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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ชื่อเรื่อง ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม (Pangasianodon gigas 
× Pangasianodon hypophthalmus) : การผลิต กิจกรรมการออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ และการประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์บราวนี่กรอบ 
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บทคัดย่อ 
  

ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาเป็นผลิตภัณฑ์แคลเซียมชนิดอินทรีย์ที่มีคุณภาพสูง 
วัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้เพ่ือพัฒนากรรมวิธีการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
(Pangasianodon gigas x Pangasianodon hypophthalmus) 4 ขั้ น ตอน  ประกอบด้ วย  1) 
กระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง 2) กระบวนการแช่ในสารละลายด่าง 3) กระบวนการแช่ในตัวทำละลาย
เอทานอล 4) กระบวนการฟอกสีและบดให้เป็นผงไบโอแคลเซียม จากนั้นนำไปวิเคราะห์ ร้อยละ
ผลผลิต องค์ประกอบทางเคมี ค่าสี ปริมาณแร่ธาตุ ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน รูปแบบของโปรตีน 
องค์ประกอบของกรดอะมิโน การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ 
โครงสร้างทางผลึก หมู่ฟังก์ชัน และโครงสร้างทางจุลภาคของกระดูกปลาจาก 4 กระบวนการ พบว่า 
ไบโอแคลเซียมที่ได้มีร้อยละผลผลิตเท่ากับ 14.46  นอกจากนี้ ไบโอแคลเซียมมีปริมาณโปรตีน ไขมัน 
และความชื้นลดลง แต่กลับมีปริมาณเถ้า และค่าความสว่าง (L*) เพ่ิมขึ้น (p≤0.05) ไบโอแคลเซียมยัง
อุดมไปด้วยแร่ธาตุแคลเซียมและฟอสฟอรัส ซึ่งไม่พบว่ามีการปนเปื้อนโลหะหนัก เช่น ปรอท ตะกั่ว 
สารหนู อีกทั้งยังพบว่าไบโอแคลเซียมมีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนสูงถึง 30.82 ± 1.83 มิลลิกรัม/กรัม
ตัวอย่าง เมื่อวิเคราะห์รูปแบบโปรตีนของกระดูกปลาจาก 4 กระบวนการด้วยวิธี Sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบแถบโปรตีนหลัก  2 แถบที่ มี
น้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 133 และ 116 กิโลดาลตัน ไบโอแคลเซียมยังอุดมไปด้วยกรดอะมิโน ไกลซีน 
โปรลีน อะลานีน กรดกลูตามิก  และกรดแอสพาติก อย่างไรก็ตามกระบวนการแช่กระดูกปลาในตัว
ทำละลายเอทานอลและฟอกสี แล้วบดให้เป็นผงไบโอแคลเซียมทำให้มีค่า Thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS) และมีปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ลดลงอย่างมาก  (p≤0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการก่อนหน้า เมื่อศึกษาโครงสร้างทางผลึกของไบโอแคลเซียมด้วยเทคนิค
การเลี้ ยวเบนของรังสี เอกซ์  (XRD) และหมู่ ฟั งก์ชันด้วยเทคนิค  Fourier-transform infrared 
spectroscopy (FTIR) พบว่าไบโอแคลเซียมมีรูปแบบผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Ca10(PO4)6(OH)2) 
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และผงไบโอแคลเซียมที่ได้มีลักษณะเป็นก้อนขนาดเล็กขนาด  2-10 ไมโครเมตร กระจายตัวอย่าง
สม่ำเสมอ ดังนั้นกระบวนการข้างต้นมีความเหมาะสมที่จะทำให้ได้มาซึ่งไบโอแคลเซียมที่มีคุณภาพดี  
เป็นผงละเอียด มีสีขาวบริสุทธิ์ ปราศจากกลิ่นเหม็นหืน และกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์สามารถนำไปพัฒนา
เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมแคลเซียมได้ 

การศึกษาเปรียบเทียบคุณลักษณะของผงไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูก
ปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า โดยวิเคราะห์เปรียบเทียบ องค์ประกอบทางเคมี ค่าสี 
ปริมาณไฮดรอกซี  โพรลีน ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม และโครงสร้างทางสัณฐานวิทยา พบว่าผงไบโอแคลเซียมมีโปรตีน 
ค่าความสว่าง (L*) ค่าสีเหลือง (b*) ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนสูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์และแคลเซียม
ทางการค้า (p≤0.05) อย่างไรก็ตามแคลเซียมอนินทรีย์มีปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้น้อยกว่าไบโอ
แคลเซียม นอกจากนี้แคลเซียมอนินทรีย์ยังมีกิจกรรมการต้านออกซิเดชัน  DPPH• และ ABTS• สูง
กว่าไบโอแคลเซียมและแคลเซียมทางการค้า แต่ไบโอแคลเซียมมีค่าความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริก 
(FRAP) สูงกว่าแคลเซียมทางการค้าและแคลเซียมอนินทรีย์  ส่วนแคลเซียมทางการค้ามีค่า
ความสามารถในการจับโลหะ (Fe2+) สูงที่สุด เมื่อวิเคราะห์ค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมใน
ระบบจำลองการย่อยอาหารในหลอดทดลอง พบว่าไบโอแคลเซียมมีค่าการดูดซึมทางชีวภาพของ
แคลเซียมสูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์และแคลเซียมทางการค้า (p≤0.05) และเมื่อวิเคราะห์โครงสร้าง
ทางสัณฐานวิทยาพบว่าผงไบโอแคลเซียมที่มีลักษณะเป็นก้อนขนาดเล็กขนาด  5-10 ไมโครเมตร 
กระจายตัวอย่างสม่ำเสมอ ดังนั้นไบโอแคลเซียมเป็นแคลเซียมอินทรีย์ที่อุดมไปด้วยคอลลาเจน
และเปปไทด์ ที่มีกิจกรรมการต้านออกซิเดชัน และค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมสูงกว่า
แคลเซียมอนินทรีย์ และแคลเซียมทางการค้า 

