาณของ MDC ที่ถูกเชื่อมเข้ากับเคซีนดัดแปรรูปเมื่อใช้เอนไซม์ 1 มิลลิลิตรใน
สภาวะการเร่งปฏิกิริยาที่ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาท ี
 การวิเคราะห์กิจกรรมดังกล่าวได้เปรียบเทียบระหว่างตัวอย่างที่ไม่เติมแคลเซียมใดๆ ให้เป็นตัวควบคุม
เชิงลบ (Negative control) และตัวอย่างที่เติมแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้นเท่ากันกับแคลเซียมละลายได้
เพ่ือใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Possitve control)  

 
3.3.3 กำรวิเครำะห์กำรเชื่อมข้ำมโปรตีนด้วยทรำนสกลูทำมิเนสที่กระตุ้นด้วยแคลเซียมละลำยได้ 

3.3.3.1 สำรสกัดแคลเซียม สารสกัดแคลเซียมถูกเตรียมดังรายละเอียดในข้อ 3.2.2.2.5 
3.3.3.2 สำรสกัดเอนไซม์ทรำนสกลูทำมิเนส ดังรายละเอียดในข้อ 3.3.2 
3.3.3.3 กำรสกัดโปรตีนกล้ำมเนื้อ 

กล้ามเนื้อปลาเกล็ดเงินถูกบดผสมกับสารละลายเกลือ 10 มิลลิโมลาร์ Tris-Cl, 50 
มิลลิโมลาร์ ควบคุมค่า pH 7.5 โดยให้สัดส่วนของเนื้อปลาต่อสารละลายเป็น 1:10 จากนั้นน้าของผสมที่ได้ไป
ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000  g และเก็บเอาตะกอนมาล้าง จากนั้นท้าซ้้าขั้นตอนก่อน
หน้านี้อีก 2 ครั้ง จากนั้นน้าตะกอนที่ได้ไปปั่นผสมกับสารละลายเกลือ 0.6 โมลาร์ในสภาวะที่ Tris-Cl, pH 7.5 
แล้วน้าของผสมที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000  g เก็บเก่ียวส่วนใสมากรอกผ่านผ้าขาวบาง จากนั้นน้าไปละลายใน
น้้าเกลือ 10 มิลลิโมลาร์ แล้วน้าของผสมที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,000  g เก็บตะกอนเพ่ือใช้เป็นตัวอย่างของ
โปรตีนกล้ามเนื้อสกัด (Myofibrillar protein) โดยวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธีการ Biuret method  

3.3.3.4 กำรท ำปฏิกิริยำเชื่อมข้ำมโปรตีนกล้ำมเนื้อ 
การเชื่อมข้ามของโปรตีนท้ าโดยการควบคุมสัดส่วนของโปรตีนกล้ามเนื้ อ 

(Myofibrillar protein) ปลาเกล็ด เงินต่อสารสกัด เอนไซม์ทรานสกลูทามิ เนสเป็น 9:1 โดยบดผสม 
(Homogenize) ส่วนประกอบดังกล่าวกับเกลือร้อยละ 2 และบ่มตัวอย่างที่ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 
นาที ในสภาวะที่มีและไม่มีแคลเซียมความเข้มข้น 1,000 นาโนโมลาร์ จากนั้นน้าตัวอย่างมาบดผสมกับ
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ความเข้มข้นร้อยละ 5 ปั่นเหวี่ยงของผสมที่ได้ที่ความเร็ว 5000 g 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน้าส่วนใส (โปรตีนละลาย, Soluble protein) ไปหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีการ 
Biuret โดยมีอัลบูมินจากวัว (Bovine serum albumin, BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน  

3.3.3.5 กำรวิเครำะห์แบบแผนของโปรตีน 
แบบแผนของโปรตีนที่อยู่ในสารละลายที่ได้จากข้อ 2.3.3 ได้ถูกน้ามาผสมกับ

บัพเฟอร์ส้าหรับแยกตัวอย่างด้วยเทคนิคการแยกโปรตีนภายใต้สนามไฟฟ้า (Electrophoresis) ในสภาวะที่มี
การให้ความร้อนและมีการเติมสารรีดิวซ์เพ่ือท้าให้โปรตีนเสียสภาพอย่างสมบูรณ์แบบ น้าโปรตีนที่ได้ไปแยกบน
แผ่นเจลอะคริลาไมด์ที่มีความหนา 0.75 มิลลิเมตร โดยเจลมีความเข้มข้นร้อยละ 10 ในขณะที่เจลส่วนบนมี
ความเข้มข้นร้อยละ 4 ท้าการแยกภายใต้สนามไฟฟ้าด้วยความต่างศักย์คงที่ที่ 100 โวลท์ รอจนกระทั่ง
ตัวอย่างเคลื่อนที่เกือบถึงจุดสิ้นสุดของแผ่นเจล โดยควบคุมปริมาณโปรตีนในแต่ละแถว (Lane) ให้มีปริมาณ
เท่ากันที่ 20 ไมโครกรัม โดยท้าซ้้าตัวอย่างละ 2 แถว และเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนสกัด เทียบกับ
โปรตีนสกัดบ่มในสภาวะที่มีและไม่มีสารสกัดแคลเซียมจากผงกระดูกปลา เมื่อสิ้นสุดการแยกน้าแผ่นเจลที่ได้ไป
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ย้อมด้วยสีย้อมสีน้้าเงิน (Coomassie brilliant blue) และล้างสีย้อมออกก่อนท้าการบันทึกภาพแถบของ
โปรตีน เปรียบเทียบขนาดของโปรตีนในแต่ละแถบกับโปรตีนมาตรฐานชนิดกว้าง (Board range standard) 

  
3.3.4 กำรผลิตไส้กรอกปลำ 

ไส้กรอกปลาถูกเตรียมด้วยสูตรคล้ายคลึงกับ Bologna ดังที่เคยมีรายงานมาแล้ว(Chin et 
al., 1999) โดยไขมันในสูตรไส้กรอกจะถูกลดลงโดยใช้สารทดแทนไขมันที่เกิดจากส่วนผสมของผงบุกและคารา
จีแนน โดยสารทดแทนไขมันถูกเตรียมโดยการผสมคาราจีแนนกับผงบุกด้วยสัดส่วน 1:1 แล้วน้าส่วนผสมที่ได้
ไปผสมกับน้้าด้วยสัดส่วนของส่วนผสม 1:10 โดยการปั่นน้้าก่อนแล้วเติมส่วนผสมลงไปปั่นตาม สารที่ได้จะมี
ลักษณะข้นหนืดและใช้เป็นสารทดแทนไขมัน โดยสูตรในไส้กรอกได้ควบคุมปริมาณเนื้อปลาเกล็ดเงิน สาร
ทดแทนไขมัน น้้ามันข้าวโพด เกลือ แป้งข้าวโพด น้้าตาลทราย และเครื่องเทศ ไว้ที่ร้อยละ 50 10 10 2 3 3 
และ 2 ตามล้าดับ ส่วนประกอบที่เหลือเป็นน้้าที่เติมในรูปของน้้าแข็งเกล็ดบด ผงกระดูกปลาเกล็ดเงินได้ถูกเติม
ให้ได้ความเข้มข้นร้อยละ 1 การเตรียมส่วนผสมไส้กรอก (Batter) เริ่มต้นจากการสับผสมเนื้อปลารวมกับเกลือ
ด้วยเครื่องสับผสม (Champ; Kent, UK) เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติมน้้าแข็งครึ่งหนึ่งของสูตรและสับผสมรวม
กับส่วนผสมอ่ืนๆที่เป็นผงและสับผสมต่อเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติมน้้ามันลงไปและสับผสมต่ออีก 2 นาที 
ท้ายสุดเติมน้้าแข็งที่เหลืองและสับผสมต่ออีก 3 นาที กระบวนการทั้งหมดท้าให้ได้อุณหภูมิของส่วนผสมไม่เกิน 
12 องศาเซลเซียส ส่วนผสมที่ได้ถูกน้าไปยัดใส่ในไส้คอลลาเจนที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 25 มิลลิเมตร
(Nippi Corp.; Yokohama, Japan) ด้วยเครื่องยัดไส้กรอก (Stuffer) จากนั้นมัดไส้กรอกให้เป็นท่อนๆโดยใช้
เชือกฝ้าย (Cotton rope) ให้ได้ไส้กรอกมีความยาวประมาณ 10 เซนติเมตร จากนั้นไส้กรอกที่มัดเสร็จแล้วก็
ถูกน้าไปบ่มในอ่างน้้าร้อนที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  นาที ในอ่างน้้าร้อนอีกเครื่องที่
ควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 80 องศาเซลเซียส (Memmert, GmbH; Schwabach, Germany) เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นตัวอย่างไส้กรอกที่ผ่านการให้ความร้อนแล้วจะถูกท้าให้เย็นทันทีโดยการแช่ในอ่างน้้าผสมน้้าแข็งเป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นน้าตัวอย่างที่เย็นตัวแล้วไปเก็บในตู้เย็นข้ามคืนก่อนน้าไปวัดตรวจวัด 

 
3.3.5 กำรวิเครำะห์คุณภำพไส้กรอกปลำ 

3.3.5.1 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมี 
องค์ประกอบทางเคมีของผงกระดูกปลาได้รับการวิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐานของ 

American Official Analytical Chemists (AOAC) พิมพ์ครั้งที่ 17 ปี ค.ศ. 2000 ดังรายละเอียดที่แสดงใน
ตอนที่ 1 โดยค่าทีไ่ด้เกิดจากการเฉลี่ยที่เกิดจากการวิเคราะห์ 3 ซ้้า 

3.3.5.2 กำรตรวจวัดค่ำสี 
ตัวอย่างไส้กรอกถูกตัดออกเป็นท่อนที่มีความยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร และวัดสีที่

บริเวณพ้ืนที่ตัดขวาง (Cross-sectional area) ด้วยเครื่องวัดสี (Colorimeter, CR-10; Minolta; Tokyo, 
Japan) รายงานค่าสีเป็น Hunter L, a, and b เป็นค่าเฉลี่ยที่เกิดจากการวัด 5 ซ้้า ตามวิธีการที่รายงานมา
ก่อนหน้านี้ (Hemung and Chin, 2014)  

3.3.5.3 กำรวิเครำะห์เนื้อสัมผัส 
ไส้กรอกจะถูกหั่นออกเป็นชิ้นทรงกระบอกที่มีความกว้าง ยาว และสูง 1  1 1.5 

เซนติเมตรเพ่ือหลีกเลี่ยงการวัดเนื้อสัมผัสอันเกิดจากไส้คอลลาเจน  แบบแผนของเนื้อสัมผัสได้ถูกตรวจวัดโดย
ใช้เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (TA-XT2, Micro Stable Systems; Godalming, UK) โดยใช้หัววัดทรงกระบอกเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 25 มิลลิเมตร ความเร็วของหัววัดทั้งก่อนและหลังการวัดถูกควบคุมไว้ที่ 5 มิลลิเมตรต่อวินาที 
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ตัวอย่างจะถูกกดสองรอบอย่างต่อเนื่องเพ่ือเลียนแบบการเคี้ยวอาหารจนกระทั่งตัวอย่างถูกกดลงไปเป็น
ระยะทางร้อยละ 75 เมื่อเทียบกับส่วนสูงเริ่มต้นของตัวอย่าง แบบแผนเนื้อสัมผัสถูกตรวจวัดและรายงานเป็น
ค่าความแข็ง ความเป็นสปริง ความเป็นกัม แรงยึดเกาะและแรงยึดเหนี่ยวภายใน โดยค่าดังกล่าวเกิดจากการ
เฉลี่ยจากการวัด 7 ซ้้า 

3.3.5.4 กำรประเมินทำงประสำทสัมผัส 
การประเมินทางประสาทสัมผัสถูกประเมินโดยใช้ผู้ทดสอบที่ไม่ได้รับการฝึกอบรม 

(Untrained panelists) จ้านวน 60 คนซึ่งมีอายุอยู่ระหว่าง 18-44 ปี  โดยการประเมินความชอบด้วย 
Hedonic scale ได้จัดขึ้นในห้องปฏิบัติการที่ใช้ส้าหรับการประเมินผลิตภัณฑ์ทางด้านประสาทสัมผัส  
ตัวอย่างไส้กรอกจะถูกตัดให้มีขนาดเท่ากัน (1.5 เซ็นติเมตร) แล้วต้มในน้้าเดือดนาน 1 นาที โดยตัวอย่าง 3 ชิ้น
จะถูกน้ามาบริการให้กับผู้ทดสอบชิมแต่ละคน แบบทดสอบที่มีระดับการให้คะแนนทั้งหมด 9 ระดับ (A nine-
point scale) ได้ถูกน้าเสนอให้ผู้ทดสอบประเมินความชอบของผู้บริโภคต่อคุณลักษณะด้านคุณภาพ (Sensory 
attributes) อันได้แก่ ลักษณะปรากฎ สี เนื้อสัมผัส กลิ่นรส และการยอมรับโดยรวม   
 

3.3.7 กำรประเมินควำมแตกต่ำงทำงสถิติ 
 ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยแต่ละตัวอย่างจะถูกประเมินโดยใช้การเปรียบเทียบแบบ  t-test และระดับ
ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญถูกค้านึงที่ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (P < 0.05) โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ SPSS 
16.0 (SPSS Inc.; Chicago, IL, USA) 
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บทที่ 4 

4.1 ตอนที่ 1 

4.1.1 คุณลักษณะของผงกระดูกปลำ 
กระดูกปลาเกล็ดเงินและปลานิลสามารถน้ามาผลิตเป็นผงกระดูกขนาดละเอียดได้อย่างส้าเร็จไม่ว่าจะใช้

วิธีก้าจัดเศษเนื้อออกจากกระดูกด้วยสารละลายด่างหรือน้้าเปล่า โดยผงกระดูกท่ีได้สุดท้ายแล้วจะมีลักณะเป็น
ผงละเอียด แห้ง มีขาวนวล หากพิจารณาด้วยตาเปล่าอาจไม่พบข้อแตกต่างระหว่างทั้งสองตัวอย่าง (รูปที่ 2)
ถึงแม้ว่าลักษณะปรากฎของผงกระดูกที่ได้จะไม่มีความแตกต่างกันแต่ตัวอย่างที่ไม่ผ่านการบ้าบัดด้วย
สารละลายด่างจะมีกลิ่นปลาค่อนข้างรุนแรงกว่าเมื่อเทียบกับตัวอย่างที่ผ่านการก้าจัดเนื้อด้วยการต้มใน
สารละลายด่าง ข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าสารอินทรีย์ที่ก่อให้เกิดกลิ่นในตัวอย่างที่ต้มน้้าน่าจะมีมากกว่า 
ดังนั้นการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของผงกระดูกจึงน่าจะเป็นหลักฐานที่สนับสนุนข้อสันนิษฐานดังกล่าว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 ผงกระดูกปลาเกล็ดเงิน (ก) และปลานิล (ข) ที่มีขนาดเล็กกว่า 38 ไมโครเมตรที่ได้จากการต้ม

น้้าและด่าง 
 

ก 

ข 
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4.1.1.1 องค์ประกอบทำงเคมี 
  เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์องค์ประกอบอย่างหยาบ (Proximate analysis) พบว่าผง
กระดูกท่ีเตรียมได้ยังมีความชื้นอยู่ถึงแม้จะให้ลักษณะเป็นผงแห้งก็ตาม ปริมาณความชื้นที่มีอยู่ในตัวอย่างมีค่า
ระหว่างร้อยละ 3-4 (ตำรำงที่ 6  และ 7) จะเห็นได้ว่าความชื้นในผงกระดูกที่เตรียมได้ด้วยด่างมีค่ามากกว่า
ตัวอย่างที่เตรียมด้วยน้้าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติไม่ว่าจะเป็นผงกระดูกจากปลาเกล็ดเงินหรือปลานิล โดยปกติ
แล้วโมเลกุลของน้้าชั้นแรก (Monolyaer water)  จะจับยึดอยู่กับอนุภาคของสารด้วยแรงที่ค่อนข้างแข็งแรงจึง
ยากต่อการก้าจัดออก ดังนั้นตัวอย่างผงกระดูกปลาแม้ผ่านการอบมาแล้วแต่ก็ยังมีน้้าอยู่ นอกจากนั้นอาจมี
ความเป็นไปได้ว่าผงกระดูกที่ผ่านการอบแห้งแล้วมีการดูดน้้ากลับระหว่างการเก็บรักษาเนื่องจากสภาวะที่ใช้ใน
การเก็บผงกระดูกไม่ได้อยู่ในตู้ดูดความชื้น สภาวะดังกล่าวท้าให้ความชื้นในตัวอย่างน้อยกว่าในบรรยากาศ น้้า
จากบรรยากาศจึงเข้าไปจับกับพ้ืนผิวของผงกระดูก ท้าให้เราสามารถตรวจพบความชื้นในผงกระดูกได้ ข้อมูล
ดังกล่าวสะท้อนให้เห็นว่าผงกระดูกที่เตรียมได้จากด่างมีความสามารถในการจับน้้าได้ดีกว่า ทั้งนี้ กลไกในการ
จับอาจอธิบายได้หลายแบบ ไม่ว่าจะเป็นปริมาณอินทรีย์สารที่เป็นองค์ประกอบหรือแม้กระทั่งพ้ืนผิวของผง
กระดูก การที่ผงกระดูกปลาที่เตรียมได้มีความชื้นต่้าน่าจะท้าให้สามารถเก็บรักษาได้นานเนื่องจากปริมาณน้้า
ไม่เพียงพอต่อการเจริญของจุลินทรีย์และอีกอย่างก็ไม่เพียงพอที่จะท้าให้เกิดการเกาะกันเป็นก้อนอีกด้วย 

ปริมาณโปรตีนอย่างหยาบ (Crude protein) ในผงกระดูกได้รับการประเมินโดยการวิเคราะห์หา
ปริมาณไนโตรเจนแสดงดัง ตำรำงที่ 6  และ 7 ซ่ึงท้าให้เห็นว่าผงกระดูกยังคงมีโปรตีนหลงเหลืออยู่ ปริมาณที่
พบในปลานิลที่ศึกษาครั้งนี้ ใกล้เคียงกับที่พบในครั้งก่อน (Hemung, 2013) ทั้งนี้ เนื่องจากใช้วิธีการและ
ตัวอย่างกระดูกจากปลาชนิดเดิม แต่ปริมาณโปรตีนจากกระดูกปลาทั้งคู่พบว่ามีค่าน้อยกว่าที่พบในผงกระดูก
ปลา Cod, Saithe, Blue whiting, Salmon, Trout, Herring และ ปลา Mackerel ที่พบว่ามีโปรตีนอยู่
ในช่วงร้อยละ 26-41 (Toppe et al., 2007) โดยความแตกต่างดังกล่าวน่าจะเกิดมาจากวิธีการเตรียมที่
แตกต่างกัน 

เป็นที่น่าสังเกตุว่าปริมาณโปรตีนที่เหลืออยู่ในผงกระดูกจากปลาทั้งสองชนิดที่ผ่านการต้มด้วย
สารละลายด่างมีค่าน้อยกว่าที่ต้มด้วยน้้าเกือบเท่าตัว แสดงให้เห็นว่าด่างสามารถละลายโปรตีนในกระดูกได้ดี
โปรตีนจึงถูกชะออกมาท้าให้ผงกระดูกท่ีได้มีโปรตีนต่้า ปกติแล้วโปรตีนที่อยู่ในกระดูกมักจะเป็นคอลลาเจนซึ่ง
เป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติพิเศษคือไม่ละลายน้้าและยากแก่การก้าจัด โดยที่การจัดเรียงตัวของคอลลาเจนอาจอยู่
รอบนอกผลึกของแอพพาไทท์ (Jager and Fratzl, 2000: Weiner and Traub, 1989) หรือจัดเรียงตัวอยู่
ระหว่างเส้นใยของคอลลาเจน (Hellmich and Ulm, 2002) ก็เป็นได้ เมื่อน้ากระดูกไปต้มกันสารละลายด่าง
จึงท้าให้ด่างไปละลายคอลลาเจนออกมาจากส่วนประกอบเชิงซ้อนท้าให้โปรตีนถูกก้าจัดออกได้มากขึ้น ดังนั้น
การต้มกระดูกกับน้้าอาจก้าจัดโปรตีนกล้ามเนื้อที่ติดกับกระดูกได้ดีแต่ก็ไม่สามารถก้าจัดโปรตีนคอลลาเจนที่
แทรกตัวอยู่กับโครงสร้างกระดูกได้ แต่เมื่อกระดูกถูกต้มกับสารละลายด่างในภาวะที่ร้อนจะท้าให้คอลลาเจน
สามารถละลายได้ดีจนถูกชะออกมาได้ดีกว่าเมื่อผ่านกระบวนการล้างด้วยน้้า 