จากการพัฒนาสูตรและวิเคราะห์คุณภาพของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลา
ลูกผสมบึกสยามชนิดบรรจุแคปซูล เพ่ือต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์แคลเซียมทางการค้าด้วยการนำไบโอ
แคลเซียมมาเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเซตและแคลเซียมแอสคอร์เบต ประกอบด้วย สูตรที่ 1 ผงไบโอ
แคลเซียม (Bio-Ca) สูตรที่ 2 ผงไบโอแคลเซียมผสมคอลลาเจนไฮโดรไลเซต (Bio-Ca + Col) สูตรที ่3 
ผงไบโอแคลเซียมผสมแคลเซียมแอสคอร์เบต (Bio-Ca + Vit C) และสูตรที่ 4 ผงไบโอแคลเซียมผสม
คอลลาเจนไฮโดรไลเซตและแคลเซียมแอสคอร์เบต (Bio-Ca + Col + Vit C) โดยนำผงไบโอแคลเซียม
ทั้ง 4 สูตรมาวิเคราะห์คุณภาพ ได้แก่ ค่าสี ค่าปริมาณร้อยละของความชื้น ค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ (aw) 
ค่าความหนาแน่นรวม ค่าความหนาแน่นจำเพาะ  ค่าร้อยละของการละลาย กิจกรรมการต้านอนุมูล
อิสระ และการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม พบว่า ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 4 (Bio-Ca 
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+ Col + Vit C) มีค่าความสว่าง (L*) สูงที่สุด นอกจากนี้ ไบโอแคลเซียมทุกสูตรมีค่าปริมาณร้อยละ
ของความชื้น และค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ไม่แตกต่างกัน (p>0.05) อย่างไรก็ตามไบโอแคลเซียมบรรจุ
แคปซูลสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) มีค่าความหนาแน่นรวมสูงที่สุด ขณะที่ไบโอแคลเซียมบรรจุ
แคปซูลสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) มีค่าความหนาแน่นจำเพาะต่ำที่สุด เมื่อพิจารณาถึงค่าการ
ละลายของไบโอแคลเซียมที่ค่าพีเอชต่าง ๆ พบว่าไบโอแคลเซียมทุกสูตรมีค่าการละลายสูงสุดในช่วงพี
เอช 1-2 นอกจากนี้ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลที่ 3 (Bio-Ca + Vit C)  ยังมีค่ากิจกรรมการต้าน
ออกซิเดชัน DPPH• และ ABTS• ค่าความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริก (FRAP) และค่าความสามารถ
ในการจับโลหะ (Fe2+) สูงกว่าสูตรอ่ืน ๆ อีกทั้งไบโอแคลเซียมสูตรที่ 1 (Bio-Ca) และสูตรที่ 3 (Bio-
Ca + Vit C) มีค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมสูงกว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่  2 
(Bio-Ca + Col) และ สูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) ดังนั้นการเสริมคอลาเจนไฮโดรไลเซตและ
แคลเซียมแอสคอร์เบตในไบโอแคลเซียมจะส่งผลทำให้ไบโอแคลเซียมที่ได้มีการละลายที่ดีขึ้น  มี
กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน และค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมสูงขึ้น 

การพัฒนาผลิตภัณฑ์ขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึก
สยามโดยเสริมผงไบโอแคลเซียมที่ระดับร้อยละ 0, 10, 20, และ 30 ของน้ำหนักแป้ง และศึกษา
ลักษณะทางกายภาพ ค่าสี ปริมาณความชื้น ค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ (aw) คุณภาพทางด้านเนื้อสัมผัส 
และการยอมรับทางด้านประสาทสัมผัส  ผลการทดลองพบว่าขนมบราวนี่กรอบที่เสริมผงไบโอ
แคลเซียมในระดับที่สูงขึ้น ทำให้มีรูพรุนขนาดเล็กในผลิตภัณฑ์เพ่ิมมากขึ้น เมื่อพิจารณาลักษณะทาง
กายภาพ พบว่าขนมบราวนี่กรอบที่เสริมผงไบโอแคลเซียมที่ระดับต่าง ๆ มีค่าความสว่าง (L*) สูงขึ้น
เมื่อเพ่ิมระดับของผงไบโอแคลเซียมในปริมาณที่สูงขึ้น (p≤0.05) ส่วนความชื้นของขนมบราวนี่กรอบ
ทุกสูตรไม่แตกต่างกัน (p>0.05) แต่ค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ (aw) ของขนมบราวนี่กรอบเสริมผงไบโอ
แคลเซียมที่ระดับร้อยละ 20 และ 30 สูงกว่าบราวนี่กรอบสูตรควบคุม (ไม่มีผงไบโอแคลเซียม) และ
ขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมร้อยละ 10 (p≤0.05) ขนมบราวนี่กรอบเสริมผงไบโอแคลเซียม
ที่ระดับร้อยละ 10 จะส่งผลต่อคุณภาพทางด้านเนื้อสัมผัสโดยจะทำให้มีความเปราะมากขึ้นเมื่อเทียบ
กับสูตรควบคุม (p≤0.05) อีกทั้งยังได้รับคะแนนการยอมรับทางด้านประสาทสัมผัสสูงกว่าสูตรอ่ืน 
(p≤0.05) ดังนั้นขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจึงเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพอีกทางเลือก
สำหรับผู้บริโภคในการรับประทานอาหารเสริมแคลเซียม 
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ABSTRACT 
  

Bio-calcium from fish bones is a high quality of organic calcium product. 
The objective of this research was to develop a process for bio-calcium production 
from hybrid catfish (Pangasianodon gigas x Pangasianodon hypophthalmus) 
bone including 4 steps: 1) high pressure water jet process 2) soaking in alkaline 
solution 3) ethanol immersion process 4) bleaching and grinding to obtain bio-
calcium powder. %Yield, chemical composition, color values, mineral contents, 
hydroxyproline contents, protein pattern, amino acid composition, lipid oxidation, 
total volatile acids, X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared 
spectroscopy (FTIR) techniques and the microstructure of fish bone from different 
processes were analyzed. It was found that the obtained bio-calcium had yield of 
14.46%. In addition, bio-calcium had a low protein, fat and moisture contents with 
coincidental increases of ash content and the lightness values (L*) (p≤0.05). Bio-
calcium was rich in calcium and phosphorus content, while heavy metals (Pb, Hg 
and As) were not detected. Bio-calcium contained a high hydroxyproline content of 
30.82 ± 1.83 mg/g samples. When analyzing the protein pattern of fish bone from 4 
processes using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) technic, two major protein bands with a molecular weight of 133 and 116 kDa 
were found. Moreover, bio-calcium was also rich in amino acid contents of glycine, 
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proline, alanine, glutamic and aspartic acids.  However, the process of ethanol 
immersion, bleaching and grinding to obtain bio-calcium powder decreased in 
Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) values and total volatile acids 
(p≤0.05), compared to the previous process. When studying the structure of bio-
calcium using X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy 
(FTIR) techniques showed that bio-calcium had the crystalline structure of 
hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2). The particle sizes of bio-calcium powder were in a 
range of 2-10 µm and distributed uniformly. Therefore, bio-calcium production was 
suitable process to obtain a good quality bio-calcium of fine powder, white color, 
without fishy and rancid odor. It can be developed as a calcium supplement. 

Comparative study of calcium powder from bio-calcium, calcined calcium 
of hybrid catfish bone and commercial calcium were characterized and analyzed of 
chemical composition, color value, hydroxyproline content, total volatile 
compounds, antioxidant activity, bioavailability and the structure property. It was 
found that bio-calcium powder had higher in protein content, lightness value (L*), 
yellow value (b*), hydroxyproline content than calcined calcium and commercial 
calcium (p≤0.05). However, calcined calcium had lower volatile compounds than bio-
calcium. In addition, calcined calcium had a higher in DPPH• and ABTS• scavenging 
activities than bio-calcium and commercial calcium but bio-calcium had a higher 
ferric reducing capacity (FRAP) than commercial calcium and calcined calcium. 
Commercial calcium had the highest metal chelating activity (Fe2+). When analyzing 
the calcium bioavailability of in vitro simulated gastrointestinal digestion system, bio-
calcium had higher calcium bioavailability than calcined calcium and commercial 
calcium (p≤0.05). The particle sizes of bio-calcium powder were in a range of 5-10 
µm and distributed uniformly. Therefore, bio-calcium, an organic calcium combined 
with collagen and peptide, had higher in antioxidant activity and calcium 
bioavailability than calcined calcium and commercial calcium. 

Formulation development and quality analysis of bio-calcium products 
from the hybrid catfish bone containing capsule to be developed as a commercial 
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bio-calcium product. Bio-calcium was supplemented with collagen hydrolysate and 
calcium ascorbate including: formula 1) bio-calcium powder (Bio-Ca) formula 2) bio-
calcium powder mixed with collagen hydrolysate (Bio-Ca + Col) formula 3) bio-
calcium powder mixed with calcium ascorbate (Bio-Ca + Vit C) and formula 4) bio-
calcium powder with collagen hydrolysate and calcium ascorbate (Bio-Ca + Col + Vit 
C). The results showed that formula 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) had the highest lightness 
value (L*). In addition, all formulas were not different in the moisture content and 
water activity (p>0.05). However, formula 3 (Bio-Ca + Vit C) had the highest bulk 
density, while formula 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) had the lowest tapped density. For 
the solubility of bio-calcium at various pH values, all formulas of bio-calcium had the 
highest solubility in the pH ranges of 1-2. In addition, formula 3 (Bio-Ca + Vit C) also 
had a higher in the DPPH• and ABTS• radical scavenging activity, ferric reducing 
antioxidant power (FRAP) and metal chelating activity (Fe2+) than other formulas. 
Moreover, formula 1 (Bio-Ca) and formula 3 (Bio-Ca + Vit C) had a higher calcium 
bioavailability value than formula 2 (Bio-Ca + Col) and formula 4 (Bio-Ca + Col + Vit 
C). Therefore, bio-calcium supplemented with collagen hydrolysate and calcium 
ascorbate results in better calcium dissolving. In addition, it has a high antioxidant 
activity and high calcium bioavailability. 

The development of crispy brownie products supplemented with bio-
calcium powder at different levels of 0, 10, 20, and 30 % were analyzed of color 
values, moisture content, water activity (aw) texture property and sensory evaluation. 
The results showed that the crispy brownies supplemented with bio-calcium powder 
at higher levels had more porosity in the product. For the physical 
characteristics, the lightness values (L*) of crispy brownies increased with increasing in 
the content of bio-calcium powder (p≤0.05). The moisture contents of all crispy 
brownies were not different (p>0.05). Water activity (aw) of the crispy brownies 
supplemented with bio-calcium powder at the levels of 20% and 30% had higher 
than those control sample (without bio-calcium powder) and 10% bio-calcium 
addition (p≤0.05).  Brownies supplemented with bio-calcium affected on the texture 
quality, which was more brittle compared to the control brownies (p≤0.05). It also 
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had a higher sensory acceptance score than the other formulas (p≤0.05). Therefore, 
brownies supplemented with bio-calcium is an alternative healthy product for 
consumers. 

 
Keywords : Bio Calcium, Process, Fish bone, Hybrid catfish, Bioactivity 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

ที่มาและความสำคัญของปัญหา 

 ประเทศไทยนับว่าเป็นประเทศหนึ่งที่เป็นประเทศผู้นำในภาคการประมงของโลก ซึ่งใน

ระหว่างปี พ.ศ. 2551 – 2560 ประเทศไทยมีผลผลิตสัตว์น้ำประมาณ 5000 ล้านตัน ซึ่งภาคการ

ประมงมีส่วนสำคัญในการพัฒนาอุสาหกรรมที่ต่อเนื่องจากการประมง เช่น โรงน้ำแข็ ง ห้องเย็น 

โรงงานแปรรูปสัตว์น้ำ เป็นต้น นอกจากการทำประมงทางทะเลแล้ว การทำประมงน้ำจืดโดยเฉพาะ

อย่างยิ่งการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำจืดก็มีความสำคัญทางเศรษฐกิจไม่แพ้กัน ซึ่งในปี พ.ศ. 2561 สามารถ

ประมาณการผลผลิตจากการเพาะเลี้ยงและผลิตภัณฑ์จากปลาน้ำจืดที่ส่งออกประมาณ 5  แสนตัน  

(กรมประมง, 2561) ปัจจุบันสัตว์น้ำจืดเศรษฐกิจกลุ่มปลาหนัง เช่น ปลาบึก ปลาสวาย และปลาเผาะ 

กำลังได้รับความนิยมจากผู้บริโภคเป็นอย่างสูง เนื่องจากเป็นสัตว์ที่เพาะเลี้ยงง่าย ราคาถูก และมี

คุณคา่ทางโภชนาการสูงที่อุดมไปด้วยโปรตีน ไขมัน แร่ธาตุ และกรดไขมันที่ดี โดยเฉพาะไขมันกลุ่มโอ

เมก้า 3 ที่มีความสำคัญต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของสมอง (Hauser et al., 2018) 

ปลาบึก (Pangasianodon gigas) เป็นปลาหนังน้ำจืดที่มีขนาดใหญ่ที่สุด เป็นสัตว์น้ำที่ได้รับ

ความนิยมจากผู้บริโภคชนิดหนึ่งในการนำมาประกอบอาหารและแปรรูป เนื่องจากมีรสชาติอร่อย เนื้อ

แน่น ทำให้ปัจจุบันปลาบึกในแหล่งน้ำทางธรรมชาติเหลืออยู่น้อย ไม่เพียงพอต่อการจับและการนำมา

บริ โภ ค  จึ งท ำให้ นั กวิ จั ย ได้ มี การ พัฒ นาสาย พั นธุ์ ป ลาบึ ก  โดยนำปลาบึ กสาย พัน ธุ์ แท้  

(Pangasianodon gigas) มาผสมกับปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) ทำให้ได้สาย

พั น ธุ์ ให ม่  เรี ย ก ว่ า ป ล า ลู ก ผ ส ม บึ ก ส ย า ม  (Pangasianodon gigas x Pangasianodon 

hypophthalmus) ซึ่งเป็นปลาที่เลี้ยงง่าย โตเร็ว คุณภาพเนื้อดี มีคุณค่าทางโภชนาการสูง และ