ปริมาณอินทรีย์สารอันได้แก่โปรตีนและไขมันในผงกระดูกที่ต้มน้้ามีมากกว่าในตัวอย่างที่ต้มด่าง แต่
กลับพบว่าความชื้นในตัวอย่างดังกล่าวมีค่าน้อยกว่า ทั้งๆ ที่อินทรีย์สารเหล่านั้นได้รับรายงานว่ามีหมู่เชิงหน้าที่
ที่สามารถดูดกับน้้าได้ดี ดังนั้นการที่ตัวอย่างผงกระดูกท่ีผ่านการต้มด่างสามารถดูดความชื้นได้มากกว่าตัวอย่าง
ต้มน้้านั้นจึงไม่นา่จะมาจากการดูดน้้าของอินทรีย์สารแต่น่าจะมาจากการดูดน้้าของอนินทรีย์สารมากกว่า  
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ตำรำงท่ี 6 องค์ประกอบทางเคมีของผงกระดูกปลาเกล็ดเงินที่ผ่านการต้มน้้าและต้มด่าง 
 
องค์ประกอบ สำรที่ใช้ในกำรก ำจัดเนื้อ 

น้ ำ สำรละลำยด่ำง (NaOH, 0.8%) 
ควำมชื้น 3.25  0.19b 4.94  0.16a 
โปรตีน 22.40  0.11a 13.27  0.15b 
ไขมัน 0.70  0.17a 0.12  0.07b 
เถ้ำทั้งหมด 64.45  0.10b 73.47  0.18a 

*a-b ที่เป็นตัวเลขยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิต ิ
 

ตำรำงท่ี 7 องค์ประกอบทางเคมีของผงกระดูกปลานิลที่ผ่านการต้มน้้าและต้มด่าง 
 
องค์ประกอบ สำรที่ใช้ในกำรก ำจัดเนื้อ 

น้ ำ สำรละลำยด่ำง (NaOH, 0.8%) 
ความชื้น 1.82  0.16b 2.67  0.26a 
โปรตีน 21.46  0.20a 17.77  0.20b 
ไขมัน 6.96  0.11a 3.12  0.04b 
เถ้าท้ังหมด 65.00  0.14b 70.16  0.03a 

*a-b ที่เป็นตัวเลขยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
 
ปริมาณไขมันอย่างหยาบ (Crude fat) ในตัวอย่างกระดูกที่ผ่านการต้มด้วยด่างก็มีปริมาณน้อยมาก

โดยคิดเป็นร้อยละ 0.7 เมื่อกระดูกปลาเกล็ดเงินผ่านการต้มน้้า ตำรำงที่ 6  ส่วนปลานิลจะมีไขมันเหลืออยู่
มากกว่าปลาเกล็ดเงินเมื่อต้มน้้าเหมือนกัน (ตำรำงที่ 6 และ 7) อย่างไรก็ตามปริมาณไขมันที่หลงเหลือใน
กระดูกปลานิลพบว่ามีปริมาณน้อยกว่าเกือบ 3 เท่า โดยพบปริมาณไขมันคิดเป็นร้อยละ 3.12 (ตำรำงที่ 6) ผล
ดังกล่าวเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับปริมาณโปรตีนข้อมูลดังกล่าวสะท้อนให้เห็นว่าการใช้ด่างต้มกับกระดูกจะ
ท้าให้ช่วยก้าจัดอินทรีย์สารออกจากผงกระดูกได้มากกว่าการใช้น้้า เมื่ออินทรีย์สารถูกก้าจัดออกมาดังนั้น
องค์ประกอบหลักอันหมายถึงปริมาณแร่ธาตุในตัวอย่างต้มด่างจึงน่าจะมีมากกว่าตัวอย่างที่ต้มน้้าเพียงเท่านั้น 
ปริมาณไขมันที่พบในผงกระดูกปลาในการทดลองนี้มีค่าน้อยกว่าที่พบในผงกระดูกปลานิลเมื่อผ่านกระบวนการ
เตรียมที่คล้ายกัน (Hemung, 2013) และปริมาณดังกล่าวใกล้เคียงกับที่พบในกระดูกปลา Cod และ ปลา 
Saithe (Toppe et al., 2007) 

ปริมาณเถ้าทั้งหมดที่ตรวจวัดโดยกระบวนการเผาเถ้าพบว่าตัวอย่างที่ผ่านการต้มด้วยด่างมีปริมาณเถ้า
มากกว่าตัวอย่างกระดูกท่ีผ่านการต้มน้้าซึ่งเป็นไปตามที่คาดหมายส้าหรับปลาทั้งสองชนิด (ตำรำงท่ี 6 และ 7)   
เนื่องจากการใช้ด่างจะท้าให้สามารถก้าจัดโปรตีนจ้าพวกคอลลาเจนและไขมันออกจากกระดูกได้ดีจึงท้า ให้
องค์ประกอบส่วนใหญ่ที่เหลืออยู่เป็นเถ้าซึ่งสะท้อนให้เห็นปริมาณแร่ธาตุ  โดยผงกระดูกปลานิลมีปริมาณเถ้า
ทั้งหมดมากกว่าผงกระดูกจากปลาเกล็ดเงินทั้งนี้เนื่องมาจากสัดส่วนอินทรีย์สารในปลาเกล็ดเงินมีมากกว่า ผล
จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีสะท้อนให้เห็นว่าผงกระดูกที่เตรียมได้จากปลาทั้งสองชนิดมีศักยภาพ
เป็นแหล่งของแร่ธาตุได ้ 
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เมื่อพิจารณาผลขององค์ประกอบทางเคมีจะพบว่ากระดูกที่ผ่านการต้มด่างมีศักยภาพในการเป็นแหล่ง
ของแร่ธาตุแคลเซียมได้มากกว่าการต้มน้้า ท้าให้ได้สัดส่วนระหว่างเถ้าต่อโปรตีนมีค่าเป็น 5.54 และ 2.88 
ส้าหรับกระดูกปลาเกล็ดเงินที่ต้มน้้าและด่าง ตามล้าดับ ส่วนค่าดังกล่าวส้าหรับผงกระดูกปลานิลมีค่า 3.03 
และ 3.95 ตามล้าดับ ค่าดังกล่าวอาจสะท้อนถึงความสมบูรณ์ของการก้าจัดอินทรีย์สารออกจากกระดูกและยัง
แสดงให้เห็นถึงความสมบูรณ์ของการพัฒนาการทางกระดูก (Bone mineralization) ค่าดังกล่าวส้าหรับผง
กระดูกปลาหลายชนิดพบว่ามีค่าต่้ากว่า 1.00 (Toppe et al, 2007)  

ดังนั้นการก้าจัดอินทรีย์สารด้วยสารละลายด่างจึงเป็นหนึ่งในกระบวนการท้าให้กระดูกมีความบริสุทธิ์
เพ่ิมมากขึ้น ดังนั้นการต้มด่างจึงควรได้รับการเลือกให้เป็นวิธีที่เหมาะกับการน้าไปเตรียมผงกระดูกเพ่ือน้าไป
ประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ  

4.1.1.2 สี 
 สีของผงกระดูกได้รับการประเมินโดยวัดด้วยเครื่องวัดสีที่แสดงผลของค่าสีออกมาเป็น 3 ค่าอันได้แก่ 
ค่าความสว่าง (Lightness) ที่มีค่าตั้งแต่ 0-100 โดย 0 หมายถึงสว่างน้อยที่สุด และ 100 หมายถึงสว่างมาก
ที่สุด นอกจากนั้นองค์ประกอบของสีมิติที่ สอง คือ ค่าความเป็นสี ฟ้าและสี เหลือง (Blueness and 
yellowness) ได้รับการบันทึกในรูปของค่า b* โดยที่ค่า b* เป็นบวกแสดงว่าตัวอย่างมีความเป็นสีเหลือง ส่วน
ค่าดังกล่าวเป็นลบแสดงว่ามีความเป็นสีน้้าเงิน องค์ประกอบของสีในมิติที่สาม คือค่าความเป็นสีแดงและสีเขียว
ที่วัดได้จากกค่า a* โดยค่า a* เป็นบวกแสดงว่าตัวอย่างมีความเป็นสีแดงส่วนค่าดังกล่าวเป็นสีเขียวเมื่อค่า a* 
เป็นลบ ผลจากการวัดสีพบว่าผงกระดูกปลาเกล็ดเงินที่เตรียมได้จากการต้มด่างมีค่าความสว่างน้อยกว่ากระดูก
ต้มน้้า (ตำรำงที่ 8) แต่ค่าดังกล่าวไม่มีความแตกต่างกันส้าหรับปลานิล (ตำรำงที่ 9) นอกจากนั้นยังมีความ
เป็นสีแดงเนื่องจากตรวจพบค่า a* เป็นบวกและค่าความเป็นสีแดงของกระดูกต้มด่างก็มีค่ามากกว่าตัวอย่างต้ม
น้้าทั้งในปลาเกล็ดเงินและปลานิล (ตำรำงที่ 8 และ 9) ค่าความเป็นสีเหลืองของกระดูกจากปลาทั้งสองชนิดก็
เป็นไปในทิศทางเดียวกันคือตัวอย่างที่ได้จากการต้มด่างมีค่ามากกว่าตัวอย่างที่ต้มน้้า  

ผลจากการวัดดังกล่าวสะท้อนให้เห็นว่าผงกระดูกที่ดูด้วยตาเปล่าว่ามีสีเหมือนกันแท้ที่จริงแล้วมีความ
แตกต่างกันทางด้านองค์ประกอบสี อาจกล่าวได้ว่าการต้มกระดูกด้วยด่างจะท้าให้ได้ผงกระดูกมีสีคล้้ามากกว่า 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปฏิกิริยาระหว่างด่างและโปรตีนที่อยู่ในกระดูกท้าให้กระดูกมีสีด้าในขณะที่ตัวอย่างต้มน้้า
ไม่เกิดปฏิกิริยาดังกล่าว  
 ถึงแม้ว่าผงกระดูกที่ได้จากการต้มด้วยด่างจะมีความคล้้ากว่ากระดูกที่ต้มน้้าแต่ความแตกต่างดังกล่าว
อาจถูกสังเกตุด้วยตาผู้คนได้ล้าบากเพราะโดยภาพรวมแล้วผงกระดูกยังมีค่าความสว่างที่สูงท้าให้ยากต่อการ
แยกแยะด้วยตาเปล่า เมื่อพิจารณาถึงคุณลักษณะด้านสีแล้วก็พบว่าสีของผงกระดูกที่เกิดขึ้นท้าให้ผงกระดูก
กระดูกที่ผลิตได้สามารถน้าไปใช้เพ่ือเป็นสารเติมแต่งในอาหารประเภทที่มีขาวนวล ขาวครีม หรือผลิตภัณฑ์ที่
ไม่ต้องค้านึงถึงความขาวมากนัก ดังนั้นการน้าไปเติมในผลิตภัณฑ์ไส้กรอกซึ่งเน้นให้ตัวอย่างมีสีแดงจึงมีความ
เป็นไปได้ และเห็นควรว่าตัวอย่างที่ได้จากการต้มด่างน่าจะมีความเหมาะสมกว่าเพราะมีความเป็นสีแดงที่
มากกว่า 
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ตำรำงท่ี 8 ค่าสีของผงกระดกูปลาเกล็ดเงินที่ผ่านต้มน้้าและด่าง 
 
ค่ำสี สำรที่ใช้ในกำรก ำจัดเนื้อ 

น้ ำ สำรละลำยด่ำง (NaOH, 0.8%) 
Hunter L* 89.95  0.06a 81.15  0.10b 
Hunter a* 3.01  0.03b 5.28  0.02a 
Hunter b* 12.49  0.06b 23.26  0.12a 

*a-b ที่เป็นตัวเลขยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
 

ตำรำงท่ี 9 ค่าสีของผงกระดูกปลานิลที่ผ่านต้มน้้าและด่าง 
 
ค่ำสี สำรที่ใช้ในกำรก ำจัดเนื้อ 

น้ ำ สำรละลำยด่ำง (NaOH, 0.8%) 
Hunter L* 88.78  0.15ns 89.42  0.07ns 
Hunter a* 3.47  0.00b 4.25  0.00a 
Hunter b* 13.85  0.10b 16.35  0.09a 

*a-b ที่เป็นตัวเลขยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
 

4.1.1.3 FT-IR  
หมู่เชิงหน้าที่ของสารที่เป็นองค์ประกอบในผงกระดูกที่ได้จากการเตรียมได้รับการตรวจสอบ

โดยอาศัยคลื่นอินฟราเรดที่ผ่านเทคนิค Flurier transform spectroscopy โดยเทคนิคดังกล่าวจะเน้นวัดการ
สั่นสะเทือนของพันธะในโมเลกุลของสารและน้าข้อมูลดังกล่าวมาตีความหมายให้เป็นหมู่เชิงหน้าที่จะท้าให้
ทราบโครงสร้างทางเคมีรวมถึงการจัดเรียงตัวของธาตุต่างๆ และรายงานออกมาเป็นข้อมูลดังแสดงใน รูปที่ 3ก 
ซึ่งพบความแตกต่างของสัญญาณที่เกิดขึ้นเพียงเล็กน้อยดังจะพบว่าภายรวมของแบบแผนที่ได้มีลักษณะ
ใกล้เคียงกันมาก เมื่อพิจารณาจากสัญญาณดังกล่าวจะพบว่ามีสัญญาณที่สะท้อนให้เห็นการสั่นของหมู่ฟอสเฟต 
(PO3-) อยู่บริเวณหมายเลขคลื่น 560.86 ซึ่งสอดคล้องกับที่ได้รับรายงานมาก่อนหน้านี้ (Prabakaran and 
Pajeswari, 2006) ในขณะที่หมู่ดังกล่าวเปลี่ยนไปเล็กน้อยโดยพบที่ 564.03 เมื่อตัวอย่างผ่านการต้มด้วยด่าง 
นอกจากนั้นการสั่นสะเทือน (Stretching) ของหมู่ Hydroxyl ก็ปรากฎที่หมายเลขคลื่น 3401.35 และ 
3423.71 ในตัวอย่างที่ต้มน้้าและต้มด่าง ตามล้าดับ การปรากฎของหมายเลขคลื่นเหล่านั้นท้าให้ทราบว่าในผง
กระดูกประกอบด้วยหมู่ฟอสเฟตและหมู่ไฮดรอกซิลซึ่งก็ตรงกับที่มีรายงานไว้ก่อนหน้านี้ (Piccirillo et al., 
2013) ที่ระบุว่าโครงสร้างของกระดูกประกอบด้วยสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างแคลเซียมฟอสเฟตที่มีหมู่ไฮ  
ดรอกซิลอยู่ด้วยหรือที่เรียกว่า แคลเซียมไฮดรอกซิฟอสเฟตแบบแอพพาไทท์ (Ca-hydroxyapatite) ถึงแม้ว่า
การตรวจวัดแรงสั่นสะเทือนของโมเลกุลแคลเซียมด้วยเทคนิคนี้จะไม่สามารถเป็นไปได้เนื่องจากแคลเซียมเป็น
ธาตุโลหะ งานวิจัยที่ผ่านมาบางงานได้ตรวจพบสัญญาณอันเกิดจากการยืดหดหรือการสั่นสะเทือนของหมู่
คาร์บอเนตในแอพพาไทท์ที่ผลิตจากได้จากกระดูกปลาด้วยกระบวนการเผาไหม้ที่อุณหภูมิสูง (Calcination) 
ประมาณ 600-1000 องศาเซลเซียสโดยพบสัญญาณเหล่านั้นที่หมายเลขคลื่นประมาณ 1451 และ 1418 
(Boutinguiza et al., 2012) สัญญาณดังกล่าวได้ถูกตรวจพบในตัวอย่างผงกระดูกที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ แต่
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สัญญาณดังกล่าวไม่น่าจะมาจากคาร์บอเนตเพราะตัวอย่างในการทดลองนี้ไม่ได้ผ่านการเผาไหม้ถึงแม้จะผ่าน
การให้ความร้อนสูงในสภาวะควบคุมความดันก็ตาม 

อย่างไรก็ตาม หมู่ดังกล่าวได้รับการรายงานว่าเป็นสัญญาณอันเกิดจากการสั่นสะเทือนของอินทรีย์สาร
ได้เช่นเดียวกัน (Coman et al., 2007) โดยเฉพาะสัญญาณท่ีมาจากการยืดหดของพันธะระหว่างคาร์บอนและ
ไฮโดรเจน (C-H stretching) โดยที่สัญญาณที่ปรากฎที่หมายเลขคลื่น 1451.32 เป็นสัญญาณจากหมู่ CH3 
ส่วนสัญญาณที่หมายเลขคลื่น 1418.40 มาจากหมู่ CH2 ผลการตรวจพบสัญญาณในช่วงดังกล่าวสะท้อนให้
เห็นว่าผงกระดูกดังกล่าวไม่ได้ประกอบไปด้วยแร่ธาตุเพียงอย่างเดียวแต่น่าจะประกอบไปด้วยอินทรีย์สาร
เช่นเดียวกัน นอกจากนั้นสัญญาณการสั่นสะเทือนของโมเลกุลของอินทรีย์สารก็ถูกพบที่หมายเลขคลื่น 
2956.04 และ 2923.07 ส้าหรับผงกระดูกต้มน้้าและต้มด่าง ตามล้าดับ การพบสัญญาณดังกล่าวเป็นเครื่อง
ยืนยันว่าในตัวอย่างมีสารอินทรีย์เป็นองค์ประกอบ ข้อมูลดังกล่าวยังถูกยืนยันด้วยผลวิเคราะห์องค์ประกอบ
ทางเคมี (ตำรำงท่ี 6 และ 7) ที่พบว่าในผงกระดูกมีอินทรีย์สารที่เป็นโปรตีนและไขมันไม่ว่าตัวอย่างนั้นจะผ่าน
การต้มน้้าหรือต้มด่างก็ตาม 

ข้อมูลที่ได้จากสัญญาณของคลื่นรังสีอินฟราเรดสื่อให้เห็นว่าผงกระดูกที่ผ่านการต้มน้้าและต้มด่างมี
โครงสร้างทางเคมีที่แทบจะไม่แตกต่างกันเลย การต้มน้้าหรือด่างไม่ท้าให้เกิดการดัดแปรโครงสร้างทางเคมีของ
กระดูก ดังนั้นการต้มด่างนอกจากจะช่วยก้าจัดสารประกอบอินทรีย์ออกจากกระดูกปลาได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและยังไม่ท้าลายโครงสร้างของกระดูกเลย ดังนั้นการที่ผงกระดูกที่ได้จากการต้มด่างสามารถดูด
ความชื้นได้มากกว่ากระดูกท่ีต้มน้้านั้นก็ไม่น่าจะมีสาเหตุมาจากความสามารถในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทาง
เคมีของสารประกอบอนินทรีย์แต่อย่างใด  