ทนทานต่อโรค ทำให้มีการเพาะเลี้ยงเพ่ือจำหน่ายทางการค้า ในลักษณะที่เป็นเนื้อปลาสด เนื้อปลาแล่

แช่เยือกแข็ง และผลิตภัณฑ์แปรรูปต่าง ๆ เพ่ือขายในประเทศและส่งออกไปยังต่างประเทศ ได้แก่ 

อเมริกา มาเลเซีย และสิงคโปร์ ซึ่งต่างประเทศมีความต้องการปลาในกลุ่มปลาหนังน้ำจืดและ

ผลิตภัณฑ์ประมาณ 1-2 ล้านตัน/ปี คิดเป็นมูลค่าหลายแสนล้านบาท สร้างรายได้อย่างมหาศาลให้แก่

กลุ่มเกษตรกร (เกรียงศักดิ์ และจารุวรรณ, 2554) การแปรรูปปลาลูกผสมบึกสยามในระดับ

อุตสาหกรรมเป็นผลิตภัณฑ์ปลาแล่แช่เยือกแข็ง และผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูป จะเกิดวัสดุเศษเหลือ 

คือ กระดูกปลา ซึ่งมีมากถึงร้อยละ 40 ซึ่งวัสดุเหลือทิ้งเหล่านี้ นอกจากไม่มีมูลค่าหรือมีมูลค่าต่ำแล้ว 



 2 

ยังส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม เนื่องจากย่อยสลายยากและมีกลิ่นไม่พึงประสงค์ จึงนิยมนำไปผลิต

และขายเป็นอาหารสัตว์ราคาถูก อย่างไรก็ตามกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามมีคุณค่าทางโภชนาการที่

อุดมไปด้วยแร่ธาตุที่สำคัญ คือ แคลเซียม ฟอสฟอรัส เป็นต้น และยังมีรายงานการใช้กระดูกปลาเป็น

แหล่งแคลเซียมในอาหารสัตว์ (Malde et al., 2010)  

แคลเซียม (Ca) เป็นองค์ประกอบของแร่ธาตุที่สำคัญต่อร่างกายมนุษย์ โดยเป็นส่วนประกอบ

สำคัญในฟันและกระดูก ขึ้นอยู่กับน้ำหนักของร่างกายคิดเป็นร้อยละ 1-2 อย่างไรก็ตาม การขาด

แคลนแคลเซียมในร่างกายเป็นปัญหาสำคัญทั่วโลก เนื่องจากร่างกายได้รับปริมาณแคลเซียมไม่

เพียงพอ หรือการดูดซึมแคลเซียมเข้าสู่ร่างกายในลำไส้ที่ไม่ดีทำให้มวลกระดูกลดลง เป็นสาเหตุของ

โรคกระดูกพรุน ดังนั้นประเทศต่าง ๆ จึงได้กำหนดเกณฑ์มาตรฐานในการบริโภคแคลเซียมแต่ละวัน 

เนื่องจากแคลเซียมฟอสเฟตเป็นแร่ธาตุหลักของกระดูกและฟัน หากรับประทานแคลเซียมไม่เพียงพอ

เป็นระยะเวลานานๆ อาจทำให้ภาวะกระดูกพรุน ซึ่งมีโอกาสเกิดขึ้นมากในวัยของผู้สูงอายุจนอาจเกิด

การแตกหักของกระดูก จากการสำรวจการรับประทานแคลเซียมของคนไทย พบว่าคนไทยวัยผู้ใหญ่

บริโภคแคลเซียมน้อยกว่าเกณฑ์มาตรฐานที่ควรได้รับ คือ เฉลี่ยอยู่ที่ประมาณ 300 – 400 มิลลิกรัม

ต่อวัน จากปริมาณที่แนะนำ 800 มิลลิกรัมต่อวัน ส่วนหนึ่งเป็นผลมาจากการบริโภคอาหารที่มี

แคลเซียมต่ำ ดังนั้นการบริโภคอาหารเสริมแคลเซียมจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจในการบริโภค

อาหารที่มีปริมาณแคลเซียมที่ เพียงพอกับความต้องการของร่างกาย โดยเฉพาะสตรีวัยหมด

ประจำเดือน ซึ่งร่างกายจะมีการสลายแคลเซียมจากกระดูกมากข้ึน เนื่องจากขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน

และเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ดังนั้นปริมาณแคลเซียมที่แนะนำให้สตรีหลัง วัยหมด

ประจำเดือนรับประทานจึงสูงขึ้นเป็น 1,000 มิลลิกรัมต่อวัน (Thai, 1995) 

 ผลิตภัณฑ์เสริมแคลเซียมที่วางขายในท้องตลาดมีหลากหลายรูปแบบให้ผู้บริโภคเลือกซื้อ 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งแคลเซียมอนินทรีย์ ได้แก่ แคลเซียมคาร์บอเนต ไตรแคลเซียมฟอสเฟต และ

แคลเซียมคีเลต เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีแคลเซียมที่จับกับสารประกอบอินทรีย์ ได้แก่ แคลเซียมซิ-     

เตรทมาเลต แคลเซียมกลูโคเนต แคลเซียมแลคเตท และแคลเซียมที่จับกับกรดอะมิโนแอสพาร์ติก 

เป็นต้น ซึ่งความสามารถในการดูดซึมแคลเซียมของลำไส้ก็มีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสูตรทางเคมี

ของสารประกอบแคลเซียมแต่ละชนิด โดยเฉพาะความสามารถในการละลายน้ำของแคลเซียม 

(Erfanian et al., 2017) อย่างไรก็ตามผลิตภัณฑ์เสริมอาหารแคลเซียมที่มีประสิทธิภาพการดูดซึมเข้า

สู่ร่างกายในระบบทางเดินอาหารได้สูงมักละลายน้ำได้ดี เช่น แคลเซียมซิเตรท และแคลเซียมซิเตรท-

มาเลต เป็นต้น ซึ่งแคลเซียมทั้งสองชนิดมีราคาที่แพงกว่าแคลเซียมคาร์บอเนตซึ่งละลายน้ำได้น้อย 
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ปัจจุบันได้พัฒนาผลิตภัณฑ์แคลเซียมให้อยู่ในรูปอัดเม็ด และบรรจุในแคปซูล ซึ่งมีคุณสมบัติดูดซึมได้ดี

ในระบบทางเดินอาหาร (slowly release calcium) แคลเซียมในรูปแบบนี้จะทำให้ร่างกายดูดซึม

แคลเซียมได้มากขึ้นแต่จะมีราคาสูงกว่าผลิตภัณฑ์เสริมอาหารแคลเซียมชนิดอ่ืน ๆ (World Health 

Organization, 2018) มีรายงานว่าผลึกแคลเซียมในกระดูกปลาจะอยู่ในรูปผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

(HA, Ca10(PO4)6(O H)2) ซึ่งเป็นรูปแบบเดียวกับที่พบในกระดูกมนุษย์ (Best et al., 2008) ในขณะที่

ผลึกแคลเซียมในเปลือกไข่และเปลือกหอยนางรมจะอยู่ในรูปแคลเซียมคาร์บอเนต (Pal et al., 2017) 

ซึ่งแคลเซียมจากธรรมชาติเหล่านี้จะมีราคาถูกกว่าแคลเซียมสังเคราะห์กลุ่มแคลเซียมคีเลต และ

แคลเซียมฟอสเฟตซึ่งสามารถละลายน้ำ ทำให้ดูดซึมเข้าสู่ร่างกายได้ดีในระบบทางเดินอาหาร ยังมี

รายงานอีกว่ากระดูกปลาซึ่งเป็นวัสดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรมแปรรูปสัตว์น้ำซึ่งนอกจากจะอุดมไป

ด้วยแคลเซียมและฟอสฟอรัสแล้ว ยังมีคอลลาเจน คอนดรอยดิน เปปไทด์ กรดอะมิโน และอนุพันธ์

ของกรดอะมิโนอีกด้วย (He et al., 2014) ซึ่งกรดอะมิโนและอนุพันธ์ของกรดอะมิโนบางชนิดที่พบ

มากในคอลลาเจน คือ โพรลีน และไฮดรอกซีโพรลีน สามารถกระตุ้นการดูดซึมแคลเซียมผ่านทาง

ลำไส้เล็กได้ดีในสัตว์ทดลอง (Chen et al., 2014) ซึ่งในระบบการเลี้ยงปลาลูกผสมบึกสยาม หากมี

มาตรฐานการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดีและเหมาะสม (Good Aquaculture Practice, GAP) จะทำ

ให้มีความเหมาะสมอย่างยิ่งในการนำกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือมาผลิตเป็นไบ

โอแคลเซียม (Bio-calcium) ซึ่งไบโอแคลเซียมเป็นแคลเซียมที่มีสารประกอบอินทรีย์  ซึ่งผ่าน

กระบวนการแปรรูปที่ไม่รุนแรง และใช้ความร้อนต่ำ ทำให้ไบโอแคลเซียมอุดมไปด้วยคอลลาเจน คอน

ดรอยดิน เปปไทด์ และกรดอะมิโน เมื่อรับประทานเข้าสู่ร่างกายทำให้ดูดซึมในระบบทางเดินอาหาร

ได้ดีกว่าแคลเซียมสารอนินทรีย์ที่ใช้ความร้อนสูงมากกว่า 1,100 องศาเซลเซียส ในการเผาเพ่ือกำจัด

สารประกอบอินทรีย์ทั้งหมด และแคลเซียมในรูปอ่ืน ๆ มีรายงานการใช้ผงไบโอแคลเซียมที่ผลิตจาก

กระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ (skipjack tuna) เสริมในแครกเกอร์โฮลวีตที่ระดับต่าง ๆ พบว่าการ

เสริมผงไบโอแคลเซียมที่ระดับต่าง ๆ มีผลต่อลักษณะคุณภาพด้านกายภาพและเนื้อสัมผัสของแครก

เกอร์ (Benjakul and Karnjanapratum, 2018) ดังนั้นกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามเป็นวัสดุเศษ

เหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปสัตว์น้ำนี้อุดมไปด้วยแคลเซียม ฟอสฟอรัส และสารประกอบอินทรีย์ ซึ่ง

เป็นวัตถุดิบมูลค่าต่ำทางเลือกที่น่าสนใจที่จะนำมาพัฒนาเป็นผงไบโอแคลเซียม ที่จะนำไปพัฒนาต่อ

ยอดเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารแคลเซียม และนำไปเป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ดังนั้นคณะผู้วิจัย

มีความสนใจพัฒนากระบวนการผลิต และศึกษาคุณลักษณะไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึก
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สยาม ตลอดจนพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต้นแบบอาหารเสริมไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลในระดับ

อุตสาหกรรม รวมถึงประยุกต์ใช้ผงไบโอแคลเซียมเสริมโภชนาการในผลิตภัณฑ์ขนมบราวนี่กรอบ 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1. เพ่ือพัฒนากระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

2. เพ่ือศึกษาคุณลักษณะของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม เปรียบเทียบกับ

แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า 

3. เพ่ือพัฒนาสูตร และผลิตภัณฑ์ต้นแบบไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม

ชนิดบรรจุแคปซูล 

4. เพ่ือศึกษาการประยุกต์ใช้ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามเสริมใน

ผลิตภัณฑ์บราวนี่กรอบ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ไดสู้ตรกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามแม่โจ้ 
2. ทราบถึงคุณลักษณะของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
3. ได้ผลิตภัณฑ์ต้นแบบไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามชนิดบรรจุแคปซูล  
4. ไดผ้ลิตภัณฑ์บราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่มีคุณค่า

ทางโภชนาการสูง 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสาร 

 

2.1 ปลาน้ำจืดในประเทศไทย 

 ปลาน้ำจืดมีความสำคัญกับคนไทยมาเนิ่นนานก่อนปลาทะเล เพราะสังคมไทยแต่เดิมนั้น

อาศัยอยู่บนแผ่นดินเป็นส่วนมาก จึงต้องอาศัยน้ำจากแม่น้ำในการทำมาหากิน ใช้สอย และอาศัยพันธุ์

ปลาน้ำจืดเพ่ือเลี้ยงชีพ (ชวลิต, 2544) ในปัจจุบันพันธุ์ปลาน้ำจืด และถิ่นอาศัยได้ลดลงไปมาก

เนื่องจากการเพ่ิมของประชากร และการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อมไปในทางที่เสื่อมลง ทำให้การ

จับปลาน้ำจืดจากแหล่งธรรมชาติมาบริโภค และขายทางการค้าเพียงอย่างเดียวไม่พอต่อความต้องการ

พ้ืนฐาน ทำให้มีการพัฒนาปรับปรุงพันธุ์ และการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำโดยวิธีต่างๆ ขึ้น ทั้งจากพันธุ์ปลา

พ้ืนเมืองและนำเข้าจากต่างประเทศ จนกลายเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่สร้างอาชีพอาชีพที่มีความสำคัญต่อ

เศรษฐกิจของประเทศ (ปฏิญญา และคณะ, 2560) พันธุ์ปลาน้ำจืดของคนไทยนั้น พบแล้วประมาณ 

700 ชนิด จาก 56 วงศ์ นอกจากนี้ก็ยังมีปลาที่นำเข้าจากต่างประเทศมาเพาะเลี้ยงอีก 10 ชนิด ปลา

น้ำจืดของไทยทุกชนิดสามารถใช้เป็นอาหารได้ (ชวลิต, 2544) 