ผลการประเมินโครงสร้างด้วย FT-IR ส้าหรับผงกระดูกปลานิล รูปที่ 3ข กลับพบการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณการสั่นสะเทือนที่ 560 ต่อเซนติเมตร อันเป็นสัญญาณทีเกิดจาก (PO4)2- นอกจากนั้นยังพบ
สัญญาณการยืดหดของหมู่ O-H (O-H stretching) ที่ 3,423 ต่อเซนติเมตร ซึ่งการพบหมู่ดังกล่าวก็สะท้อนให้
เห็นว่ามีองค์ประกอบที่เป็นแอพพาไทท์ในกระดูก สัญญาณของหมู่อินทรีย์ก็ถูกตรวจพบเช่นกันกับผงกระดูก
จากปลาเกล็ดเงิน อย่างไรก็ตามสัญญาณที่ 2,340 ถูกตรวจพบเฉพาะในผงกระดูกปลานิลที่ผ่านการบ้าบัดด้วย
ด่างแต่ไม่พบในตัวอย่างที่บ้าบัดด้วยน้้า ข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการใช้ด่างสามารถท้าลายพันธะของ
สารอินทรีย์ได้ดีจึงท้าให้สามารถถูกก้าจัดออกได้มากกว่าการใช้น้้า เมื่ออินทรีย์สารถูกก้าจัดออกมากจึงท้าให้
สัดส่วนของแร่ธาตุมีมากขึ้นเช่นเดียวกับท่ีพบในกระดูกปลาเกล็ดเงิน  

 
4.1.1.4 ภำพถ่ำยจุลทรรศน์แบบส่องกรำด 
ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning electron microscopy) เป็นข้อมูลที่เปิด

โอกาสให้ทราบถึงรูปร่างของผงกระดูกที่เตรียมได้นอกจากนั้นยังเห็นรายละเอียดอันเกี่ยวเนื่องกับพื้นผิวของผง
กระดูกอันเกิดจากการต้มในสารละลายที่แตกต่างกัน เมื่อพิจารณาถึงพ้ืนผิวของอนุภาคผงกระดูกอย่างละเอียด
ตามภาพถ่ายที่มีก้าลังขยาย 3000 เท่าจะพบว่าอนุภาคของกระดูกปลาเกล็ดเงินและปลานิลที่ได้จากการต้มน้้า
จะมีพ้ืนผิวที่เนียนเรียบ โครงสร้างค่อนข้างแน่นหนา แต่เมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกที่ได้จากการต้มด่างจะ
พบว่าพ้ืนผิวมีความขรุขระ แสดงให้เห็นการผุกร่อนของพ้ืนผิวอย่างเห็นได้ชัด (รูปที่ 4 และ 5) การที่พ้ืนผิวผุ
กร่อนเช่นนั้นน่าจะเกิดจากการท้าปฏิกิริยาของสารละลายด่างระหว่างต้มตัวอย่าง โดยสารละลายด่างเหล่านั้น
จะไปละลายเอาคอลลาเจนที่รวมตัวกันเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับแอพพาไทท์ท้าให้เกิดการชะล้างเอา
คอลลาเจนออกมาจากแอพพาไทท์ท้าให้ความหนาแน่นของส่วนประกอบในกระดูกลดลงพ้ืนผิวจึงเกิดเป็นรูป
พรุน การที่พ้ืนผิวของอนุภาคมีความผุกร่อนท้าให้เพ่ิมพ้ืนที่ผิวอย่าเห็นได้ชัดเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่ผ่าน
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การต้มน้้า พื้นผิวที่เพ่ิมข้ึนมาเหล่านี้อาจก่อให้เกิดการดูดความชื้นได้มากกว่า ซึ่งเหตุดังกล่าวอาจใช้เป็นอธิบาย
ถึงการตรวจพบความชื้นในตัวอย่างผงกระดูกที่ผ่านการต้มด่างที่มากกว่าผงกระดูกที่ผ่านการต้มน้้าทั้งๆที่การ
ดูดน้้านั้นไม่ได้มีสาเหตุมาจากการดูดน้้าของสารประกอบอินทรีย์และก็ไม่ได้มีสาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างทางเคมีแต่อย่างใด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 FT-IR spectra ของผงกระดูกปลาเกล็ดเงิน (ก) และปลานิล (ข) ที่ได้จากการต้มน้้า (ล่ำง) 

และด่าง (บน)  

หมำยเลขคลื่น (เซนติเมตร-1) 

หมำยเลขคลื่น (เซนติเมตร-1) 

 

 

ก 

ข 
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รูปที่ 4 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดของผงกระดูกปลาเกล็ดเงินที่เตรียมได้จากการต้ม

น้้า (ก) และสารละลายด่าง (ข) ที่ก้าลังขยาย 5,000 เท่า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดของผงกระดูกปลานิลที่เตรียมได้จากการต้มน้้า (ก) 

และด่าง (ข) ที่ก้าลังขยาย 5,000 เท่า 
 
4.1.1.5 ปริมำณแคลเซียม 
ปริมาณแคลเซียมทั้งหมดและแคลเซียมละลายได้ที่พบในกระดูกปลาทั้งสองชนิดที่ผ่านกระบวนการ

ก้าจัดเนื้อด้วยด่างได้ถูกวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ICP-OES โดยวิเคราะห์ทั้งปริมาณแคลเซียมทั้งหมดที่พบในผง
กระดูกและปริมาณแคลเซียมละลายได้ที่ละลายออกมาด้วยน้้าเมื่อควบคุมสภาวะในการสกัดด้วยน้้าให้
เหมือนกันส้าหรับผงกระดูกทั้ง 2 ชนิด ผลจากการวิเคราะห์แสดงได้ดังรูปที่ 6 ซึ่งพบว่าปริมาณแคลเซียม
ทั้งหมดในปลาเกล็ดเงินและปลานิลมีค่า 320,200 และ 321,100 มิลลิกรัมต่อกรัมตัวอย่าง ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกัน 
ปริมาณแคลเซียมทั้งหมดในตัวอย่างทั้งคู่คิดเป็นร้อยละ 32.02 และ 32.11 ส้าหรับปลานิลและปลาเกล็ดเงิน 
ตามล้าดับ จะเห็นได้ว่าปริมาณแคลเซียมมีค่าน้อยกว่าปริมาณเถ้าทั้งหมดเป็นอย่างมาก ข้อมูลดังกล่าวสะท้อน
ให้เห็นว่าปริมาณธาตุที่อยู่ในผงกระดูกไม่ได้มีแต่เพียงแคลเซียมเท่านั้นหากแต่มีอย่างอ่ืนอยู่ด้วย ซึ่งก็ตรงกับ
รายงานที่ชี้ให้เห็นว่าแร่ธาตุที่เป็นองค์ประกอบของกระดูกนอกจากจะมีแคลเซียมแล้วยังมีฟอสฟอรัส โซเดียม 

ข 

ข ก 

ก 
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และคลอรีน อย่างไรก็ตามปริมาณแคลเซียมที่พบก็ถือว่ามีปริมาณที่สูง ดังนั้นผงกระดูกที่เตรียมได้ก็น่าจะเป็น
แหล่งของแคลเซียมธรรมชาติได้ดี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 ปริมาณแคลเซียมทั้งหมดในผงกระดูกปลานิลและปลาเกล็ดเงินที่เตรียมได้จากการต้มด้วย

สารละลายด่าง  
 
อย่างไรก็ตาม การน้าแคลเซียมไปใช้ประโยชน์ในปฏิกิริยาทางชีวเคมีในร่างกายคนเราหรือแม้กระทั่งใน

การพัฒนาผลิตภัณฑ์นั้นแคลเซียมจะต้องอยู่ในรูปของแคลเซียมละลาย ดังนั้นปริมาณแคลเซียมทั้งหมดที่พบใน
กระดูกนั้นจะเป็นแคลเซียมที่ละลายมากน้อยเพียงใดจึงควรได้รับการศึกษา ดังนั้นเมื่อน้าผงกระดูกไปละลาย
น้้าที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยควบคุมสัดส่วนของผงกระดูกและน้้าเป็น 1: 4 
(น้้าหนักต่อปริมาตร) จากนั้นน้าสารละลายที่ได้ไปตรวจวัดปริมาณแคลเซียมซึ่งพบว่ามีแคลเซียมซึ่งปริมาณ
ดังกล่าวอาจจัดเป็นแคลเซียมละลายได้ (Soluble calcium) มีความเข้มข้น 178 และ 189 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ดังแสดงได้ในรูปที่ 7  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 ปริมาณแคลเซียมละลายได้จากผงกระดูกปลานิลและปลาเกล็ดเงินที่เตรียมได้จากการต้มด้วย

สารละลายด่างเมื่อละลายน้้าด้วยสัดส่วน 1:4 
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     ผลจาก รูปที่ 7 สะท้อนให้เห็นว่าถึงแม้ว่าในกระดูกจะมีแคลเซียมค่อนข้างมากแต่แคลเซียมส่วน
ใหญ่จะอยู่ในรูปของสารประกอบที่ไม่ละลายท้าให้ยากต่อการน้าไปใช้ประโยชน์ ถึงแม้ว่าความสามารถในการ
ละลายของแคลเซียมจากผงกระดูกจะมีค่าต่้าซึ่งคิดเป็นความเข้มข้นประมาณ 4 มิลลิโมลาร์ นอกจากนั้นจะ
เห็นได้ว่าปริมาณแคลเซียมในกระดูกปลาเกล็ดเงินสามารถถูกละลายได้ด้วยน้้าได้ดีกว่าปลานิล ดังนั้นการน้า
กระดูกปลาเกล็ดเงินในรูปผงไปใช้ประโยชน์โดยตรงน่าจะมีความเป็นไปได้มากกว่าปลานิลเนื่องจากปลานิลมี
สัดส่วนของแคลเซียมที่ละลายออกมาได้น้อยกว่า  

ผลการค้นพบดังกล่าวน้ามาซึ่งแนวทางการใช้ประโยชน์ผงกระดูกจากปลาเกล็ดเงินโดยตรงในรูปแบบ
ของการเป็นสารเติมแต่งในผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือมุ่งหวังให้เกิดสมบัติเชิงหน้าที่พร้อมๆกับเป็นการเพ่ิมปริมาณ
แคลเซียมในผลิตภัณฑ์ดังการทดลองในตอนที่ 2  

ส้าหรับผงกระดูกที่ได้จากปลานิลนั้นหากต้องการน้าไปใช้ประโยชน์ควรได้รับการสกัดแคลเซียมออกมา
อยู่ในรูปของสารละลายให้ได้มากขึ้นเสียก่อนมิเช่นนั้นแคลเซียมที่มีอยู่ในกระดูกก็อาจจะท้างานได้ไม่เต็ม
ประสิทธิภาพ ดังนั้นการสกัดแคลเซียมจากปลานิลด้วยกรดจึงได้รับการศึกษาต่อไป 

 
4.1.2 กำรสกัดแคลเซียมจำกกระดูกปลำนิลด้วยกรด 
4.1.2.1 ผลของชนิดกรด 
  การสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลานิลด้วยกรด 5 ชนิดได้รับการศึกษาโดยกรดเหล่านั้น

จัดเป็นกรดแก่คือ กรดเกลือ กรดก้ามะถัน และกรดไนตริค ส่วนกรดอ่อนได้แก่ กรดน้้าส้มและกรดมะนาว ผล
จากการศึกษาพบว่ากรดทุกชนิดมีฤทธิ์ในการสกัดแคลเซียมออกมาทั้งนั้น โดยการสกัดดังกล่าวอาจเกิ ด
เนื่องมาจากกรดไปท้าลายโครงสร้างท้าให้เกิดการปลดปล่อยแคลเซียมอิสระออกมา ทั้งนี้กรดก้ามะถันและกรด
น้้าส้มพบว่ามีฤทธิ์ในการสกัดแคลเซียมที่ใกล้เคียงกัน (ตำรำงที่ 10) กรดก้ามะถันแม้จะมีประสิทธิภาพในการ
สกัดแคลเซียมได้ดีแต่ก็อาจมีข้อจ้ากัดในการประยุกต์ใช้ในระบบอาหาร ในขณะที่กรดน้้าส้มที่มีความสามารถ
ในการสกัดใกล้เคียงกันแต่สามารถประยุกต์ใช้ในอาหารได้ง่ายกว่าเพราะใช้ในรูปของน้้าส้มสายชูอยู่แล้ว ดังนั้น
กรดน้้าส้มสายชูจึงได้รับการเลือกให้เป็นกรดชนิดที่เหมาะสมส้าหรับการสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลานิล 

 
ตำรำงท่ี 10 ความสามารถในการสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลานิลด้วยกรดชนิดต่างๆ 
ชนิดกรด ความสามารถในการสกัดเมื่อเทียบกับค่าสูงสุด

(Normalized extractability, %) 
กรดก้ามะถัน 63.160.24bc 
กรดเกลือ 98.210.32a 
กรดไนตริค 71.800.31b 
กรดน้้าส้มสายชู 100.000.43a 
กรดมะนาว 60.650.41bc 
ตัวอักษรที่แตกต่างกันของแต่ละแถวแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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4.1.2.2 ผลของควำมเข้มข้นของกรดอะซิติค 
  เมื่อกรดน้้ าส้มสายชูได้รับ เลือกให้ เป็นกรดที่มีความเหมาะสมต่อการสกัดแล้วก็ได้

ท้าการศึกษาผลของความเข้มข้นที่ เหมาะสมโดยแปรความเข้มข้นตั้งแต่ 0.03 ถึง 1.00 โมลาร์ ผลจาก
การศึกษาพบว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของกรดน้้าส้มสายชูท้าให้ค่าความสามารถในการสกัดแคลเซียมเพ่ิมขึ้น
เรื่อยๆ จนกระทั่งถึงความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ (ตำรำงที่ 11) หลังจากนั้นการเพ่ิมความเข้มข้นของกรดไม่ท้า
ให้ความสามารถในการสกัดเพ่ิมขึ้นได้แต่อย่างใด ดังนั้นความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการสกัดแคลเซียมจาก
กระดูกปลานิลจึงได้รับเลือกที่ 0.25 โมลาร์  

 
ตำรำงท่ี 11 ความสามารถในการสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลานิลด้วยกรดชนิดต่างๆ 
ความเข้มข้นกรดอะซิติค (โมลาร์) ความสามารถในการสกัดเมื่อเทียบกับค่าสูงสุด

(Normalized extractability, %) 
0.03 51.800.21d 
0.06 79.110.32bc 
0.12 86.910.73b 
0.25 100.001.04a 
0.50 79.400.83bc 
1.00 91.470.41b 
ตัวอักษรที่แตกต่างกันของแต่ละแถวแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
 

4.1.2.3 ผลของเวลำ 
  การเพ่ิมเวลาในการสกัดก็ท้าให้ความสามารถในการสกัดเพ่ิมมากข้ึนตามล้าดับดังจะเห็นได้ว่า

การสกัดเป็นเวลา 48 ชั่วโมงท้าให้ได้ค่าความสามารถในการสกัดมากที่สุด (ตารางที่ 12) แต่เมื่อเพ่ิมเวลาใน
การสกัดเป็น 72 ชั่วโมงกลับพบว่าประสิทธิภาพในการสกัดก็ไม่ได้เพ่ิมมากขึ้นอีกแสดงให้เห็นว่าจุดอ่ิมตั วของ
การสกัดเริ่มมาถึงตั้งแต่ตอนใช้เวลาในการสกัดเป็น 48 ชั่วโมง ดังนั้นเวลาที่เหมาะสมต่อการสกัดจึงถูกเลือกที่ 
48 ชั่วโมงถึงแม้ว่าการสกัดที่ 72 ชั่วโมงจะท้าให้ความสามารถในการสกัดเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยก็ตาม อนึ่งการสกัด
ด้วยระยะเวลาที่นานเกินไปที่อุณหภูมิห้องอาจก่อให้เกิดการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์กลุ่มที่ทนกรดเนื่องจาก
ในผงกระดูกมีทั้งโปรตีนและไขมัน ดังนั้นการเลือกระยะเวลาที่สั้นลงแต่ยังคงประสิทธิภาพในการสกัดที่
ใกล้เคียงจึงน่าจะเป็นทางเลือกที่ดี 

ผลจากการศึกษาดังกล่าวท้าให้ทราบว่าควรสกัดแคลเซียมจากผงกระดูกปลานิลที่เตรียมได้จากการต้ม
ด่าง ด้วยกรดอะซิติคที่ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ดังนั้นสภาวะดังกล่าวจึงได้ถูกน้าไปใช้ใน
การสกัดแคลเซียมโดยควบคุมสัดส่วนในการสกัดเป็น 1:20 พบว่ามีปริมาณแคลเซียมในส่วนที่ละลายได้ถึง 
2,376 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งค่าดังกล่าวมีค่ามากกว่าการละลายที่เกิดจากน้้าถึง 13 เท่า ทั้งๆที่การสกัดด้วยกรด
ใช้สัดส่วนของผงกระดูกน้อยกว่าน้้าถึง 5 เท่า  

ดังนั้นหากต้องการน้าแคลเซียมจากผงกระดูกปลานิลไปใช้ประโยชน์ไม่ว่าจะเป็นประโยชน์เชิงชีวเคมี
หรือประโยชน์ต่อการสร้างสมบัติเชิงหน้าที่ควรจะท้าการสกัดแคลเซียมด้วยกรดอะซิติคเสียก่อน 
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4.1.3 สรุป 
 จากการศึกษากระบวนการเตรียมผงกระดูกโดยแปรสารละลายที่ใช้ในการต้มเพ่ือก้าจัดเศษเนื้อและ
อินทรีย์สารอ่ืนๆที่ติดอยู่กับก้างด้วยการต้มน้้าและการต้มด่าง ผลจากการศึกษาพบว่าการใช้สารละลายด่างต้ม
จะช่วยก้าจัดอินทรีย์สารออกจากกระดูกปลาไดม้ากกว่าน้ามาซึ่งความบริสุทธิ์ของส่วนที่เป็นแร่ธาตุและผลผลิต
ของแร่ธาตุที่สูงขึ้น เมื่อพิจารณาโครงสร้างทางเคมีพบว่าการต้มด่างไม่ได้ท้าลายโครงสร้างทางเคมีของกระดูก
แต่สารละลายด่างจะไปละลายโปรตีนในเนื้อกระดูกท้าให้เกิดการกัดกร่อนและพ้ืนผิวมีรูพรุนมากขึ้น การเพ่ิม
พ้ืนที่ผิวของกระดูกดังกล่าวท้าให้ผงกระดูกดูดความชื้นได้มากกว่าอันที่เติมด่างเพียงเล็กน้อย แต่พ้ืนผิวที่
เพ่ิมขึ้นอาจเอ้ือประโยชน์ต่อการชะเอาแร่ธาตุออกมาโดยเฉพาะแคลเซียม นอกจากนั้นสีของผงกระดูกที่ได้จาก
การเตรียมด้วยด่างและน้้าพบว่ามีความแตกต่างกันเล็กน้อย โดยผงกระดูกที่ได้จากการเตรียมด้วยด่างจะมีสี
คล้้ามากขึ้นเนื่องจากความเป็นสีเหลืองและสีแดงมากข้ึน  

ปริมาณแคลเซียมทั้งหมดที่พบในกระดูกปลาเกล็ดเงินและปลานิลพบว่ามีประมาณร้อยละ 32 ท้าให้
เป็นแหล่งของแร่ธาตุที่ดี แต่แคลเซียมที่ละลายได้พบว่ามีค่าน้อยมากคือประมาณร้อยละ 0.6 แต่แคลเซียม
ละลายได้จากผงกระดูกปลาเกล็ดเงินมีค่ามากกว่าปลานิลแสดงให้เห็นว่าการน้าผงกระดูกปลาเกล็ดเงินไปใช้
โดยตรงมีความเป็นไปได้ 

การใช้ประโยชน์แคลเซียมจากผงกระดูกปลานิลควรได้รับการสกัดเสียก่อน ผลจากการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการสกัดพบว่าควรสกัดแคลเซียมจากกระดูกปลานิลด้วยกรดอะซิติค ที่ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่สภาวะการสกัดดังกล่าวท้าให้ได้แคลเซียมละลายได้เพ่ิมขึ้นเป็น 13 เท่าเม่ือเทียบกับการ
ใช้น้้าในการสกัด  
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4.2 ตอนที่ 2: ผลของผงกระดูกปลำเกล็ดเงินต่อคุณภำพไส้กรอกปลำเกล็ดเงิน 