2.1.1 ปลาหนังลูกผสม 

ปัจจุบันกลุ่มปลาหนังลูกผสมเนื้อขาวได้รับความนิยมจากผู้บริโภค เนื่องจากเป็นอาหาร

สุขภาพที่มีคุณค่าทางโภชนาการ อุดมไปด้วยโปรตีน วิตามิน แร่ธาตุ และกรดไขมันที่ดี โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งไขมันกลุ่มโอเมก้า 3 มีความสำคัญต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของสมอง จึงทำให้มีการ

เพาะเลี้ยงปลาหนังลูกผสมเนื้อขาวมากขึ้นในประเทศไทย ชนิดที่พบในตลาดภายในประเทศ ได้แก่ 

ปลามรกต ซึ่งเป็นปลาหนังลูกผสมกลุ่มปลาสวายผสมกับปลาเผาะ ส่วนที่พบในตลาดต่างประเทศ 

ได้แก่ ปลาดอลลี่หรือปลาสวายเนื้อขาว (Pangasius Dory) โดยในปี พ.ศ.2560 ประเทศไทยมีการ

นําเข้าปลาดอลลี่ จากเวียดนามประมาณ 25,000 ตัน/ปี อีกทั้งยังมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นในทุกปี (จันทิมา, 

2561) และในกลุ่มประเทศแถบยุโรป อเมริกา มาเลเซีย และสิงคโปร์ มีความต้องการ ปลาหนังกลุ่มนี้

ในรูปปลาแล่เนื้อ ประมาณ 1-2 ล้านตัน/ปี คิดเป็นมูลค่าหลายแสนล้านบาท (เกรียงศักดิ์ และคณะ 

2556)  
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ภาพที่ 1 ลักษณะภายนอกของปลาบึกลูกผสม F1 (พ่อปลาบึก x แม่ปลาสวาย) 
ที่มา: เกรียงศักดิ์ และคณะ (2555) 

 
ปลาบึกลูกผสม F1 (พ่อปลาบึก x แม่ปลาสวาย) ในช่วงตัวเล็กมีการเจริญเติบโตได้รวดเร็วไม่

แตกต่างกัน แต่พอโตขึ้นอัตราการเจริญเติบโต (น้ำหนักและความยาวของลำตัว) จะเริ่มแตกต่างกัน 
การเจริญเติบโตของปลาที่แตกต่างกันจะมีส่วนสำคัญ คือ ความหนาแน่นของปลา/พ้ืนที่ หรือปลาสาย
พันธุ์นี้เป็นปลาที่เจริญเติบโตเร็วกว่าปลาตัวอ่ืนในกลุ่มเดียวกัน พฤติกรรมการกินอาหารเก่ง และมีการ
เจริญเติบโตดี สำหรับปลาบึกลูกผสม F1 ที่เจริญเติบโตเร็ว เนื่องมาจากปลาสวายเป็นปลาเลี้ยงที่มี
ลักษณะของสายพันธุ์เลี้ยงแล้วจึงมีลักษณะกินเก่งเช่นเดียวกับการเลี้ยงปลาดุก  หรือปลาเผาะใน
กระชัง ส่วนปลาบึกยังเป็นปลาที่มีสายพันธุ์ธรรมชาติอยู่มาก และไม่เหมาะสมสำหรับการเลี้ยงในตู้
กระจกหรือกระชังที่มีขนาดเล็กเมื่อเทียบกับบ่อดินที่มีพ้ืนที่กว้าง และลึก ตลอดจนมีอาหารธรรมชาติ
ที่อยู่ตามพ้ืนบ่อตามนิสัยการกินอาหารของปลาบึกได้ดีกว่า (เกรียงศักดิ์ และคณะ, 2556) 
 

2.1.2 ปลาลูกผสมบึกสยาม 

ปลาลูกผสมระหว่างพ่อปลาบึกกับแม่ปลาสวาย และปลาบึกสยาม (พ่อแม่เป็นลูกผสม

ระหว่างพ่อปลาบึกกับแม่ปลาสวาย) เริ่มจากการรวบรวมปลาบึกจากลุ่มแม่น้ำโขง และเลี้ยงเป็นพ่อ

แม่พันธุ์มาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2534 และสามารถเพาะผสมเทียมเพ่ือผลิตปลาบึกรุ่นแรก (F1) ได้ในปี พ.ศ. 

2545 จากนั้นเลี้ยงปลาบึกรุ่น F1 ในบ่อดินจนกระทั่งมี ความสามารถในการปรับตัวดี และสามารถ

เจริญพันธุ์เป็นพ่อแม่พันธุ์ได้ในบ่อดินอายุ 10 ปี โดยสามารถเพาะ และผสมพันธุ์ปลาบึกเพ่ือผลิตปลา

บึกรุ่นที่ 2 ได้เมื่อปี พ.ศ. 2550 ซึ่งพ่อพันธุ์ปลาบึกจากรุ่น F2 นี้เองสามารถ เจริญพันธุ์ในบ่อดินภายใน

ระยะเวลา 5 ปี และใช้เป็นพ่อพันธุ์ผสมกับแม่ปลาสวายอายุ 3 ปี เพ่ือผลิตปลาลูกผสมได้  
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ภาพที่ 2 ลักษณะภายนอกของปลาลูกผสมบึกสยามแม่โจ้ 
ที่มา: เกรียงศักดิ์ และคณะ (2555) 
 

เกรียงศักดิ์ และ จารุวรรณ (2554) ประสบผลสำเร็จในการผลิตปลาลูกผสมรุ่นที่ 1 ระหว่าง 
(พ่อปลาบึก x แม่ปลาสวาย) โดยพบว่าปลาชนิดนี้มีการเจริญเติบโตดีเข้าสู่วัยเจริญพันธุ์ได้ภายใน 3 ปี
โดยให้น้ำเชื้อ และไข่ในปริมาณมาก มีอัตราการผสมติดสูงได้เป็นปลาหนังลูกผสมรุ่นที่ 2 ที่เรียกว่า 
“ปลาบึกสยามแม่โจ้” ซึ่งถือว่าเป็นปลาเศรษฐกิจตัวใหม่ของวงการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ ลักษณะ
ภายนอกของปลาบึก ปลาลูกผสมบึกสยาม มีลักษณะภายนอกคล้ายกับปลาสวาย ข้อแตกต่างของ
ปลาบึก ปลาสวาย และปลาลูกผสมบึกสยาม เมื่ออายุ 1-2 ปี สังเกตได้จาก ปลาบึกแท้จะไม่มีฟันบน 
และฟันล่าง ส่วนปลาลูกผสมบึกสยามแม่โจ้ จะมีฟันด้านล่างเล็กน้อย ขณะที่ปลาสวายจะมีฟันทั้ง
ด้านบน และด้านล่าง ปลาลูกผสมบึกสยามแม่โจ้  มีขนาดโตกว่าปลาสวาย แต่เล็กกว่าปลาบึก 
การศึกษาเกี่ยวกับลักษณะภายนอกของปลาเหล่านี้ในช่วงที่มีขนาดเล็กลูกปลามีลักษณะที่คล้ายกัน
มาก และยากต่อการจัดจำแนก แต่เมื่อปลาเจริญเติบโตอายุประมาณ 1-2 ปี ลักษณะภายนอกของ
ปลาเหล่านี้มีการแสดงออกที่ชัดเจนขึ้นทำให้สามารถจำแนกลักษณะภายนอกได้ (Sattang et al., 
2018) 
 