4.2.1 กิจกรรมทรำนสกลูทำมิเนสที่กระตุ้นด้วยแคลเซียมละลำยได้ 
 สารละลายแคลเซียมที่ได้จากผงกระดูกปลาเกล็ดเงินขนาดน้อยกว่า 38 ไมโครเมตรที่ผ่านการเขย่า
ผสมกับน้้าด้วยสัดส่วนกระดูกต่อน้้าที่ 1:4 ที่ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ที่มีแคลเซียมละลายได้อยู่ที่
ความเข้มข้นประมาณ 4 มิลลิโมลาร์ได้ถูกน้าไปกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสอย่างหยาบ 
(Crude transglutaminase) ที่สกัดได้จากกล้ามเนื้อปลาเกล็ดเงินจึงได้รับการตรวจสอบ โดยใช้สารตั้งต้น
สังเคราะห์เพราะท้าให้ง่ายต่อการตรวจวัดผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น เนื่องจากเอมีนสังเคราะห์ (Synthetic amine) 
ที่ใช้มีความสามารถในการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ได้ เมื่อเอมีนดังกล่าวถูกรวมเข้า ( Incorporate) ไปใน
โปรตีนจะท้าให้สภาพแวดล้อมรอบๆโมเลกุลเปลี่ยนจากมีขั้วมากเป็นมีขั้วน้อยลง ส่งผลให้ค่าความยาวคลื่นที่
ก่อให้เกิดการเรืองแสงสูงสุด (max) เปลี่ยนไปในทิศทางสีน้้าเงิน (Blue shift) และในระบบการตรวจวัด
กิจกรรมของ ทรานสกลูทามิเนสพบว่าค่า (max อยู่ที่ 480 นาโนเมตรเมื่อให้พลังงานกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 
450 นาโมเมตร  
 การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสในสารสกัดจากกล้ามเนื้อปลาจะเป็นเครื่องพิสูจน์
ว่าในกล้ามเนื้อปลาชนิดนี้มีเอนไซม์นั้นอยู่ เมื่อพิจารณาจากผลการศึกษาจะพบว่าการกระตุ้นสารสกัดเอนไซม์
ด้วยแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 1000 นาโนโมลาร์ ท้าให้ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์คิดเป็น 
25. 48 หน่วยต่อมิลลิลิตร (Unit/mL) (รูปที่ 8) ในขณะที่ตัวอย่างที่ไม่เติมแคลเซียมเลยกลับไม่พบกิจกรรม 
ผลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าในกล้ามเนื้อปลาเกล็ดเงินนั้นมีเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนส นอกจากนั้นเอนไซม์ดังกล่าวก็
ต้องการแคลเซียมไอออนในการกระตุ้นการท้างาน (Ca-dependent enzyme) เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสใน
ปลาถูกตรวจพบหลายชนิด (Binsi and Shamasundar, 2012; Hemung et al., 2005) 

เมื่อพิจารณากิจกรรมที่เกิดขึ้นพบว่ามีค่าน้อยกว่ากิจกรรมที่พบในซูริมิที่ผลิตจากปลา Alaska Pollock 
(Yin and Park, 2014) นอกจากนั้นยังน้อยกว่าที่พบในกล้ามเนื้อปลานิลดังที่ปรากฎในรายงานที่ผ่านมา 
(Worratao and Yongsawatdgiul, 2005) กิจกรรมที่แตกต่างกันนั้นอาจเนื่องมาจากระบบการตรวจสอบ
กิจกรรมที่ใช้สารตั้งต้นและวิธีการตรวจวัดที่ไม่เหมือนกัน นอกจากนั้นปริมาณและกิจกรรมของเอนไซม์ทราน
สกลูทามิเนสก็พบว่ามีควาแปรผันตามแหล่งที่พบด้วย อย่างไรก็ตามปริมาณที่พบในกล้ามเนื้อปลาเกล็ดเงินก็
น่าจะเพียงพอในการทดสอบฤทธิ์ในการกระตุ้นด้วยแคลเซียมละลายได้จากผงกระดูกปลาเกล็ดเงิน 

เมื่อพิจารณากิจกรรมของทรานสกลูทามิเนสในสภาวะที่มีการเติมแคลเซียมละลายได้จากผงกระดูกให้
ได้ความเข้มข้นสุดท้าย (Final concentration) 500 และ 1000 นาโนโมลาร์ (nM) พบว่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ถูกตรวจพบที่ 9.02 และ 21.40 หน่วยต่อมิลลิลิตรของเอนไซม์ และเมื่อเทียบกับการเติมสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Possitive control) เนื่องแคลเซียมคลอไรด์ถูกรายงานว่าเป็น
แหล่งของแคลเซียมที่ใช้ในการกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ต่างๆรวมทั้งทรานสกลูทามิเนสด้วย (Yasueda 
et al., 1994) เนื่องจากแคลเซียมจะไปเหนี่ยวน้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงร่างของโมเลกุลเอนไซม์ท้าให้หมู่
บดบังเปิดตัวออกจึงท้าให้สารตั้งต้นสามารถเข้าถึงหมู่เร่งปฏิกิริยา (Catalytic residue) จึงท้าให้เกิดปฏิกิริยา 
นอกจากนั้นปริมาณแคลเซียมที่เพียงพอต่อการท้างานของเอนไซม์ชนิดนี้จากแต่ละแหล่งก็มีค่าแตกต่างกันโดย
เอนไซม์ที่พบในกล้ามเนื้อปลานิลพบว่าต้องการแคลเซียมเพียง 1 มิลลิโมลาร์ในการกระตุ้นให้เอนไซม์ท้างานได้
อย่างเต็มประสิทธิภาพ (Worratao and Yongsawadigul, 2005) ซึ่งสอดคล้องกับพฤติกรรมของเอนไซม์จาก
ตับปลา Treadfin bream ที่พบว่าการเพ่ิมแคลเซียมมากกว่า 1 มิลลิโมลาร์ไม่ก่อให้เกิดการเพ่ิมขึ้นของ
กิจกรรมแต่อย่างใด (Hemung and Yongsawatdigul, 2008) อย่างไรก็ตาม Binsi and Shamasudar 



 

 

38 

0

5

10

15

20

0 500 1000 แคลเซียมคลอไรด์ (1000
nM)

กิจ
กร

รม
ทร

าน
สก

ลูท
าม

ิเน
ส 

(ห
น่ว

ยต่
อม

ิลล
ิลิต

ร)
(2012) กลับพบว่าเอนไซม์ที่ท้าบริสุทธิ์ได้จากปลา Common carp และ Snapper กลับมีกิจกรรมเพ่ิมข้ึนเมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นเป็น 10 มิลลิโมลาร์ ดังนั้นความต้องการแคลเซียมของเอนไซม์อาจขึ้นอยู่กับระดับความ
บริสุทธิ์ด้วย โดยเอนไซม์ที่มีความบริสุทธิ์สูงจะต้องการแคลเซียมเพียงเล็กน้อยในการกระตุ้นให้โครงร่างเกิด
การเปลี่ยนแปลงไปในทศิทางที่เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยา 

ผลจากการศึกษาพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่กระตุ้นด้วยสารสกัดแคลเซียมจากกระดูกมีค่าน้อยกว่า
การใช้แคลเซียมคลอไรด์เมื่อพิจารณาที่ความเข้มข้นเท่ากัน (1000 นาโนโมลาร์) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในสาร
สกัดของผงกระดูกน่าจะมีสารประกอบอ่ืนๆ เช่น โปรตีนและไขมันที่ส่งผลให้เกิดการขัดขวางการเกิดปฏิกิริยา
เช่น ไขมัและโปรตีน การมีสารดังกล่าวปะปนในสารละลายกระดูกจะท้าให้ความบริสุทธิ์ของระบบการ
วิเคราะห์ลดลงกิจกรรมของเอนไซม์จึงเกิดได้ไม่เต็มศักยภาพ 

อย่างไรก็ตาม ข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าแคลเซียมละลายได้จากกระดูกปลาสามารถกระตุ้นการ
ท้างานของทรานสกลูทามิเนสได้เป็นอย่างดี ดังนั้นการเติมผงกระดูกลงไปในไส้กรอกโดยตรงจะท้าให้แคลเซียม
ในผงกระดูกละลายออกมาและกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสในกล้ามเนื้อปลาได้ ดังนั้น
การเชื่อมข้ามของโปรตีนด้วยเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสในกล้ามเนื้อ (Indigeneus transglutaminase) ที่
กระตุ้นด้วยสารละลายแคลเซียมที่สกัดจากผงกระดูกปลาจึงได้รับการทดสอบ 

 

 
 
 
 
รูปที่ 8 กิจกรรมของทรานสกลูทามิเนสอย่างหยาบจากปลาเกล็ดเงินที่กระตุ้นด้วยแคลเซียมละลายได้
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4.2.2 กำรเชื่อมข้ำมโปรตีนด้วยทรำนสกลูทำมิเนสและแคลเซียมละลำยได้ 
การเชื่อมข้ามโปรตีนได้ถูกตรวจสอบโดยใช้แคลเซียมละลายได้มากระตุ้นการท้างานของทรานสกลูทา

มิเนสในกล้ามเนื้อปลาเองโดยควบคุมระบบให้ใกล้เคียงกับระบบที่จะใช้ในการผลิตไส้กรอกให้มากที่สุด ดังนั้น
เกลือจึงถูกเติมลงไปคิดเป็นร้อยละ 2 โดยน้้าหนัก จากนั้นบดผสมกับแคลเซียมและน้าไปบ่มในสภาวะที่ใช้ใน
การ Setting ตัวอย่างคือ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้ไปละลายโดยบดผสมกับ
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเพ่ือให้โปรตีนทั้งหมดละลาย เก็บโปรตีนละลายได้ด้วยการปั่นเหวี่ยงแล้วน้า
สารละลายโปรตีนที่ได้ไปแยกด้วยเทคนิคการแยกสารในสนามไฟฟ้าบนแผ่นเจลอคริลาไมด์ ที่เรียกว่า โพ
ลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟลิซีส (Poly acrylamide gel electrophoresis, PAGE) แบบที่ท้าให้โปรตีนเสีย
สภาพอย่างสมบูรณ์แบบ (Denatured PAGE) ในสภาวะที่มีการเติมสารีดิวซ์ (Reducing agent) และการให้
ความร้อนกับตัวอย่าง โดยควบคุมปริมาณโปรตีนในตัวอย่างให้เท่ากันที่ 20 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร แถบ
โปรตีนที่ได้จากการแยกจะถูกวิเคราะห์หาชนิดและขนาดของโปรตีนเทียบกับโปรตีนมาตรฐานขนาดต่างๆ  

ผลจากการศึกษาพบว่าเมื่อ โปรตีนถูกบ่มในสภาวะที่ไม่มีการเติมแคลเซียมพบว่าโปรตีนที่ เป็น
องค์ประกอบในตัวอย่างหลักจะเป็นมัยโอซินเส้นหนัก (Myosin heavy chain, MHC) ที่มีขนาดประมาณ 200 
กิโลดาลตัน (รูปท่ี 9) รองลงมาเป็นแอคติน (Actin) ด้วยขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน และโปรตีนอื่นๆ เช่น 
โทรโพมัยโอซิน และมัยโอซินเส้นเบา (Myosin light chains) ก็ถูกตรวจพบที่ขนาดประมาณ 21-35 กิโลดาล
ตัน แต่ไม่พบว่ามีการปรากฎตัวของโปรตีนขนาดใหญ่ติดค้างอยู่ส่วนบนของเจล (Stacking gel) และเมื่อ
เปรียบเทียบกับตัวอย่างโปรตีนที่บ่มในสภาวะเดียวกันแต่มีการเติมแคลเซียมละลายได้กลับพบว่ามีโปรตีน
ขนาดใหญ่ติดค้างอยู่บน Stacking gel พร้อมๆกับการหายไปของแถบมัยโอซินอย่างเห็นได้ชัด แต่โปรตีนอ่ืนๆ
แทบไม่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มของแถบ ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าแคลเซียมที่เติมลงไปในระบบมีปริมาณ
เพียงพอที่จะกระตุ้นการท้างานของทรานสกลูทามิเนสที่หลงเหลือในกล้ามเนื้อปลาท้าให้เกิดการเชื่อมข้ามกัน
ของโปรตีนในเนื้อปลา นอกจากนั้นโปรตีนที่เป็นเป้าหมายหลักของทรานสกลูทามิเนสเหมือนจะเป็นมัยโอซิน
เส้นหนักเนื่องจากได้หายตัวไปทันที แล้วไปปรากฎตัวเป็นโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ขึ้นเพราะมัยโอซินเส้นหนักได้
เชื่อมข้ามกัน ที่ผ่านมากก็มีรายงานว่ามัยโอซินเส้นหนักในโปรตีนกล้ามเนื้อเป็นสารตั้งต้นชนิดโปรด (Fravorite 
substrate) ส้าหรับทรานสกลูทามิเนสจากปลาทรายแดงโดยบริเวณที่ถูกท้าปฏิกิริยามักจะได้รับรายงานว่าเป็น
ส่วนหางของโมเลกุล (Hemung et al., 2008) ทั้งนี้เพราะโครงสร้างในส่วนหางเป็นแบบเกลียวจึงง่ายต่อการ
เข้าถึงของเอนไซม์ นอกจากนั้นยังมีรายงานว่าล้าดับกรดอะมิโนบริเวณหางของมัยโอซินเส้นหนักก็มี
ความจ้าเพาะเจาะจงต่อการเชื่อมข้ามที่เร่งด้วยทรานสกลูทามิเนส เนื่องจากมัยโอซินเป็นโปรตีนส่วนใหญ่ที่พบ
ในกล้ามเนื้อโดยคิดเป็นร้อยละประมาณ 40-60 ดังนั้นหากการเชื่อมข้ามเกิดขึ้นกับโปรตีนดังกล่าวแม้เพียง
เล็กน้อยก็น่าจะเพียงพอส้าหรับการส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเนื้อสัมผัสของโปรตีนเจลหรืออิมัลชันเจลที่
เกิดจากโปรตีนปลาได้ 

ในขณะเดียวกันโปรตีนแอคตินกลับไม่พบว่าถูกเชื่อมข้ามแต่อย่างใด ทั้งนี้ก็มีรายงานอีกว่าโครงร่างของ
แอคตินมีความกระชับ (Compact) เกินไปและยากที่ทรานสกลูทามิเนสจะเข้าถึงจึงไม่ถูกเร่งปฏิกิริยา 
นอกจากนั้นยังมีรายงานว่าชนิดและล้าดับของกรดอะมิโนที่อยู่ในโปรตีนแอคตินก็ไม่มีความจ้าเพาะเจาะจงต่อ
การท้างานของทรานสกลูทามิเนส 

การเชื่อมข้ามของโปรตีนมัยโอซินด้วยเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสจากปลาที่ถูกกระตุ้นด้วยแคลเซียมจาก
ผงกระดูกปลาได้รับการยืนยันมาแล้วโดย Tao and Park (2014) และพบว่าการท้าให้ผงกระดูกมีขนาดเล็กระ
ดันนาโนเมตรจะท้าให้ปริมาณแคลเซียมถูกปลดปล่อยออกมามากกว่าขึ้นท้าให้กระตุ้นการท้างานของเอนไซม์
ได้ดีกว่ากระดูกท่ีมขีนาดใหญ่ระดับไมโมโครเมตร  
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รูปที่ 9 แบบแผนของโปรตีนกล้ามเนื้อปลาที่บ่มในสภาวะที่มีและไม่มีแคลเซียมละลายได้  
 STD = โปรตีนมาตรฐาน 
 1 และ 2 = โปรตีนสกัดท่ีไม่ผ่านการบ่ม 
 3 และ 4 = โปรตีนสกัดท่ีผ่านการบ่มในสภาวะที่ไม่มีแคลเซียม 
 5 และ 6 = โปรตีนสกัดท่ีผ่านการบ่มกับสารละลายแคลเซียมจากกระดูกปลา (1000 นาโนโมลาร์) 

 
4.2.3 คุณภำพไส้กรอกปลำ 

 ไส้กรอกอิลมัลชันจากปลาได้รับการผลิตด้วยสูตรที่คล้ายกับโบโลญญา (Bologna) โดยควบคุมปริมาณ
ส่วนประกอบตามที่ระบบในบทที่ 3 ทั้งนี้แบบจ้าลองของไส้กรอกที่ ใช้นี้เป็นแบบลดปริมาณไขมันโดยเติมสาร
ทดแทนไขมันที่ผลิตจากเจลของผงบุกและคาราจีแนนผสมกัน ปริมาณเกลือถูกควบคุมที่ร้อยละ 2 ซึ่งเป็น
ปริมาณที่เพียงพอต่อการท้าให้โปรตีนกล้ามเนื้อละลายแต่ก็ไม่มากจนเกินไปเพราะการมีเกลือมากกว่านี้อาจจะ
ส่งผลดีต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์ก็จริงแต่ปริมาณเกลือที่มากเกินไปอาจส่งผลเสียต่อสุขภาพของผู้บริโภคบาง
กลุ่มที่ต้องควบคุมปริมาณการบริโภคโซเดียม โดยเฉพาะคนที่เป็นโรคความดันโลหิตสูงและคนที่เป็นโรคหัวใจ
ตีบตัน หรือแม้กระทั่งคนที่เป็นโรคไต กระบวนการผลิตไส้กรอกถูกควบคุมให้อุณหภูมิไม่เกิน 12 องศา
เซลเซียสทั้งนี้เพ่ือรักษาสภาพของโปรตีนกล้ามเนื้อให้อยู่ในสภาพดั้งเดิมมากท่ีสุดเท่าที่จะท้าได้ การที่โปรตีนยัง
มีเสียสภาพระหว่างการสับผสมนั้นจะท้าให้โปรตีนกล้ามเนื้อละลายตัวได้ดีและเกิดสมบัติเชิงหน้าที่ในการ
ห่อหุ้มเม็ดน้้ามัน (Oil droplet) ไว้ในโครงสร้างได้ดีท้าให้เกิดระบบอิมัลชันที่มีเสถียรภาพ เมื่ออิมัลชันดังกล่าว

STD 1    2 3 4 5 6 

kDa 

200 

116 
96 

66 

45 

31 

โปรตีนเชื่อมข้ำม 
(Cross-linked protein)  
 

มัยโอซิน (Myosin) 

แอคติน (Actin) 
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ได้รับความร้อนก็จะท้าให้เกิดเป็นเจลที่ห่อหุ้มเม็ดไขมันไว้ในโครงสร้างอย่างสมบูรณ์น้ามาซึ่งเนื้อสัมผัสและ
ลักษณะปรากฎที่เป็นที่ต้องการของผู้บริโภค 
 ไส้กรอกอิมัลชันจากปลาจึงได้ถูกผลิตทั้งสูตรที่เติมผงแคลเซียมคิดเป็นร้อยละ 1 เพ่ือเปรียบเทียบ
คุณภาพเทียบกับตัวอย่างที่ไม่เติม (ตัวอย่างควบคุม) เมื่อเตรียมส่วนผสมไส้กรอก (Sausage batter) ได้แล้วก็
น้าไปอัดใส่ในไส้พลาสติกและมัดเป็นท่อนใกล้เคียงกันก่อนน้าไปให้บ่มที่ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 
ซึ่งสภาวะดังกล่าวได้รับรายงานว่าเหมาะต่อการท้างานของทรานสกลูทามิเนสจากปลาโดยเฉพาะจากปลาใน
แถบร้อน (Tropical fish) จากนั้นให้ความร้อนโดยการบ่มในอ่างน้้าร้อนที่ควบคุมอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 30 นาที กระบวนการดังกล่าวท้าให้อุณหภูมิตรงกลางของท่อนไส้กรอกมีค่ามากกว่า75 องศา
เซลเซียสซึ่งเป็นจุดที่ท้าให้มั่นใจว่าโปรตีนในกล้ามเนื้อปลาเกิดการเสียสภาพอย่างสมบูรณ์หรืออาจเรียกได้ว่า
เป็นสภาวะที่ใช้ในการท้าให้ไส้กรอกสุก (Cook condition) ไส้กรอกที่ได้จะถูกท้าให้เย็นอย่างรวดเร็วก่อนเก็บ
ในตู้เย็นไส้กรอกท้าให้ได้ไส้กรอกดัง รูปที่ 10 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 10 ไส้กรอกอิมัลชันจากปลาเงินที่เติมและไม่เติมผงกระดูกปลา 
 
 ไส้กรอกในรูปที่ 10 มีสีเหลืองครีมและเมื่อพิจารณาจากลักษณะภายนอกจะพบว่าทั้งสองตัวอย่างไม่มี
ความแตกต่างกันเลย ทั้งนี้เพราะว่าอนุภาคของผงกระดูกที่เติมลงไปมีขนาดเล็กเพียงพอ นอกจากนั้นสูตรใน
การผลิตไส้กรอกก็มีการเติมเครื่องเทศหลายอย่างลงไปท้าให้ลักษณะปรากฎของทั้งสองสูตรไม่มีความแตกต่าง
กัน ซึ่งก็เป็นไปตามที่สันนิษฐานว่าเมื่อเติมผงกระดูกในระบบไส้กรอกปลาจะไม่ท้าให้ลักษณะปรากฎ
เปลี่ยนแปลงไป ทั้งนี้เพราะลักษณะปรากฎเป็นสิ่งส้าคัญที่มีผลต่อการตัดสินใจเลือกซื้อของผู้บริโภค อย่างไรก็
ตามคุณภาพด้านเคมี สมบัติทางเคมีกายภาพ และการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสก็ควรได้รับการ
ประเมินอย่างละเอียดเพื่อเปรียบเทียบคุณภาพของไส้กรอกท่ีได้จากท้ังสองสูตร 
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4.2.3.1 องค์ประกอบทำงเคมี 
 องค์ประกอบอย่างหยาบของไส้กรอกปลาได้รับการวิเคราะห์หาความชื้น ไขมัน โปรตีน และปริมาณ
เถ้าดังแสดงในตารางที่  ผลจากการศึกษาพบว่าการเติมผงแคลเซียมลงในสูตรไม่ท้าให้ความชื้น ไขมัน และ
โปรตีนแตกต่างกันแต่อย่างใด (ตำรำงที่ 12) ถึงแม้ว่าจะพบโปรตีนและไขมันในผงกระดูกก็ตาม ข้อมูลดังกล่าว
แสดงให้เห็นว่าปริมาณท่ีเติมลงไปไม่ได้มากพอที่จะส่งผลต่อองค์ประกอบโดยรวม  
 
ตำรำงท่ี 12 องค์ประกอบทางเคมีของไส้กรอกอิมัลชันเสริมและไม่เสริมผงกระดูกปลา  
องค์ประกอบ สูตรไส้กรอก 

ควบคุม เสริมผงกระดูก 
ความชื้น 67.38  0.15ns 66.74  0.29ns 
โปรตีน 7.78  0.27ns 8.18  0.29ns 
ไขมัน 13.47  0.05ns 13.82  0.05ns 
เถ้าท้ังหมด 1.11  0.10b 1.77  0.09a 

*a-b ที่เป็นตัวเลขยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
 

 เมื่อพิจารณาปริมาณเถ้าทั้งหมดของไส้กรอกกลับพบว่ามีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อ
มีการเติมผงกระดูกลงไปร้อยละ 1 ข้อมูลดังกล่าวสะท้อนให้เห็นว่าไส้กรอกปลามีปริมาณแร่ธาตุเพ่ิมขึ้นคิดเป็น
ร้อยละเกือบ 60 แสดงว่าการเติมผงกระดูกมีส่วนช่วยเพ่ิมปริมาณแร่ธาตุให้กับไส้กรอกอย่างเห็นได้ชัด อย่างไร
ก็ตามแร่ธาตุดังกล่าวจะมีส่วนที่เป็นแคลเซียมมากน้อยเพียงใดก็ได้ท้าการตรวจวัดปริมาณแคลเซียมทั้งหมดใน
ตัวอย่างไส้กรอกซึ่งพบว่าตัวอย่างไส้กรอกสูตรควบคุมและสูตรเสริมผงกระดูกมีแคลเซียมคิดเป็นร้อยละ (โดย
น้้าหนักแห้ง) 0.079 และ 1.178 ตามล้าดับ จะเห็นได้ว่าแร่ธาตุที่เพ่ิมขึ้นในไส้กรอกสูตรเสริมผงกระดูกปลา
เป็นธาตุแคลเซียมอยู่ด้วยโดยแคลเซียมที่เพ่ิมขึ้นคิดเป็น 15 เท่า เมื่อพิจารณาปริมาณแคลเซียมในตัวอย่างไส้
กรอกที่ยังไม่ผ่านการอบแห้งพบว่า ไส้กรอกควบคุมและไส้กรอกเสริมกระดูกปลามีแคลเซียมคิดเป็นร้อยละ 
0.025 และ 0.392 ตามล้าดับ หรือคิดเป็น 25 และ 392 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมตัวอย่าง ปริมาณแคลเซียมใน
สูตรไส้กรอกนี้ถือว่าเพ่ิมขึ้นอย่างมากและมากพอที่จะเรียกไส้กรอกนี้ว่าเป็นไส้กรอกสูตรมีแคลเซียมสูง 
เนื่องจากการบริโภคไส้กรอกชนิดนี้เพียง 100 กรัมเทียบเท่าหนึ่งหน่วยผู้บริโภค ก็ท้าให้ได้ปริมาณแคลเซียม
มากกว่าร้อยละ 20 ของปริมาณแคลเซียมที่ร่างกายควรได้รับตามที่ระบุในปริมาณที่แนะน้าให้บริโภคต่อวัน
ส้าหรับคนไทย  (Thai RDI) คือ 800 มิลลิกรัมต่อวัน ดังนั้นการเติมผงกระดูกในไส้กรอกปลาเป็นอีกหนึ่ง
แนวทางในการส่งเสริมให้ไส้กรอกปลากลายเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือสุขภาพโดยจัดเป็นผลิตภัณฑ์ที่มี
แคลเซียมสูง ซึ่งแคลเซียมที่ได้จากผงกระดูกปลาพบว่าสามารถถูกย่อยได้ด้วยเอนไซม์ที่พบในระบบทางเดิน
อาหารดังที่ได้มีการทดลองในหลอดทดลองมาก่อนหน้านี้โดยใช้ผงกระดูกจากปลาดุก ปลาซาลมอน (Luu and 
Nguyen, 2009) นอกจากนั้น Malde et al, (2009) ยังได้ พิสูจน์แล้วว่าผงกระดูกจากปลา Cod และ 
Salmon สามารถถูกดูดซึมได้เมื่อมีการทดลองโดยใช้ผู้ทดลองเป็นผู้ชายวัยหนุ่ม (Young healthy men) 
ดังนั้นการมีผงกระดูกและปริมาณแคลเซียมจากผงกระดูกในไส้กรอกปลาก็น่าจะเป็นแหล่งแคลเซียมให้กับ
ผู้บริโภคได้เป็นอย่างดี ท้าให้ไส้กรอกท่ีผลิตขึ้นจัดเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพที่แคลเซียมสูง 
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4.2.3.2 สี 
 ไส้กรอกที่ผลิตได้ถูกน้ามาประเมินสีว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่เนื่องจากผงกระดูกที่ผลิตขึ้นจะมีสี
ค่อนข้างขาวเมื่อน้ามาเติมในไส้กรอกจะก่อให้เกิดความเปลี่ยนแปลงของสีหรือไม่ ค่าสีของไส้กรอกสูตรเติมและ
ไม่เติมผงกระดูกถูกแสดงในตำรำง 13 
 
ตำรำงท่ี 13 ค่าสีของไส้กรอกปลาสูตรเสริมและไม่เสริมผงกระดูกปลาเกล็ดเงิน 
  
ค่ำสี สูตรไส้กรอก 

ควบคุม เสริมผงกระดูกปลำ 
Hunter L* 66.38  0.26ns 67.24   0.29ns 
Hunter a* 3.94  0.18b 4.65   0.09a 
Hunter b* 11.49  0.08b 13.33   0.08a 

*a-b ที่เป็นตัวยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
 
 จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อเติมผงกระดูกลงไปในไส้กรอกปลาท้าให้ค่าสีท้าให้ค่าความสว่างมีค่า
เพ่ิมขึ้นเล็กน้อยแต่การเพ่ิมขึ้นดังกล่าวไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่รายงานที่ผ่านมาพบว่าการเติมผง
กระดูกในซูริมิเจลจะท้าให้ค่าความสว่างของเจลลดลงทั้งนี้เพราะอนุภาคของผงกระดูกปลาจะไปขัดขวางการ
ส่องผ่านของแสงท้าให้ค่าความสว่างลดลง (Tao and Park, 2014) แต่ในระบบของไส้กรอกอิมัลชันซึ่ง
ประกอบไปด้วยองค์ประกอบของเครื่องเทศและส่วนผสมอ่ืนๆมากกว่าระบบเจลผลที่ได้อาจมีความแตกต่าง
จากที่เคยพบในระบบเจล นอกจากนั้นความเป็นสีแดงและสีเหลืองของตัวอย่างก็เพ่ิมข้ึนเช่นเดียวกัน มีรายงาน
ว่าการเติมผงกระดูกลงในโปรตีนเจลที่ผลิตจากซูริมิส่งผลให้ค่าความเป็นสีแดงและค่าความเป็นสีเหลืองมีค่า
เพ่ิมากขึ้นเช่นเดียวกัน จากการทดลองนี้ชี้ให้ เห็นว่าถึงแม้ว่าสีของไส้กรอกจะเปลี่ยนแปลงไปแต่การ
เปลี่ยนแปลงดังกล่าวเป็นไปในเชิงบวกเนื่องจากความเป็นสีแดงของตัวอย่างเพ่ิมขึ้นพร้อมๆกับความเป็นสี
เหลือง การที่สีแดงและสีเหลืองของตัวอย่างที่มีผงกระดูกเพ่ิมขึ้นนั้นอาจเนื่องมาจากการออกซิเดชันของโปรตีน
และไขมันที่อยู่ในผงกระดูกเกิดเป็นรงควัตถุที่มีโทนสีเป็นสีน้้าตาล (Browning pigments) โดยรงควัตถุ
เหล่านั้นน่าจะเป็นสาเหตุหลักที่ท้าให้สีของผลิตภัณฑ์เปลี่ยนไป ทั้งนี้ไส้กรอกอิมัลชันที่มีวางจ้าหน่ายใน
ท้องตลาดมักจะมีลักษณะปรากฎเป็นสีเหลืองอมน้้าตาลดังนั้นการที่สีเหลืองของผลิตภัณฑ์เพ่ิมากขึ้นก็น่าจะ
เป็นการส่งเสริมคุณลักษณะอันพึงประสงค์ส้าหรับผู้บริโภค 
 

4.2.4.3 เนื้อสัมผัส 
 ถึงแม้ว่าไส้กรอกปลาสูตรเสริมผงกระดูกจะได้รับการพิสูจน์แล้วว่ามีแคลเซียมสูงเหมาะกับการเป็น
อาหารเพ่ือสุขภาพ แต่คุณภาพด้านอ่ืนๆของไส้กรอกก็ต้องได้รับการวิเคราะห์และประเมินเช่นเดียวกัน 
โดยเฉพาะคุณภาพด้านเนื้อสัมผัส ดังนั้นแบบแผนของเนื้อสัมผัสจึงได้รับการวิเคราะห์ด้วยหลักการทาง
วิทยาศาสตร์ที่พยายามอธิบายคุณลักษณะต่างๆที่เกิดข้ึนระหว่างการเคี้ยวให้อยู่ในรูปตัวเลข แบบแผนเหล่านั้น
ได้แก่ค่าความแข็งของตัวอย่าง (Hardness) หมายถึงค่าแรงที่ท้าให้ตัวอย่างแตก ค่าความเป็นสปริง 
(Springiness) คือความสามารถในการคืนรูปของตัวอย่างเมื่อได้รับแรงกด ค่านี้จะบ่งบอกความยืดหยุ่นได้ด้วย 
ค่าความเป็นกัม (Gumminess) หมายถึงความสามารถในการถูกกดซ้้าๆ ได้หลายครั้งโดยตัวอย่างมีการ
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เปลี่ยนแปลงไปไม่มาก ค่าแรงยึดเกาะกันของโมเลกุลภายในตัวอย่าง (Cohesiveness) และค่าแรงยึดเกาะกัน
กับพ้ืนผิวอ่ืนของตัวอย่าง ผลจากการศึกษาได้ถูกสรุปไว้ใน ตำรำงท่ี 14 
 
ตำรำงท่ี 14 แบบแผนเนื้อสัมผัสของไส้กรอกอิมัลชันเสริมและไม่เสริมผงกระดูกปลา  
 
สมบัติด้ำนเนื้อสัมผัส 
(Textural properties) 

สูตรไส้กรอก 
ควบคุม เสริมผงกระดูก 

ควำมแข็ง 
(Hardness, kg) 0.425  0.115b 0.655  0.083a 

ควำมสำมำรถในกำรเกำะวัสดุอื่น 
(Adhesivensee,kg.s ) 0.004  0.003ns 0.005  0.003ns 

ควำมเป็นสปริง 
(Springiness, s) 0.348  0.132ns 0.341  0.095ns 

ควำมสำมำรถในกำรเกำะกัน 
(Cohesiveness, ) 0.297  0.074ns 0.303  0.083ns 

ควำมเป็นกัม 
(Gumminess,kg ) 0.129  0.057b 0.201  0.089a 

*a-b ที่เป็นตัวเลขยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
 

 ผลจากการวิเคราะห์เนื้อสัมผัสของไส้กรอกแสดงให้เห็นว่าเนื้อสัมผัสของไส้กรอกสูตรเสริมและไม่เสริม
ผงกระดูกปลามีความแตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัดโดยเฉพาะค่าความแข็งและความเป็นกัมของตัวอย่าง ในขณะ
ที่ค่าแรงยืดเกาะในโมเลกุลของตัวอย่าง ความสามารถในการเกาะกับวัสดุอ่ืน และความเป็นสปริงมีค่าไม่
แตกต่างกัน การเพ่ิมขึ้นของความแข็งในสภาวะที่มีผงกระดูกปลาแสดงให้เห็นว่าแคลเซียมที่อยู่ในผงกระดูก
ปลาได้ถูกปลดปล่อยออกมาในระบบก่อให้เกิดการปรับปรุงเนื้อสัมผัสของไส้กรอก การปรับปรุงเนื้อสัมผัสของ
ไส้กรอกด้วยแคลเซียมในกระดูกปลาน่าจะเกิดข้ึนได้ด้วยกลไกหลายอย่าง 
 อย่างแรกแคลเซียมที่ถูกปลดปล่อยออกมาจะไปกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนโครงร่างของโปรตีน 
(Protein conformation) โดยท้าให้โปรตีนเปิดตัวออกมากขึ้นระหว่างการบ่มที่  40 องศาเซลเซียส  ซึ่ง
พฤติกรรมดังกล่าวในโปรตีนกล้ามเนื้อจากปลานิลได้รับการพิสูจน์มาแล้ว (Yongsawatdigul and Sinsuwan, 
2007) นอกจากนั้นการมีแคลเซียมไอออนยังท้าให้มัยโอซินและแอคตินจากกล้ามเนื้อปลาทรายแดงเปิดตัวออก
น้ามาซึ่งการเพ่ิมขึ้นของพ้ืนผิวที่ไม่ชอบน้้า (Surface hydrophobicity) อันเกิดจากการเปิดตัวของโครงร่าง
โปรตีน การเปิดตัวดังกล่าวยังท้าให้หมู่ซัลฟ์ไฮดริลมีความไวต่อปฏิกิริยาออกซิเดชันเกิดเป็นพันธะไดซัลไฟด์ได้
อีกด้วย (Hemung and Yongsawatdigul, 2005) ปรากฎการดังกล่าวท้าให้มัยโอซินเกิดการเกาะตัวรวมกัน 
ด้วยพันธะต่างๆ เช่น อันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก พันธะไฮโดรเจน และพันธะไดซัลไฟด์ เป็นต้น ดังนั้นการมี
แคลเซียมในอิมัลชันของโปรตีนปลาจึงเป็นเหมือนตัวเร่งให้โปรตีนเกิดการเกาะตัวกันของโปรตีนระหว่างการให้
ความร้อนเกิดเป็นโครงร่างสามมิติที่มีความสามารถในการกักเก็บน้้าและเม็ดน้้ามันได้ดีขึ้นเมื่ออิมัลชันผ่านการ
ให้ความร้อนจนเกิดการเสียภาพอย่างสมบูรณ์แบบก็จะท้าให้ได้อิมัลชันเจลที่แข็งแรงกว่าการไม่เติมแคลเซียม
เลย  
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 อย่างที่สองอาจอธิบายได้จากการที่แคลเซียมไปกระตุ้นการท้างานของทรานสกลูทามิเนสในกล้ามเนื้อ
ปลาเกล็ดเงิน (ได้รับการพิสูจน์ว่ามีจริงจากผลการทดลองในรูปที่ 8) ท้าให้เอนไซม์ดังกล่าวเร่งปฏิกิริยาการ
เชื่อมข้ามของสายโปรตีนในตัวอย่าง โดยเฉพาะอย่างยิ่งมัยโอซินเส้นหนักซึ่งได้รับการพิสูจน์แล้วว่าถูกเชื่อม
ข้ามด้วยเอนไซม์ดังกล่าวในสภาวะที่มีแคลเซียมละลายได้จากกระดูกปลาเกล็ดเงิน พันธะที่เกิดข้ึนดังกล่าวเป็น
พันธะที่แข็งแรงเนื่องจากเป็นพันธะโควาเลนท์และเป็นพันธะโควาเลนท์ที่ไม่สามารถถูกท้าลายได้ด้วยสารรีดิวซ์ 
พันธะโควาเลนท์ที่ไม่ได้ถูกท้าลายด้วยสารรีดิวซ์ก็ได้ถูกพบระหว่างการผลิตเจลจากซูริมิ ในสภาวะที่มีการเติม
สารประกอบแคลเซียมในรูปแบบต่างๆ (Lee and Park, 1998) พันธะดังกล่าวเรียกว่าพันธะไอโซเปปไทด์ 
(Isopeptide) ซึ่งเป็นเปปไทด์ที่เกิดจากการสร้างพันธะของหมู่โซ่ข้างของกรดอะมิโนกลูตามีนและไลซีนที่ต่างก็
ยึดเกาะกันอยู่บนสายโปรตีน การมีพันธะดังกล่าวในเจลของซูริมิซึ่งเชื่อว่าเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสได้รับการพิสูจน์โดยพบว่าปรากฎการณ์ดังกล่าวจะหายไปเมื่อมีการเติมสารยับยั้ง  
ทรานสกลูทามิเนส (Transglutaminase inhibitor) (Kumazawa et al., 1995) การเกิดพันธะดังกล่าวจึงท้า
ให้โมเลกุลของโปรตีนเกิดการเชื่อมข้ามกันการเชื่อมข้ามดังกล่าวท้าให้โครงสร้างของเจลมีความแข็งแรงมาก
ยิ่งขึ้นจึงสะท้อนออกมาที่ค่าความแข็งของเจลที่เพ่ิมขึ้น การเติมผงกระดูกปลา Pacific whiting ในเจลจากซูริ
มิจากปลา Alaska Pollock ก็ก่อให้ความแข็งแรงของเจลเพ่ิมขึ้น เช่น เดียว (Tao and Park, 2014) 
นอกจากนั้นประสิทธิภาพของการเพ่ิมความแข็งแรงของเจลก็ขึ้นอยู่กับขนาดอนุภาคของผงกระดูกด้วย โดย
พบว่าอนุภาคที่มีขนาดระดับไมโครเมตร (nano scale) จะมีประสิทธิภาพในการปรับปรุงเนื้อสัมผัสของเจล
ได้มากว่าผงกระดูกขนาดไมโครเมตร (150 ไมโครเมตร) ผลจากการศึกษาในครั้งนี้กลับพบว่าการเติมผงกระดูก
ปลาเกล็ดเงินที่มีขนาด 38 ไมโครเมตร ซึ่งจัดเป็นอนุภาคระดับไมโครเมตรกลับมีฤทธิ์ในการกระตุ้นการท้างาน
ของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสและส่งผลให้เกิดการปรับปรุงเนื้อสัมผัสของไส้กรอกปลาได้ซึ่งขัดแย้งกับรายงาน
ที่กล่าวมาแล้ว ข้อขัดแย้งดังกล่าวอาจเกิดเนื่องมาจากตัวอย่างผงกระดูกที่เตรียมได้จากปลาคนละชนิด
นอกจากนั้นกรรมวิธีในการเตรียมก็แตกต่างกันโดยการศึกษาครั้งนี้ได้น้ากระดูกที่ผ่านการต้มด้วยสารละลาย
ด่างไปให้ความร้อนภายใต้ความดันสูงก่อนน้ามาอบและบดเป็นผงในขณะที่การศึกษาก่อนหน้านี้ไม่มีขั้นตอนนี้ 
การให้ความร้อนภายใต้ความดันอาจท้าให้โครงสร้างของผงกระดูกถูกท้าลายและท้าให้ปริมาณแคลเซียม
สามารถหลุดออกมาได้มากกว่าก็เป็นได้ ทั้งนี้ปริมาณแคลเซียมละลายได้ของการศึกษาครั้งที่แล้วก็ไม่ได้รับการ
รายงาน 