ตารางท่ี 1 ลักษณะเด่นของปลาบึก ปลาสวาย ปลาบึกลูกผสม และปลาลูกผสมบึกสยามแม่โจ้ 
สายพันธุ์ปลา เนื้อ (%) สีเนื้อ การโตในบ่อดิน การทนโรค 

บึก 35 เหลืองอมชมพูแดง ดีมาก ดีมาก 
สวาย 30 เหลือง ปานกลาง ดี 
บึกลูกผสม 40 ขาวอมเหลืองอ่อน ดี ดีมาก 
ลูกผสมบึกสยามแม่โจ้ 45 ขาวอมชมพู-เหลืองอ่อน ดีมาก ดีมาก 

ที่มา: เกรียงศักดิ์ และคณะ (2555) 
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ภาพที่ 3 ที่มาของปลาลูกผสมบึกสยาม (ปลาลูกผสมรุ่นที่ 2) 
ที่มา : เกรียงศักดิ์ และคณะ (2555) 

 

2.2 วัสดุเศษเหลือจากการแปรรูปปลา 

วัสดุเศษเหลือจากการแปรรูปปลาโดยทั่วไปได้แก่ หัว ไส้ ไขมัน ก้าง และหนัง แต่เดิมเศษ

เหลือเหล่านี้จะนำไปเป็นวัตถุดิบในการผลิตเป็นอาหารสัตว์ เช่น ปลาป่น และปลาหมัก เนื่องจากไม่

จำเป็นต้องใช้เทคโนโลยีที่ยุ่งยากซับซ้อน อย่างไรก็ตามวัสดุเศษเหลือจากสัตว์น้ำจัดเป็นวัตถุดิบที่มี

คุณค่าทางอาหารที่สำคัญ เช่น กรดอะมิโน (Essential amino acids) และกรดไขมัน (fatty acids) 

ที่จำเป็นต่อร่างกาย และแคลเซียม เป็นต้น (พรรณทิพย์ และคณะ 2555) ซึ่งวัสดุเศษเหลือจากการ

แปรรูปเหล่านี้ สามารถนำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าสูงอ่ืน ๆ ได้อีกมากมาย เช่น ไขมัน อวัยวะ

ภายในและเลือด สามารถนำมาพัฒนาเป็นน้ำมันปลา โปรตีนสกัด ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ผลิตภัณฑ์

เครื่องสำอางค์ ส่วนหัวและกระดูกปลา ใช้เป็นแหล่งแคลเซียม และส่วนหนังปลาสามารถพัฒนาผลิต

เป็นคอลลาเจน เจลาติน และผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางค์ เป็นต้น (อัจฉราวรรณ, 2559) 
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ตารางท่ี 2 แสดงเปอร์เซ็นต์ซากจากการแปรรูปจากกลุ่มปลาหนังน้ำจืดชนิดต่าง ๆ 

เปอร์เซ็นต์ซาก 
ค่าเฉลี่ย (%) 

ปลาบึกสยาม ปลาบึก ปลาสวาย ปลาโมง 

เนื้อ 52.11 49.32 51.54 31.0 
เนื้อท้อง 8.19 8.80 9.21 19.0 
หัวและกระดูก 36.45 41.96 40.92 38.9 
เครื่องใน 3.83 4.92 4.95 5.4 
ที่มา : พรรณทิพย์ (2555); อัจฉราวรรณ (2559) 

 

2.3 แคลเซียม 

 แคลเซียม (Ca) เป็นแร่ธาตุที่พบในเปลือกโลกประมาณร้อยละ 5.4 พบอยู่ในรูปของ

สารประกอบ CaCO3 ที่เป็นองค์ประกอบของหินปูน หินงอก หินย้อย ดินมาร์ล เปลือกหอย และพบ

ในสารประกอบซัลเฟต เช่น ยิปซัม (Mohamed et al., 2012) Ca2+ เป็นไอออนประจุบวก (cation) 

ที่สำคัญของน้ำนอกเซลล์ มีความสำคัญต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อ การหลั่งสารสื่อประสาท ช่วยใน

การแข็งตัวของเลือด Ca2+ ร้อยละ 99 เป็นส่วนประกอบของกระดูกมนุษย์ ซึ่ งอยู่ ในรูปของ

แคลเซียมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Ca10(PO4)6(OH)2) ของแคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมคาร์บอเนต ที่

เรียงตัวกันแบบ crystal lattice ส่วนที่เหลือจะละลายอยู่ในน้ำของร่างกาย แคลเซียมในร่างกายมีอยู่ 

3 รูปแบบ (Beto, 2015) คือ  

1. แคลเซียมอิสระ (Ionized form: Ca2+) เป็น physiological active form มีอยู่ประมาณ

ร้อยละ 47 ซึ่งมีส่วนสำคัญต่อการทำงานของร่างกาย  

2. แคลเซียมเชิงซ้อน (Complex calcium) เป็นแคลเซียมที่รวมตัวอยู่กับกลุ่มฟอสเฟต,  

ซิเตรท, ไบคาร์บอเนต และซัลเฟต มีอยู่ประมาณร้อยละ 6.5 

3. โปรตีนจับกับแคลเซียม (Protein bound calcium) รวมตัวกับโปรตีนในพลาสม่า มีอยู่

ประมาณร้อยละ 46 

 

2.3.1 หน้าที่ของ Ca2+ ในร่างกาย  

1. เป็นส่วนประกอบของกระดูกและฟัน 

2. จำเป็นต่อการทำงานของกล้ามเนื้อและระบบประสาท 
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3. เป็น second messenger ใน signal transduction ในการออกฤทธิ์ของฮอร์โมนผ่าน 

cAMP หรือ cGMP หรือ DAG หรือ IP3 ทำให้มีการกระตุ้น Ca2+ dependent enzyme เช่น Ca2+ 

calmodulin dependent protein kinase (phosphorylase b kinase), NO synthase, cyclic 

nucleotides phosphodiesterase 

4. ทำหน้าที่เป็นตัวเร่ง หรือยับยั้งการทำงานของเอนไซม์บางชนิด เช่น เร่ง adenosine 

triphosphate (ATPase) และยั้งยั้งเอนไซม์ dipeptidase 

5. จำเป็นต่อการแข็งตัวของเลือด 

6. ช่วยในการย่อยโปรตีนของน้ำนม (Casein)  