การเติมผงกระดูกในไส้กรอกจะท้าให้เกิดการละลายออกมาของแคลเซียมแล้วแคลเซียมละลายได้นี้ก็
จะไปกระตุ้นการท้างานของทรานกลูทามิเนสและก่อให้เกิดการเชื่อมข้ามของโปรตีนท้าให้ส่งเสริมการเกิดเจล 
ของอิมัลชันเกิดเป็นโครงร่างสามมิติของเจลที่ได้มีความแข็งแรงเพ่ิมมากขึ้น การเติมผงกระดูกปลาในซูริมิ
ส่งเสริมการเกิดเจลซึ่งตรวจวัดด้วยหลักวิทยากระแส (Rheology) ก็ได้รับการรายงานเช่นกัน (Tao et al., 
2014) การปรับปรุงสมบัติเชิงหน้าที่ของซูริมิเจลโดยการเติมกระดูกปลาก็ได้รับการยืนยันเช่นกัน (Kim et al., 
1998) เมื่อโครงสร้างของเจลได้รับการปรับปรุงให้มีความแข็งแรงและมีเสถียรภาพมากขึ้นจึงท้าให้สามารถกัก
เก็บน้้าและไขมันไว้ในโพลงได้เป็นอย่างดีส่งผลให้เกิดการปรับปรุงเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์   ดังนั้นการเติม
เสริมผงกระดูกในไส้กรอกปลานอกจากจะเป็นการเพ่ิมแคลเซียมในผลิตภัณฑ์แล้วยังก่อให้เกิดการปรับปรุงเนื้อ
สัมผัสของผลิตภัณฑ์โดยการกระตุ้นศักยภาพของเอนไซม์ที่มีอยู่ในเนื้อปลาให้ท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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4.2.4.4 กำรประเมินทำงประสำทสัมผัส 
  ไส้กรอกปลาที่ผลิตได้ถึงแม้จะผ่านการวิเคราะห์เนื้อสัมผัสและพบว่าเนื้อสัมผัสได้รับการ
ปรับปรุงเมื่อมีการเติมผงกระดูกปลา แต่การเพิ่มข้ึนของเนื้อผัสดังกล่าวสามารถรับรู้ได้ด้วยผู้บริโภคหรือไม่เป็น
สิ่งที่จ้าเป็นต้องได้รับการประเมินเช่นเดียวกันเนื่องจากหากการเพ่ิมขึ้นดังกล่าวผู้บริโภคไม่สามารถแยกแยะ
ออกได้ก็เหมือนกับเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ไม่ได้รับการปรับปรุง เพราะการปรับปรุงเนื้อสัมผัสมีขึ้นเพ่ือ
ตอบสนองความต้องการของผู้บริโภค ดังนั้นการประเมินความชอบต่อผลิตภัณฑ์ที่ผลิตขึ้นจึงได้รับการประเมิน
โดยใช้ผู้ทดสอบที่ไม่ผ่านการฝึกอบรม ข้อมูลที่ได้จะสะท้อนถึงความพึงพอใจของผู้บริโภคได้มากกว่าการใช้
ผู้บริโภคท่ีผ่านการอบรม ผลจากการศึกษาแสดงได้ดังตำรำงท่ี 15  
 ผลจากการประเมินคุณภาพด้วยผู้ทดสอบที่เป็นผู้บริโภคแสดงให้เห็นว่าไส้กรอกท่ีถูกผลิตขึ้นได้รับการ
ยอมรับมากกว่าร้อยละ 50 ดังจะเห็นได้จากคะแนนเฉลี่ยของความชอบต่อคุณลักษณะด้านต่างๆมีค่าประมาณ 
5 จากระดับคะแนนทั้งหมด 9 นอกจากนั้นคะแนนความชอบโดยรวมก็พบว่ามีค่าสูงที่ระดับประมาณ 6 ไม่ว่า
ไส้กรอกนั้นจะมีการเติมหรือไม่เติมแคลเซียม แต่เมื่อพิจารณาแต่ละคุณลักษณะคุณภาพจะพบว่าการเติมผง
กระดูกในสูตรไส้กรอกท้าให้คะแนนความชอบต่อลักษณะปรากฎ สี กลิ่นรสมีค่าเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยส่งผลให้
คะแนนชอบโดยรวมมีค่าเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตามรสชาติของไส้กรอกไม่มีความเปลี่ยนแปลงเพราะค่าความชอบ
ต่อคุณลักษณะด้านนี้มีค่าไม่แตกต่างกันไม่ว่าจะมีการเติมหรือไม่เติมผงกระดูกปลาก็ตาม ผลดังกล่าวสะท้อนให้
เห็นว่าการเติมกระดูกช่วยเพ่ิมเนื้อสัมผัสและท้าให้ผลิตภัณฑ์ได้รับการยอมรับมากยิ่งขึ้น นอกจากนั้นสีสันของ
ผลิตภัณฑ์ก็พลอยได้รับการปรับปรุงจากการเติมผงกระดูกด้วยดังจะเห็นว่าความเป็นสีเหลืองและสีแดงมีค่า
เพ่ิมมากข้ึนจึงท้าให้ผลิตภัณฑ์ได้รับการยอมรับด้านสีมากขึ้น 
 ดังนั้นการผลิตไส้กรอกปลาสูตรเสริมผงกระดูกปลาจึงมีความเป็นไปได้ส้าหรับการผลิตเชิงพาณิชย์
อย่างไรก็ตามหากสามารถท้าการประเมินการยอมรับของผลิตภัณฑ์โดยใช้ผู้ทดสอบในวงกว้างกว่านี้ก็จะได้
ข้อมูลที่สะท้อนถึงศักยภาพด้านการตลาดมากยิ่งข้ึน 
 
ตำรำงท่ี 15 คุณลักษณะด้านการยอมรับของไส้กรอกเสริมและไม่เสริมผงกระดูกปลา  
 
คุณลักษณะด้ำนกำรยอมรับ 
(Preferential attributes) 

สูตรไส้กรอก 
ควบคุม เสริมผงกระดูก 

ลักษณะปรำกฎ 5.73  1.43ns 5.97  1.46ns 
สี 5.68  1.65b 6.06  1.66a 
เนื้อสัมผัส 5.74  1.57b 6.06  1.61a 
รสชำติ 5.59  1.65ns 5.60   2.09ns 
กำรยอมรับโดยรวม 6.02  1.67b 6.21  1.85a 

*a-b ที่เป็นตัวเลขยกก้าลังแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
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4.3 สรุป 
 ผงกระดูกจากปลาเกล็ดเงินได้ผ่านการก้าจัดเนื้อติดก้างด้วยการบ้าบัดด้วยสารละลายด่าง  ท้าให้นุ่ม
ด้วยการให้ความร้อนสูงภายใต้ความดันก่อนท้าแห้งและบดเป็นผง เมื่อละลายผงกระดูกที่ได้กับน้้าพบว่ามี
แคลเซียมละลายได้หลุดออกมาและสามารถกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสรวมทั้งเร่ง
ปฏิกิริยาการเชื่อมข้ามโปรตีนได้  ผงกระดูกดังกล่าวได้ถูกเติมลงในไส้กรอกปลาร้อยละ 1 ส่งผลให้ตัวอย่างไส้
กรอกท่ีมีแคลเซียมทั้งหมด 178 มิลลิกรัมต่อหน่วยบริโภค จึงถูกจัดเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีแคลเซียมสูงเพราะมีค่าสูง
กว่าร้อยละ 20 ของปริมาณที่แนะน้าให้คนไทยบริโภคต่อวัน นอกจากนั้นองค์ประกอบด้านอ่ืนๆไม่ได้รับ
ผลกระทบ สีของไส้กรอกมีความเป็นสีเหลืองและแดงเพ่ิมมากขึ้นซึ่งน่าจะส่งผลดีต่อการยอมรับของผู้บริโภค 
เนื้อสัมผัสของไส้กรอกกได้รับการปรับปรุงโดยเฉพาะค่าความเป็นแข็งและความเป็นกัม ผลดังกล่าวเกิดจาก
การที่แคลเซียมในผงกระดูกละลายออกมาและไปกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสในกล้าม
เนื้อปลาเกิดการเชื่อมข้ามของกล้ามเนื้อปลา การเพ่ิมขึ้นของค่าทางด้านเนื้อสัมผัสส่งผลให้ผู้บริโภคยอมรับใน
ผลิตภัณฑ์ด้านสีและเนื้อสัมผัสเพ่ิมขึ้นและค่าการยอมรับโดยรวมก็สูงตามไปด้วย ดังนั้นการเติมผงกระดูกในไส้
กรอกปลาจึงเป็นแนวทางในการเพ่ิมปริมาณแคลเซียมในผลิตภัณฑ์และปรับปรุงคุณภาพผลิตภัณฑ์ในเวลา
เดียวกัน 
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บทที่ 5 

บทสรุป 

กระดูกปลาที่เหลือจากการแปรรูปสามารถน้ามาผลิตเป็นผงกระดูกเพ่ือเป็นแหล่งของแคลเซียม
ธรรมชาติได้ โดยการก้าจัดอินทรีย์สารจ้าพวกโปรตีนและไขมันออกจะท้าให้กระดูกมีปริมาณแร่ธาตุสูงขึ้น 
ดังนั้นการก้าจัดเนื้อติดกระดูกปลาด้วยน้้าและสารละลายด่างจึงได้รับการศึกษา โดยกระดูกท่ีได้จะถูกท้าให้นุ่ม
ขึ้นโดยการให้ความร้อนสูงภายใต้ความดันก่อนน้าไปอบแห้งและบดเป็นผงที่มีขนาดเล็กกว่า 38 ไมโครเมตร 
ผลจากการศึกษาพบว่าการใช้สารละลายด่างร้อนบ้าบัดกระดูกท้าให้สามารถก้าจัดโปรตีนและไขมันออกจาก
โครงสร้างได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าการใช้น้้าเพียงอย่างเดียว โดยที่โครงสร้างทางเคมีของกระดูกไม่เกิด
การเปลี่ยนแปลง นอกจากนั้นพ้ืนผิวของผงกระดูกก็เกิดการกัดกร่อนที่มากกว่าน้ามาซึ่งรูพรุนและพ้ืนที่ผิวมาก
ขึ้น ท้าให้สัณนิษฐานได้ว่าแคลเซียมไอออนอาจถูกชะออกมาได้มากกว่าตัวอย่างที่ผ่านการบ้าบัดด้วยน้้าเพียง
อย่างเดียว ลักษณะทางกายภาพของกระดูกที่ได้พบว่าการบ้าบัดด้วยด่างท้าให้สีของผงกระดูกมีค่าความเป็นสี
แดงและสีเหลืองเพ่ิมข้ึน  

ปริมาณแคลเซียมทั้งหมดในผงกระดูกปลาเกล็ดเงินและปลานิลพบว่ามีร้อยละ 32 แต่ปริมาณแคลเซียม
ที่ละลายได้กลับพบว่ามีค่าน้อยมากโดยคิดเป็นร้อยละ 0.5-0.6 ทั้งนี้กระดูกปลาเกล็ดเงินมีค่าแคลเซียมละลาย
ได้มากกว่าปลานิลท้าให้มีศักยภาพในการน้าไปใช้ประโยชน์ได้โดยตรง ในขณะที่ผงกระดูกจากปลานิลต้องผ่าน
การสกัดด้วยกรดก่อนจึงจะท้าให้มีปริมาณแคลเซียมละลายได้เพ่ิมมากขึ้น การใช้กรดอะซิติคเป็นสารสกัดใน
เวลาและความเข้มข้นที่เหมาะสมท้าให้ได้ปริมาณแคลเซียมละลายได้ออกมามากข้ึนประมาณ 13 เท่า 

เมื่อน้าผงกระดูกปลาเกล็ดเงินที่ผ่านการบ้าบัดด้วยสารละลายด่างไปใช้ประโยชน์เพ่ือส่งเสริมสมบัติเชิง
หน้าที่ผ่านการกระตุ้นการท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสจากกล้ามเนื้อปลา ดังนั้นกิจกรรมของเอนไซม์
ดังกล่าวในสภาวะที่มีและไม่มีแคลเซียมจึงได้รับการศึกษาและพบว่าแคลเซียมละลายได้ สามารถกระตุ้นการ
ท้างานของเอนไซม์ทรานสกลูทามิเนสจากกล้ามเนื้อปลาเกล็ดเงินได้ โดยมีกิจกรรมใกล้เคียงกันกับการกระตุ้น
ด้วยแคลเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นเท่ากัน นอกจากนั้นแคลเซียมละลายได้ในการทดลองนี้ก็สามารถเร่งการ
เชื่อมข้ามของโปรตีนกล้ามเนื้อปลาเกล็ดเงินซึ่งแสดงได้จากแบบแผนของโปรตีน ผงกระดูกปลาเกล็ดเงินมี
ศักยภาพเป็นแหล่งของแคลเซียมและปริมาณแคลเซียมที่ละลายออกมาก็มีปริมาณเพียงพอที่จะกระตุ้นการ
ท้างานของทรานสกลูทามิเนสในกล้ามเนื้อปลาเพ่ือเร่งการเชื่อมข้ามกล้ามเนื้อปลา ดังนั้นการ เพ่ิมแคลเซียม
และพัฒนาเนื้อสัมผัสด้วยผงกระดูกปลาที่ผลิตได้จึงควรได้รับการศึกษาโดยเฉพาะในผลิตภัณฑ์อิมัลชันเจลจาก
โปรตีนปลาอย่างเช่นไส้กรอกปลา  

การศึกษาผลของผงกระดูกปลาต่อคุณภาพของไส้กรอกปลาได้รับการศึกษาที่ปริมาณกระดูกร้อยละ 1 
(โดยน้้าหนัก) และผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีพบว่าการเติมผงกระดูกท้าให้ได้ไส้กรอกที่มีแคลเซียม
เพ่ิมมากขึ้น 15 เท่า จนท้าให้จัดได้ว่าเป็นผลิตภัณฑ์แคลเซียมสูง การเติมผงกระดูกไม่ท้าให้โครงสร้างของ
อิมัลชันเจลเปลี่ยนแปลงไป นอกจากนั้นคุณภาพด้านลักษณะปรากฎและเนื้อสัมผัสของไส้กรอกที่ได้ก็ได้รับการ
พัฒนาขึ้นไม่ว่าจะประเมินด้วยหลักการวิเคราะห์สีและเนื้อสัมผัส การยอมรับของผู้บริโภคก็เป็นไปในทิศทาง
เดียวกันกล่าวคือไส้กรอกสูตรเสริมผงกระดูกได้รับการยอมรับเพ่ิมขึ้นเมื่อพิจารณาตามลักษณะปรากฎ สี กลิ่น
รส และความชอบโดยรวม  ดังนั้นการใช้ผงกระดูกมาผลิตเป็นสารเติมแต่งอาหารเพ่ือเพ่ิมคุณค่าทางอาหาร
และพัฒนาคุณภาพของผลิตภัณฑ์เชิงการค้าจึงมีความเป็นไปได้ 

 



 

 

49 

ข้อเสนอแนะ 
 
1. การเพ่ิมความสามารถในการละลายของแคลเซียมที่อยู่ในผงกระดูกให้ได้มากขึ้นจะท้าให้สามารถใช้

ประโยชน์จากแคลเซียมในกระดูกได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ 
 
2. ความสามารถในการถูกย่อยของผงกระดูกปลาที่เติมลงในไส้กรอกควรได้รับการศึกษาเพ่ือเป็นข้อมูล

บ่งบอกว่าการบริโภคไส้กรอกเสริมผงกระดูกปลาจะท้าให้ผู้บริโภคได้รับแคลเซียมมากน้อยเพียงใด 
 
3. การศึกษาความสามารถในการถูกย่อยของผลิตภัณฑ์เสริมกระดูกปลาเกล็ดเงินในหลอดทดลอง ( In 

vitro) ควรได้รับการศึกษาเพ่ือประเมินว่าผงกระดูกที่เติมลงไปมีศักยภาพในการถูกน้าไปใช้ประโยชน์ต่อ
ร่างกายมากน้อยเพียงใด 

4. การดูดซึมและน้าแคลเซียมจากผงกระดูกปลาไปใช้เพ่ือให้เกิดประโยชน์ต่อกระบวนการพัฒนาของ
กระดูกหรือการซ่อมแซมโรคอันเกิดจากการเสื่อมของกระดูกควรได้รับการศึกษาในระบบสิ่งมีชีวิต (In vivo) 
เพ่ือเป็นข้อมูลที่เข้มแข็งในการยืนยันคุณประโยชน์ของการน้าแคลเซียมจากผงกระดูกปลาที่มีต่อสุขภาพ 
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ABSTRACT 

 Tilapia bone powder was prepared by water and alkaline treatments, autoclaved, 
dried, and ground to be powder. The results from the Fourier-transform infrared 
spectroscopy indicated that tilapia bone powders consisted of inorganic matter, especially 
hydroxyapatite. The proximate analysis revealed that organic compounds, protein and fat, 
were presented but they could be removed more effectively alkaline treatment than that 
of water. Microstructure showed the corrosive surface for sample treated with alkaline, 
while the compact surface was found in another one. Therefore, the alkaline-treated bone 
was selected for calcium extraction by different acids and the calcium content was 
estimated by the redox titration. Based on the extractability and feasibility in food 
application, an acetic acid was selected as the suitable acid. The suitable concentration 
and extraction time were further evaluated and the results turned to be at 0.25 M for 48 h. 
When, the tilapia bone powder was use to extract calcium at this condition, the exact 
content of calcium was 2,376 mg/L, as quantified exactly by the inductively couple plasma-
optical emission spectroscopy. The obtained calcium solution could activate the activity of 
calcium-dependent enzyme, crude transglutaminase, suggesting the availability for 
biological reaction.  

 

Key words: calcium; fish bone; transglutaminase, acid solutions 

 

 

 
                                                           
 

mailto:bunhem@nkc.kku.ac.th
mailto:hemung3@gmail.com


 

 

57 

INTRODUCTION 

Tilapia (Oreochromis niloticus) is the fresh water fish species and it is produced 
commercially through an aquaculture around the world with the annual production equal 
to trout and salmon.1 Tilapia is currently processed to be either food or non-food products 
such as a frozen fillet or leather.2 Through those processes, tilapia frame must be removed 
and it is considered as waste or by-products accounting for up to 15 % of the fish weight. 
Fish bone ash is the major component in such waste and consists of 34-36 %.3 However, it is 
currently used to make fish bone meal for feeding although it is the good source for 
important mineral, especially calcium and phosphorous.4 The potential of fish bone as a 
source of mineral supplement was documented.5 In addition, a calcium capsule containing 
tilapia bone powder has been developed for being the calcium supplementary.2 Generally, 
calcium in fish bone powder is mainly found in the hydroxyappatite form (HA), which is 
hardly solubilized.3 The bioavailability of the fish bone capsule might be limited. Thus, 
extraction of calcium from fish bone powder is necessary for fulfilling the nutritional 
implication.  

Application of the pulsed-electric-field-assisted extraction was reported as an 
effective method to solubilize calcium from the bone.6 However, this technique has not yet 
been applied commercially. It seems like acid extraction is more feasible since it provides 
high extraction rate.7 However, extraction of calcium from fish bone has not been 
investigated, while that for pig bone and egg shell has been performed. Thus, extraction 
process of calcium from fish bone by acid solution should be optimized. This would lead to 
the strategy for calcium recovery from waste for being the mineral source. In addition, the 
bioavailability of soluble calcium should also be evaluated for gaining the health benefit. 
This value of calcium from fish bone has been performed in either in vitro or in vivo 
systems.8-9 However, the potential of soluble calcium as cofactor for enzyme is also 
represented the bioavailability as well.  The activation ability of soluble calcium from fish 
bone to activate transgltuaminase (TGase), calcium- dependent enzyme, was documented.1 
This breakthrough provided the simple method to evaluate the bioavailability of calcium 
extracted from fish bone. 

Therefore, the objectives of this study were to characterize the tilapia bone powder. 
The extraction of calcium by acid solutions was optimized. Thereafter, the bioavailability of 
extracted calcium was evaluated based-on the TGase assay.  

 

EXPERIMENTS 

Tilapia bone preparation and characterization 

Fish bone powder was prepared according to the method described previously with 
slight modification.1 The main frame of tilapia was soaked in hot water and alkaline solution 
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(0.8 % NaOH, w/v) at a ratio of bone to solution of 1:2 (w/w) for 1 h. The bone samples 
were rinsed with distilled water, autoclaved at 121 C (350 g.cm-2) for 1 h, and dried 
overnight in an oven at 105 C. The dried samples were ground into powder and sieved 
through a 38 m mesh and used as water-treated bone and alkaline-treated bone 
powders, respectively. 

Chemical compositions were analyzed for moisture, crude protein, crude fat, and total 
ash contents by the standard method from American Official Analytical Chemists.10  

The bone powder was mixed with KBr at the ratio of 1: 40 and pressed into discs before 
determining the vibrational spectra by the Fourier-transformed infrared (FT-IR) spectroscopy 
(Spectrum one 60045, Perkin Elmer, England). The spectra were recorded as the average 
from 32 scans in the wave number from 4000-450 cm-1.  

Microstructure was analyzed by the scanning electron microscopy (SEM) after gold 
coating at 5,000 magnification using S-3000N (Hitachi, Japan). 
Optimization of calcium extraction 

The extractability of calcium from tilapia bone powder (Alkaline-treated bone) was 
evaluated using sulfuric acid, hydrochloric acid, nitric acid, acetic acid, and citric acid at 0.25 
M. The bone powder was mixed with each acid solution at the ratio of 1:20 (w/v) for 1 h. 
The calcium was extracted by shaking the mixture at room temperature at the speed of 
200 rpm.  The clear solution was filtered through filter paper (Whatman® No. 1) before 
precipitating into calcium oxalate. Then, the oxalate was solubilized by addition of sulfuric 
acid. Finally, the soluble calcium was quantified roughly by the redox titration as described 
previously.11 The extractability was normalized and the highest value was considered as 100 
%. 

The bone powder was mixed with an acetic acid at different concentrations (0.03, 0.06, 
0.12, 0.25, 0.50, and 1.00 M). Extraction process was fixed at the same shaking speed, same 
shaking time, and same ratio of powder : acetic acid at room temperature. Extractability 
was recorded after quantifying the calcium content in solution by redox titration and 
expressed as normalized data as described as above. 

  The bone powder was used to extract calcium by acetic acid at 0.25 M for different 
times (1, 3, 6, 12, 24, 48, and 72 h) by fixing the extraction process as described above. 
Calcium content was also quantified by redox titration method before expressing the data 
and reported as normalized value as described previously. 

Bioavailability of extracted calcium from tilapia bone 

 Tilapia bone powder (alkaline-treated bone) was used to extract calcium by an acetic 
acid (0.25 M) for 48 h at room temperature. The extracted solution was adjusted to pH 7.0. 
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The exact concentration was determined by the inductive couple plasma-optical emission 
spectroscopy (Optima 4300 DV; Perkin Elmer Instruments; Norwalk, CT, USA). The emission 
wavelength for calcium was recorded at 317.933 nm and the calcium content in the extract 
was reported to be 2,376 mg/L. This solution was used to activate the crude 
transglutaminase (TGase) from tilapia muscle to catalyze the incorporation of monodansyl 
cadaverine (MDC) into the dimethylated casein (DMC) as described for TGase activity 
determination. 
 The crude TGase was extracted from tilapia muscle by homogenizing the fish muscle 
(10 g) with 90 mL of an extraction buffer (10 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl., pH 7.5). The 
homogenate was centrifuged at 10, 000  g for 30 min. The supernatant was filtered through 
the filter paper (Wattman® No. 1) and the filtrate was used as crude TGase.    
 The cocktail reaction for TGase activity contained DMC (2 mg/mL), Tris-Cl, pH 7.5 (70 
mM), DMC (15 M) and 100 L of crude TGase. The reaction was incubated at 37 C for 10 
min. The reaction was stopped by adding ammonium sulfate to the final concentration of 
400 mM. The fluorescence intensity of reaction was monitored at excitation and emission 
wavelengths of 350 and 480 nm, respectively.  
  
Statistical analysis 
 The data were analyzed using multiple comparison tests with one-way ANOVA 
(SPSS, 16.0). The difference was considered at P < 0.05. 

 
Results and Discussion 

 Chemical compositions 

The chemical composition of bone powder was affected by the different methods for 
removing of the organic matters. Moisture content was still found in the bone powder 
although it is appeared as the dried powder. This suggested that water molecule could be 
re-absorbed water after drying process. Moisture content in tilapia bone treated with 
alkaline was higher than that treated with water (Table 1). Due to the similar preparation 
method, this value was comparable to that reported previously.1 However, it was much 
lower than that reported for cod, saithe, blue whiting, salmon, trout, herring and mackerel 
because organic substances were removed by different methods from our study.12 It can be 
seen that sample treated with alkaline solution showed higher moisture content than 
another sample. This suggested alkaline-treated powder adsorbed water to the greater 
extent than that of another one. Thus, the binding sites on bone particle for chemical 
reaction were more available when it is treated with alkaline.    

Protein content in sample treated with alkaline was observed at the lower level when 
compared with another sample. It has been established that collagen was the major 
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protein found in bone matrix.13 This suggested that the alkaline treatment allow collagen to 
be eliminated to the greater extent than water. Softening of connective tissue from fish 
bone under alkaline condition has been reported.14 However, the collagen could not be 
removed completely as evidenced by presenting of protein in the sample. This might be 
because the collagen may be imbedded inside of the mineral crystal as model proposed 
previously.13 Application of alkaline also provided more benefit by getting rid of fat since a 
reduction of crude fat was observed (Table 1). This indicated that the organic matters could 
be removed more effectively by alkaline solution. Consequently, total ash content was 
increased and it is observed as the major component. Therefore, tilapia bone powder 
showed a potential to be the source of natural mineral, especially calcium.  

FT-IR 

The FT-IR spectra of fish bone powder showed the signal corresponding to the 
vibration of several functional groups, which are classified as either organic or inorganic 
matters (Fig. 1). The signal at wave number of 560 cm-1 was reported to be the vibration of 
an inorganic phosphate [(PO4)]2-.15 In addition, it was found in both bone powders. The O-H 
stretching was observed at wave number of 3,423 cm-1. This suggested that calcium in the 
bone is in the form of calcium hydroxyapatite. The apatite from cod and sier fish (Thynnus 
thynnus) has also been characterized.4, 16 The vibration of organic groups through the C-H 
stretching at 1,451 and 1,419 cm-1 were generated from CH3 and CH2, respectively. The 
signal for organic compounds was also observed at wave number of 2,923 cm-1. This is 
suggested that the organic compounds were presented in the sample, corresponding to the 
observation of fat and protein (Table 1). The signal at 2,340 cm-1 was observed only in 
sample treated with alkaline (Fig. 1). This was reported to be the N-H stretching of organic 
compounds.16 This suggested that organic compounds might be modified by alkaline 
treatment. The collagen in the bone was softened by alkaline treatment.2 These results 
suggested that alkaline may solubilize collagen from the bone resulting in a reduction of 
protein content. 

SEM 

The microstructure of bone particle showed the smooth and compact structure when 
the bone was prepared by soaking in water. However, the rough and corrosive structures 
were observed when sample was treated with alkaline (Fig. 2). The alkaline solution 
solubilized collagenl, imbedded at the bone surface, increasing porosity of the bone. The 
corrosive surface of tilapia bone powder was also documented after alkaline treatment.2 
This may explain why the alkaline-treated sample could re-adsorb water to the greater 
extent than that without alkaline. Fish bone particle with high porosity could enable 
calcium to be extracted easily when compare with the compact surface. Therefore, the 
alkaline treatment was selected for preparation of fish bone powder for calcium extraction. 
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Optimization of calcium extraction 

The strong acid and weak acids were selected to evaluate the efficiency for calcium 
extraction from the tilapia bone powder. The results clearly showed that all acids could be 
used to extract calcium from the bone (Table 2). However, the sulfuric and acetic acids 
seemed to show the highest potential. Sulfuric acid was used to digest organic compounds 
prior to determine mineral components.17 However, application of sulfuric in the food 
system is quite limited. In contrast, acetic acid has been applied regularly in food system in 
the form of vinegar. Bone softening by curing with an acetic acid resulted in calcium 
liberation.18 Therefore, acetic acid was selected to be the suitable acid for study the effect 
of concentration on the extractability.  

The effect of concentration of an acetic acid was investigated. An increase of acetic acid 
concentration resulted in higher extractability up to 0.25 M, which was comparable to that 
at 0.50 M (Table 3). However, further increasing of calcium extractability was not observed 
although the concentration of an acetic acid was increased until 1.0 M. Therefore, the 
suitable concentration was considered at 0.25 M. In addition, using lower acid concentration 
would be benefit for further application.  

The suitable time for calcium extraction was evaluated up to 72 h. Extraction of calcium 
by acetic acid at 0.25 M from 1-48 h provided an increase in calcium extractability (Table 4). 
An increase of extraction time resulted in an increasing of calcium liberation from fish bone 
during curing with the vinegar.19 However, calcium extractability was not increased more 
significantly when the time was prolonged to 72 h. Moreover, prolonging the extraction time 
may promote the microbial growth due to the presenting of organic compounds. Therefore, 
the suitable time for calcium extraction was selected at 48 h.   

Based on this study, an acetic acid at 0.25 M was used as the extracting solvent to 
extract calcium from fish bone. The calcium content in the extract was determined exactly 
by ICP-OES and found the total calcium content in the solution at 2,376 mg/L. This value 
could be calculated to be 59.28 mM. The bioavailability of calcium in this solution was 
evaluated base on the TGase assay. This value was much higher than reported previously 
when water was to extract calcium from tilapia bone.1 
Bioavailability of extracted calcium from tilapia bone 

 Since TGase is a calcium-independent enzyme, calcium ion is needed for full 
activation. In addition, calcium is required to add up in the reaction cocktail for determining 
the TGase activity.20 The activity of partially purified TGase from red sea bream was not 
detected in the presence of ion chelator, EDTA.21 The ability of crude TGase from tilapia 
muscle to catalyze the amine (MDC) incorporation into the dimethylated casein (DMC) was 
used to evaluate TGase activity prior purification.22 Therefore, availability of soluble calcium 
extracted from fish bone by acetic acid (0.25 M) for 48 h for TGase would be an indicator 
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for bioavailability. The results from our study showed that TGase activity was almost not 
found in sample without addition of the soluble calcium. This confirmed that TGase is the 
calcium-dependent enzyme. In the presence of 500 nM of calcium, TGase activity increased 
markedly (Fig. 3). This result indicated that the ability of soluble calcium extracted from 
tilapia bone powder to activate TGase activity. In addition, an increase in calcium 
concentration resulted in an increasing of TGase activity. The soluble calcium extracted 
from tilapia bone powder by only water also activated crude TGase.1 Calcium ion is 
reported to induce conformational changes of fish TGase. The phenomena allowed the 
active site of enzyme, generally buried inside, to bind with substrate.23 This suggested that 
the soluble calcium in this study is in the free form. Thus, it is hypothesized to available for 
biological reaction.  

Conclusion 

 Tilapia bone powder could be prepared by removing organic compounds by 
alkaline solution. The alkaline treatment provided the porous surface, facilitating the 
calcium extraction. The acetic acid was selected as the suitable acid due to the high 
extractability as well as the compatible to food applications. The suitable concentration 
and extraction time were optimized to be 0.25 M and 48 h. The concentration of the 
extracted calcium was observed at almost 60 mM when the bone was extracted at the 
suitable condition. Soluble calcium could activate crude TGase to catalyze the 
incorporation of synthetic amine into modified casein, suggesting the bioavailability.   
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Fig. 1. Microstructure of tilapia bone powder treated with water (a) and alkaline (b)  
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Fig. 2. FT-IR spectra of tilapia bone powder treated with water (a) and alkaline (b)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. TGase activity as affected by concentration of soluble calcium from tilapia bone 
powder extracted by an acetic acid (0.25 M) for 48 h at room temperature.  
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Table 1 Composition of tilapia bone powder treated with water and alkaline solution 
Composition Treatments 
(%) Water  Alkaline  
Moisture 1.820.16b 2.670.26a 
Crude fat 6.960.11a 3.120.04b 
Crude protein 21.460.20a 17.770.20b 
Total ash 65.000.14b 70.160.03a 
Different letters in the same column indicate the statistic difference (P < 0.05) between 
columns 
 
Table 2 Calcium extraction from tilapia bone powder as affected by acid types 
Acid type Normalized extractability (%) 
Sulfuric acid 63.160.24bc 
Hydrochloric acid 98.210.32a 
Nitric acid 71.800.31b 
Acetic acid 100.000.43a 
Citric acid 60.650.41bc 
Different letters among rows in the same column indicate the statistic difference (P < 0.05) 
 
 
 
Table 3 Effect of an acetic acid concentration on calcium extractability from tilapia bone 

powder  
Acetic acid concentration (M) Normalized extractability (%) 
0.03 51.800.21d 
0.06 79.110.32bc 
0.12 86.910.73b 
0.25 100.001.04a 
0.50 79.400.83bc 
1.00 91.470.41b 
Different letters among rows in the same column indicate the statistic difference (P < 0.05) 
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Table 4 Effect of the extraction time on the calcium extractability from tilapia bone powder 
by an acetic acid (0.25 M)  

Extraction time (h) Normalized extractability (%) 
1 54.380.29cd 
3 61.050.43c 
6 54.860.07cd 
12 49.980.10d 
24 60.590.45c 
48 94.300.18ab 
72 100.000.37a 
Different letters among rows in the same column indicate the statistic difference (P < 0.05) 
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ABSTRACT 
 Silver carp bone powder was prepared by soaking in the hot alkaline, autoclaved, dried, and 
ground to be powder. It appeared as white powder as indicated by high lightness value at 
81.15, while the redness and yellowness were observed at 5.28, and 23.26, respectively The 
proximate analysis revealed that total ash was the major component (64.45 %), suggesting 
the potential to be source of natural mineral particularly calcium. The total calcium 
content, analyzed by the inductive coupled plasma optical emission spectroscopy, was 
found at 32.02 % but the soluble calcium was observed at 0.59 %. That soluble calcium 
activated transglutaminase to catalyze the cross-linking of myofibrillar protein (MP) as 
evidenced by changes in MP patterns. Silver carp bone powder was incorporated into fish 
sausage at 1 % (w/w) prior being compared its qualities to the control. The addition of fish 
bone powder did not affect the moisture, fat, and protein contents. The ash content 
increased significantly and total calcium increased for 15 fold when comparing to the 
control. The color value was not changed when only lightness was considered. The 
yellowness and redness values were increased significantly. Texture profile analysis showed 
that the hardness and gumminess values of sample were improved by fish bone powder. 
The product acceptability, evaluated by consumer test, showed that incorporation of fish 
bone powder could increase the overall acceptance.  

  
Key words: calcium; silver carp; transglutaminase, fish bone 
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INTRODUCTION 
Silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) is a variety of Asian common carp found in 

north and northeastern Asia. It is classified as a cyprinid fish, living in fresh water. The annual 
harvest was documented as the highest value in especially China and India (Liu et al., 2008).  
It is the good source of rich nutrients including protein, mineral, and lipid (Jin and Li, 1998). It 
is used as the raw material for processing into several products such as frozen fillet, frozen 
surimi. The bone of this fish needed to be removed during those processes, generating the 
waste or by-products. The fish bone is estimated for 15 % of the fish weight. It has been 
somehow processed into fried fish bone for human consumption but the production scale 
seemed to be unbalance to the generated amount.  This carries the bordering cost for waste 
management. However, the bone is reported to be the source of natural mineral particularly 
calcium and phosphorous. Therefore, processing silver carp bone to be the nutritive 
ingredient is necessary to increase the value of fish bone. Chen et al (2006) reported that 
silver carp bone is rich in mineral. Production of silver carp bone into the powder has been 
performed using the superfine grinding technology but implication for being the source of 
mineral has not been focused (Wu et al., 2002). The potential of other fish bone, tilapia, as a 
source of mineral supplement was documented (Techochatchawal et al., 2009). However, 
production of fish bone powder as the mineral supplement has still limited commercially 
since the solubility is limited. This is because calcium in fish bone powder is mainly 
complexed with phosphorous as the hydroxylappatite form (HA). The bioavailability of the 
fish bone capsule might be limited.  

Recently, Yin et al. (2014) produced fish bone in the nano scale and incorporated 
into surimi gel. It was found that the textural properties of surimi gel were improved by 
addition of fish bone. The functional properties of surimi gel were improved by addition of 
fish bone (Kim et al., 1998). The gelation of surimi was promoted by addition of calcium in 
the nano scale (Yin and Park, 2014). The improvement of textural properties was reported to 
be due to the available of soluble calcium from the bone. The calcium pound improved the 
textural properties has been established (Lee and Park, 1998) and believed to be the 
activator for the cross-linking enzyme, tissue transgltuaminase (TGase). TGase is a calcium- 
dependent enzyme, catalyze the protein cross-linking through the covalent bone as so call 
‘isopeptide”. The enzyme is found normally in fish muscle. However, effect of fish bone on 
the qualities of emulsion gel from fish protein has not been reported, especially in the 
model of sausage. Therefore, the objectives of this study were to characterize the silver carp 
bone powder and evaluate its effect on the qualities of fish emulsion sausage.  
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Material and methods 
Materials 
 The silver carp samples were obtained from a local market, Phochai market, in Nong 
Khai province, Thailand. The fish were kept in a foam-box covered with ice before 
transporting to the Faculty of Applied Science and Engineering, Khon Kaen University, Nong 
Khai Campus within 1 h. Each fish was eviscerated manually upon arrival. The fish fillets 
without skin were ground using a mincer with a screen of 3 mm perforations (TC12-C; 
Champ; Kent, UK). This fish mince was used for myofibrillar protein extraction as well as 
sausage preparation. The main frame containing bone were kept frozen at -20C until used 
to prepare the bone powder. 
Bone preparation  

Silver carp bone powder was prepared according to the method described previously 
with slight modification (Hemung, 2013). The main frame of silver carp was soaked in hot 
alkaline solution (0.8 % NaOH, w/v) and controlled the ratio of bone to solution at 1:2 
(w/w) for 1 h before sensing with water until the pH of flow through reach neutral pH. The 
bone samples were autoclaved at 121 C (350 g.cm-2) for 1 h, and dried overnight in an 
oven at 105 C. The dried samples were ground into powder and sieved through a 38 m 
mesh and used as water-aid bone and alkaline-aid bone powders, respectively. 
Bone characterization 
 Proximate analysis 
The chemical compositions in the sausage were estimated using proximate analysis 
according to the methods of analysis of the Association of Official Analytical Chemists, with 
the protein content based on the nitrogen content using the Kjeldahl method (Tennyson 
and Winlers, 2000) using a conversion factor of 6.25. The moisture content was determined 
by an oven drying at 105 C until a constant weight of each sample was obtained (12 h). 
The crude fat content was determined by the Soxhlet extraction using petroleum ether as 
the solvent. Thermal combustion at 550 C for 16 h in a muffle furnace was applied to 
determine the total ash content. 
Color measurement 
 The samples were brought to room temperature and cut into lengths of 1.5 cm. The 
color of the cross-sectional area was evaluated using a colorimeter (JS555, Color Techno 
System, Japan). The color values were reported as the L, a, and b values were reported 
from three replications. 
Total and soluble calcium content 
 The bone powder was digested with nitric acid (0.1 M) at 95 C for 2 h before 
atomizing them by the inductively coupled, plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES; 
Optima 4300 DV; Perkin Elmer Instruments; Norwalk, CT, USA). The emission wavelength for 
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calcium was recorded at 317.933 nm and the calcium content in the extract was reported as 
total calcium in fish bone. 
 The bone powder was mixed with distilled water at the ratio of powder:water of 1:4. 
The mixture was kept shaking at 100 rpm for at 40 C for 30 min. The obtained sample was 
centrifuged at 1000 rpm for 10 min at room temperature. Thereafter, the supernatant was 
filtered through the filter paper (Wattman® No. 1). The filtrate was collect for calcium 
determination using nitric digestion followed by ICP-OES as described above. This value was 
used as the soluble calcium content in fish bone. 
Crude TGase activity determination 
 The silver carp (20 g) muscle was homogenized with 80 mL of an extraction buffer 
(10 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl., pH 7.5). The homogenate was centrifuged at 10, 000  g for 30 
min. All processes were controlled below 4 C. The supernatant was filtered through the 
filter paper (Wattman® No. 1) and the filtrate was used as crude TGase.    
 In order to determine TGase activity, the cocktail reaction containing the DMC (2 
mg/mL), Tris-Cl, pH 7.5 (70 mM), DMC (15 M), and 100 uL of crude TGase, was prepared. 
The reaction was controlled at 37 C for 10 min before stopping by addition of an 
ammonium sulfate to the final concentration of 400 mM. The fluorescence intensity of 
reaction was monitored using (F-2700 Hitachi, Japan) at excitation and emission wavelengths 
of 350 and 480 nm, respectively.   

Cross-linking of myofibrillar protein 
 Myofibrillar protein (MP) was extracted from silver carp muscle using the previous 
method (Hemung and Chin, 2013). Fish mince (100 g) were homogenized with 400 mL of the 
washing buffer (10 mM NaCl, 50 mM phosphate buffer, pH 6.5).  In order to eliminate the 
sarcoplasmic protein, the homogenate was centrifuged at 1,000 x g for 10 min and discarded 
the supernatant. The pellet was collected to further eliminate SP by repeating the previous 
process twice. Finally, the residue pellet was homogenized with 100 mL of 0.6 M NaCl, pH 
6.5 before being filtered through the 3 layers of cheese cloth. The filtrate was mixed with 
0.1 M NaCl, pH 6.5 before being centrifuged at 1,000 x g for 15 min. The pellet was used as 
fish MP. The protein content was determined by the Biuret method and the bovine serum 
albumin was used as standard. 
 Cross-linking reaction was determined by mixing MP with crude TGase at the ratio of 
MP:TGase of 1:4 in the presence and absence of 500 nM of soluble calcium from silver carp 
bone powder. The NaCl in the cross-linking reaction was controlled at 2 %. The reaction 
mixture was incubated at 40 C for 30 min. Then, SDS solution was added into the cross-
linking reaction to the final concentration of 5% and the mixture was boiled for 5 min. The 
supernatant obtaining from centrifugation at 1,000 x g was collected for protein 
determination as well as protein patterns. 
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 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
The cross-linking proteins were mixed with Laemmli buffer containing reducing agent in 

order to destroy the disulfide bond before analyzing their patterns by SDS-PAGE according to 
the method of Laemmli (1970) with slight modifications. The stacking and separating gels 
were 4 and 10%, respectively. The protein in each sample (20 g) was separated under 
constant voltage 100 V at room temperature. The protein bands were stained with 
Coomassie brilliant blue and compared the molecular weight with the broad range standard. 
Sausage preparation 
 The emulsion sausage was prepared using a similar recipe to the Bologna style (Chin 
et al., 1999) with slight modifications. The fat content was reduced by the fat replacer, 
which is the gel obtaining from konjac flour and carrageenan. The fat replacer was prepared 
by mixing konjac flour (5 g) and carageenan (5 g). Then, the mixture was homogenized with 
100 mL of water to obtain the gel. The sausage recipe was controlled the amounts of silver 
carp mince, fat replacer, soy bean oil, salt, corn flour, sugar and mixed spices at 50, 10, 10, 
2, 3, 3, and 2%, respectively. The fish bone was incorporated into the recipe at 1% in the 
treatment, while the control was not added. To prepare the sausage, fish mince was 
chopped with other ingredients using a chopper (Champ; Kent, UK) and the temperature of 
the batter was below 12 C. The batter was stuffed into a 25 mm diameter collagen casing 
(Nippi Corp.; Yokohama, Japan) using sausage stuffer. The raw sausage was incubated at 40 
C for 30 min and subsequently cooked in the controlled temperature of a water bath 
(Memmert, GmbH; Schwabach, Germany) at 80 C for 30 min. Samples were then cooled 
down immediately by soaking in iced water and kept in a refrigerator (4 C) overnight.  
Analysis of sausage 
 Color measurement 
 The samples were brought to room temperature and cut into lengths of 1.5 cm. The 
color of the cross-sectional area as described above. The color value (L, a, b) were reported 
as average value from 3 measurements. 
 Proximate analysis 
 The chemical compositions in the sausage were estimated using proximate analysis 
according to the methods of analysis of the Association of Official Analytical Chemists as the 
detailed in the proximate analysis of fish bone. 
 Texture profile analysis (TPA) 
 The sausage was cut into rectangular pieces (1  1 1.5 cm) to remove the collagen 
casing. The TA-XT2 equipment (Micro Stable Systems; Godalming, UK) was used to perform 
the TPA using the cylindrical probe with the diameter of 25 mm. The pre- and post-speeds 
were both fixed at 5 mm.s-1. The samples were compressed in two consecutive cycles until 
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they reached 75% of the original sample height with a 2 s interval between cycles. The TPA 
parameters were calculated from nine measurements. 
 Sensory evaluation 
 The sensory evaluation was performed untrained panelists (60 panelists). The 
sausage samples were cut into 1.5 cm cubes before boiling for 1 min and three pieces for 
each treatment were served. The sensory attributes, consisting of appearance, color, flavor, 
texture and overall acceptance, were evaluated by a nine-point scale.   
 
Statistical analysis 
 The difference between means in each treatment was performed using the t-test and 
the significant difference was considered at the level of 95% (P < 0.05) using the SPSS 16.0 
software package (SPSS Inc.; Chicago, IL, USA). 
 
Results and Discussion 
 Chemical compositions 

Moisture content was found in the bone powder although it appeared as the dried 
powder (Table 1). The monolayer water molecule may bind tightly to the bone structure 
and they are hard to remove completely by oven drying. In addition, water molecule may 
re-adsorb during storage of fish bone. This value was slightly higher to that reported 
previously for tilapia bone powder when the similar procedure was applied (Hemung, 
2013). However, moisture content of our bone powder was much lower than that reported 
by Toppe et al. (2007).  

  Protein content in this sample was similar to that in tilapia bone powder (Hemung, 
2013). However, it was lower than that reported previously for cod, saithe, blue whiting, 
salmon, trout, herring and mackerel (Toppe et al., 2007). They found that protein in fish 
bone were at the range of 26-41 %. This may be the different method for eliminating the 
fish flesh in the bone. Alkaline solution was used in our study, only hot water was applied 
previously. It has been establish that collagen was the major protein found in bone matrix 
(Hellmich et al., 2002). Softening of connective tissue from fish bone under alkaline 
condition has been reported (Ishikawa et al., 1988). Thus, the alkaline treatment allows 
collagen to be removed more effectively than water. However, pretein residues could not 
be removed completely as evidenced by presenting of protein in the sample. This might be 
because the collagen may be imbedded inside of the mineral crystal as model proposed 
previously (Hellmich et al., 2002).  Crude fat was eliminated almost completely from the 
bone as evidenced by a low fat content (Table 1).  

Total ash content was increased found as the major component accounting for 73 %, 
which is comparable to that of tilapia bone powder as reported previously (Hemung, 2013). 
This was higher than that found in cod, saithe, blue whiting, salmon, trout, herring and 
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mackerel by Toppe et al. (2007). This was because the organic matters, protein and fat, in 
our study were eliminated more perfectly than that previous work. Since the ash content 
was considered as the major composition in the bone, it had a potential to be the source 
of natural mineral, especially calcium.  
Total and soluble calcium 
 Total calcium content in the bone powder was about 32 %, which is a half lower 
than the total ash content (Table 1). This suggested that there is no only calcium 
constituting in the bone powder. It has been reported that phosphorous is also presented 
in the bone and the calcium:phosphorous ratio was at about 1.67 (Boutinguiza et al., 2012). 
The calcium and phosphorous are also complex to each other in the form of calcium 
hydroxyapaptite (HA) as assessed by the vibrational spectroscopy (Coman et al., 2007) and 
X-ray diffraction spectroscopy (Prabakaran and Rajeswari, 2006). This HA complex is hard 
and also considered as the ceramic material (Szpak, 2011). Thus, the free calcium is hard to 
obtain from fish bone although it is rich in calcium content. However, water soluble 
calcium was still observed when the bone was mixed with water although the low content 
was observed at only 0.19 % (Table 2). The bone preparation method by alkaline solution 
and softening in the autoclave condition in this study allowed the calcium in the bone to 
be extracted. The tilapia bone particle was observed as corrosive surface when the alkaline 
treatment is applied (Techochatchawal et al., 2009). Changes in chemical composition and 
calcium liberation from fish bone were observed after cooking at high temperature 
(Shimosaka, 1998). The free calcium, liberated from fish bone, would be available for 
biochemical reaction as well as promote the functional properties in food system.   
 
TGase activity 

The results from our study showed that TGase activity was not found in sample 
without addition of the soluble calcium (Fig. 2). The activity of partially purified TGase from 
red sea bream was also not detected in the presence of ion chelator, EDTA (Hemung and 
Yongsawatdigul, 2008), which is similar to the finding for the purified tilapia TGase reported 
by Worratao and Yongsawatdigul (2005). In the presence of 500 nM of calcium, TGase 
activity increased markedly. This suggested that TGase is the calcium-dependent enzyme. 
Moreover, further increasing of activity was observed when the soluble calcium was added 
up to 1000 nM. This result indicated the soluble residue of calcium from silver carp bone 
powder is able to activate TGase to catalyze the amine incorporation into modified casein. 
The soluble calcium extracted from tilapia bone powder by only water was enough to 
activate crude tilapia TGase as indicated by TGase activity determination (Hemung, 2013). It 
has been established that TGase is a calcium-independent enzyme and calcium ion is 
needed for full activation (Folk, 1980). Calcium ion is reported to induce conformational 
changes of fish TGase and thus allowed the active site of enzyme, generally buried inside, 
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to bind with substrate (Yasueda et al., 1995). In addition, calcium is required to add up in 
the reaction cocktail for determining the TGase activity (Takagi et al., 1986). This suggested 
that the soluble calcium in this study is in the free form and available for biological 
reaction.  

 
Cross-linking of MP 
 Changes in protein pattern of silver carp MP incubated with crude TGase in the 
presence and absence of soluble calcium from silver carp bone powder are shown in 
Figure 3. The results indicated that the patterns of MP without incubation and MP 
incubated with crude TGase without soluble calcium were not different. The major protein 
component were myosin heavy chain (MHC) and action, which were found at molecular 
weight of about 200 and 45 kDa, respectively. However, a decrease in MHC intensity 
concomitant with the appearance of protein with higher molecular weight at stacking gel 
was observed. This suggested that soluble calcium activated crude TGase to catalyze MHC 
cross-linking. The cross-linking of threadfin bream MHC by the partially purified TGase from 
threadfin bream liver in the presence of calcium ion of about 5 mM has been reported 
(Hemung et al., 2008). Our results indicated that soluble calcium from silver carp bone 
powder was enough to activate TGase to catalyze the cross-linking of fish MP. Calcium 
availability from Pacific whiting bone powder was reported to activate the TGase in Alaska 
pollock surimi to catalyze its protein cross-linking (Yin and Park, 2014). Therefore, addition 
of fish bone powder in to fish protein gel would likely promote the functional properties by 
improving the textural properties through protein cross-linking. 
 
Sausage quality 
 Proximate analysis 
 The addition of fish bone powder for 1 % did not affected the moisture, fat, and 
protein content of the sausage as the results shown in Table 4. However, the total ash 
content increased significantly up to 60 % when fish bone was added, suggesting high 
mineral content upon adding fish bone powder. The total calcium content in control and 
fish bone fortified sausages were found at 0.079 and 1.178 % (dried basis), respectively. This 
suggested that addition of fish bone powder could increase calcium content in the product 
for approximately 15 fold. These values could be calculated to be 0.025 and 0.392 % or 25 
and 392 mg/ 100 g sausage, based on the wet basis. Based on this value, the sausage 
sample in this study could be classified as high calcium product since the calcium content 
is higher than 20 % of recommended amount by the Thai Recommended Daily Intakes 
(Thai RDI). The fortified calcium through the addition of fish bone powder would play a 
clinical role for human. The bioavailability of calcium from bone has been reported, based 
on the vitro system (Sittikulwitit et al., 2004). In addition, the calcium from salmon and cod 



 

 

76 

bone has been reported to be well absorbed in young healthy men (Malde et al., 2010). 
Based on these studies, addition of fish bone powder into fish sausage provided the benefit 
by promoting this sausage to be a high calcium product.  
 
 Color 
 The color of fish sausage was evaluated since it is considered as one of the quality 
attributes. This color appearance is also important for consumer perception. The results 
indicated that the sausage turned to be more colorful than the control when fish bone 
powder was added. This was evidenced by an increase in redness and yellowness of the 
sample (Figure. 4). An increase in redness and yellowness may from the browning pigments 
in the bone powder, generating from protein and fat. The results in this study were 
different from that reported by Yin et al. (2014). They reported that addition of fish bone in 
protein gel (surimi gel) resulted in a reduction of whiteness. The different effects may from 
different systems (protein gel and emulsion gel). The results from this study led us to 
hypothesize that the products would be accepted at the higher preference level than the 
control. Therefore, fish bone fortification into sausage provided not only high calcium 
content but also improved the color appearance. 
 
 Texture profile analysis 
 The texture profile of samples was analyzed based on the chewing behavior. The 
results clearly showed that the hardness and gumminess were increased significantly upon 
addition of fish bone powder. However, other textural properties were not changed. This 
suggested that the textural properties of fish sausage were improved by addition of fish 
bone powder. The gelling properties of surimi gel from the Alaska Pollock were promoted 
by the addition of fish bone powder and such improvement was found regarding to the 
particle size (Yin et al., 2014). They reported only fish bone at nano-scale could improve 
the texture of surimi gel. This was reported to be the action of available calcium from the 
bone. In addition, fish bone at nano scale also promoted the gelation process of surimi as 
assessed by the dynamic rheology (Yin and Park, 2014). The calcium compounds improved 
texture of surimi gel (Lee and Park, 1998). Our results indicated that the bone at micro 
scale could also be used as the additive to improve the textural properties of sausage. This 
might be due to the different treatments during the bone preparation. Although the organic 
matters were removed by alkaline solution, softening of the bone at high temperature 
under autoclave condition was not performed in previous study. However, our bone was 
treated with both alkaline and autoclave. Therefore, our bone sample would be more 
feasible to liberate calcium liberation as evidenced by the presentation of soluble calcium 
(Table 3) even though it is in the micro scale. The calcium from bone powder could 
improve the texture of sausage by inducing the changes of fish protein conformation. Such 
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changes promote protein-protein interactions via hydrophobic interactions and disulfide 
bond. Calcium induced changes in myosin and action, resulting in protein aggregation 
(Hemung and Yongswatdigul, 2005). In addition, thermal aggregation of an actomyosin from 
tilapia muscle was induced by addition of calcium (Yongswatdigul and Sinsuwan, 2007).   
 It has been reported that TGase is normally presented in several fish species. 
Purification and characterization of fish transglutaminase were done (Binsi and 
Shamasundar, 2012). All of identified TGase from fish muscle is the calcium-dependent 
enzyme. The soluble calcium, liberated from fish bone powder, may activate the TGase to 
catalyze cross-linking of protein in sausage. Cross-linking of silver carp protein by the action 
of crude TGase from silver carp in the present of soluble calcium form fish bone was 
established (Figure 3). This would lead to improvement of textural properties. The similar 
phenomenon was reported in the Alaka pollock (Yin et al., 2014).  Therefore, addition of 
fish bone into fish sausage provided more benefit by improving textural properties. 
Sensory evaluation 
 The fish sausage was accepted by consumer since the sensorial score was higher 
than a half of the full scale (5 of 9). Moreover, addition of fish bone powder resulted in an 
increase the overall acceptance (Table 5). The color and texture were improved by addition 
of fish bone powder when each quality attribute is considered.  This result suggested that 
the different color and texture, assessed by the instrument, correlated well with the 
perception of consumer. It has been reported that incorporation of fish bone at micro scale 
into surimi gel resulted in the discontinuous gel structure (Yin et al., 2014). However, the 
present of calcium in the sausage recipe did not affect the perception of the consumer. 
This suggested the possibility to launch commercially this product.  
Conclusion 
 Silver carp bone powder showed the white powder consisting of mineral as the 
highest portion, suggesting the potential to be natural mineral source, especially calcium.  
Most of calcium was presented as the water insoluble and soluble calcium was observed 
at low concentration. However, such soluble calcium could activate TGase to catalyze 
protein cross-linking. Incorporation of fish bone powder (1 %) into sausage turned it into 
high calcium sausage. The sausage was reported to be more colorful as increasing of 
redness and yellowness. The textural properties of fish sausage were improved no matter 
evaluated by texture profile analysis or consumer test.  
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Figure 1. Color value of silver carp bone powder 
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Figure 2. TGase activity as affected by soluble calcium from fish bone and CaCl2 
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1, 2 = MP  
3, 4 = MP + crude TGase 
5, 6 = MP + crude TGase + soluble calcium 

 
Figure 3. SDS-PAGE pattern of silver carp MP incubated with crude TGase in the presence 

and absence of soluble calcium from silver carp bone. 
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Figure 4. Color of fish sausage with and without fish bone powder (1 %). 
 
 
 
Table 1 Chemical composition of silver carp bone powder  
 Composition  Amount (%) 
Moisture 4.94  0.16 
Crude protein 13.27  0.15 
Crude fat 0.12  0.07 
Total ash 73.47  0.18 
 
Table2 Calcium content in silver carp bone powder 
Calcium type Amount (%) 
Total calcium 32.02 
Soluble calcium 0.19 
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Table 3 Chemical composition of fish sausage with/without fish bone powder  
Chemical composition Type of sausage 

Control Fish bone (1 %) 
Moisture 67.38  0.15ns 66.74  0.29ns 

Crude protein 7.78  0.27ns 8.18  0.29ns 
Crude fat 13.47  0.05ns 13.82  0.05ns 
Total ash 1.11  0.10b 1.77  0.09a 
Total calcium  0.025 0.392 

*a-b difference letters indicate the statistical difference (P < 0.05) 
 
 
Table 4 Texture profile analysis of fish sausage with and without fish bone powder (1 %)  
 Textural properties Type of sausage 

Control Added fish bone (1 %) 
 Hardness (kg 0.425  0.115b 0.655  0.083a 
Adhesivensess (kg.s ) 0.004  0.003ns 0.005  0.003ns 
Springiness (s( 0.348  0.132ns 0.341  0.095ns 
Cohesiveness 0.297  0.074ns 0.303  0.083ns 
Gumminess (kg  0.129  0.057b 0.201  0.089a 

*a-b difference letters indicate the statistical difference (P < 0.05) 
 
Table 5 Sensory evaluation of fish sausage with and without fish bone powder (1 %)  
Preferential attributes Type of sausage 

Control Control 
Appearance 5.73  1.43ns 5.97  1.46ns 
Color 5.68  1.65b 6.06  1.66a 
Texture 5.74  1.57b 6.06  1.61a 
Taste 5.59  1.65ns 5.60   2.09ns 
Overall acceptance 6.02  1.67b 6.21  1.85a 

*a-b difference letters indicate the statistical difference (P < 0.05) 
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