7. ช่วยในการสังเคราะห์หรือคัดหลั่ง และช่วยในการทำงานของฮอร์โมน 

8. ช่วยในการขนส่งสารเข้าสู่เซลล์ โดยช่วยให้ผนังเซลล์คงรูป และช่วยให้เกิดการส่งผ่าน

ไอออนหลายชนิดเข้ามาในเซลล์ 

 

2.3.2 ระดับแคลเซียมในร่างกาย 

 ค่าความเข้มข้นของแคลเซียมปกติ ในเซรั่ม (serum) อยู่ในช่วง 2.2 – 2.6 mmol/L ในขณะ

ที่ยูรีนเท่ากับ (Urine) 42 – 353 mg/24 h หากแคลเซียมมีความผิดปกติทั้งมากไปหรือน้อยไป อาจ

เกิดเนื่องจากพยาธิสภาพหรือการดูดซึมที่น้อยกว่าปกติ การดูดซึมแคลเซียมจะมาจากอาหาร โดยดูด

ซึมที่ลำไส้เล็กอาศัยวิตามิน D ที่อยู่ในรูป 1, 25 – dihydroxyvitamin D (1, 25-(OH)2D3) ซึ่งรูปนี้

ถูกสร้างมาจากไต หรืออาจเกิดจากการเก็บหรือสลายแคลเซียมออกมาจากกระดูกในปริมาณที่ไ ม่

เหมาะสม (Sutheechai and Sudchada, 2012) 

 

2.3.3 ความสำคัญของแคลเซียมในทางคลินิก 

1. โรคกระดูกที่เก่ียวข้องกับการขาด Ca2+ คือ rickets, osteomalacia (bone matrix ปกติ

แค่ Ca2+ ไปเกาะน้อยกว่าปกติ) และ osteoporosis (เกิดจากการสลาย Ca2+ ออกจากกระดูกมาก

เกินไป)  

2. ภาวะ Ca2+ ในเลือดต่ำเกิน (Hypocalcemia) คือ อาการของภาวะแคลเซียมในเลือดต่ำ

ในระยะแรก คือ การชารอบปาก ชาที่ปลายมือ ปลายเทา และหากระดับแคลเซียมในกระแสเลือดยัง

ลดลงจะทำใหเกิดอาการต่าง ๆ ตามมาได้แก่  การเกิดตะคริว (tetany) หลอดลมหดเกร็ง 

(bronchospasm) ชัก (seizures) ความผิดปกติทางจิต (mental status change) กลองเสียงหด
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เกร็ง (laryngospasm) หัวใจเต้นผิดจังหวะ (cardiac arrhythmias) โดยหากระดับแคลเซียมในเลือด

ที่ต่ำกวา 8.0 mg/dL อาจจะทำให้เกดิภาวะ neuromuscular irritability และทำให้เกิดอาการแสดง

คือ Chvostek’s sign และ Trousseau’s sign (Anansukhaban, 2018) 

3. ภาวะ Ca2+ ในเลือดสูงเกิน (Hypocalcemia) ทำให้เกิดการเบื่ออาหาร คลื่นไส้อาเจียน 

ท้องผูก กล้ามเนื้ออ่อนแรงและความดันโลหิตสูง มึนซึม อาจถึงกับหมดสติ ภาวะแคลเซียมสูงอยู่ใน

เลือดนานๆ ร่วมกับระดับฟอสฟอรัสปกติหรือสูงขึ้นจะทำให้มีการจับตัวเป็นแคลเซียมฟอสเฟตเกาะ

ตามอวัยวะต่างๆ ที่ไม่ใช่กระดูก เช่น ตามผนังหลอดเลือด เนื้อเยื่อเกี่ยวพันรอบๆ ข้อ ผนังกระเพาะ

อาหาร กระจกตา หรือทางเดินปัสสาวะ ซึ่งอาจเกิดขึ้นหลายสาเหตุ เช่น เป็นมะเร็งของต่อมพารา

ไทรอยด์ ได้รับวิตามินดีมากเกินไป hyperthyroidism, ไตวายเฉียบพลัน หรือการได้รับยาบางอย่าง 

เช่น ยาขับปัสสาวะ (thiazide) และ antiestrogen (tamoxifen) เป็นต้น 

4. นิ่วแคลเซียม พบทั้งนิ่วแคลเซียมออกซาเลต (calcium oxalate) และแคลเซียมฟอสเฟต 

(calcium phosphate) ที่กรวยไต ซึ่งเป็นผลมาจากการขับแคลเซียมในปัสสาวะมากกว่าปกติ 

5. การหดตัวของกล้ามเนื้อ ขึ้นอยู่กับ Ca2+ เช่นกัน ในปัจจุบันได้มีการใช้ยาลดหดเกร็งของ

กล้ามเนื้อ โดยเป็นยาในกลุ่ม calcium channel blocker เช่น nifedipine verapamil diltiazem 

ในผู้ป่วยที่ปวดกล้ามเนื้อหัวใจ (angina pectoris) เนื่องจากเลือดไปเลี้ยงหัวใจไม่เพียงพอจากสาเหตุ

เส้นเลือดโคโรนารีย์หดเกร็งโดยยาดังกล่าวจะทำให้หลอกเลือดขยายลดการหดตัวของกล้ามเนื้อหัวใจ 

และบรรเทาความเจ็บปวดได้  

 

2.3.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่อระดับแคลเซียมในเลือด  

1. Parathyroid hormone (PTH) เป็นฮอร์โมนที่สังเคราะห์และหลั่งโดย chief cells ของ

ต่อมพาราไทรอยด์ จะถูกกระตุ้นให้หลั่งเพิ่มข้ึนเมื่อระดับ Ca2+ ในร่างกายต่ำลง 

  - PTH มีหน้าที่นำ Ca2+ และ phosphorus (PO2-
4) ออกจากกระดูก โดยกระตุ้น

การทำงานของ osteoclasts ในการสลายกระดูก 

  - เพ่ิ มการสั ง เค ราะห์  active vitamin D (1 ,25 dihydroxyvitamin D) หรือ 

calcitriol ที่ไต เพื่อช่วยให้มีการสลาย Ca2+ ออกจากกระดูกเพ่ิมข้ึน 

2. Calcitonin hormone เป็นฮอร์โมนที่สังเคราะห์จาก parafollicular cell ของต่อม

ไทรอยด์เป็นส่วนใหญ่ จากต่อมไทรอยด์และต่อมไทมัสเป็นส่วนน้อย การออกฤทธิ์จะตรงข้ามกับ PHT 
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คือ ช่วยลดระดับ Ca2+ ในพลาสม่า โดยยับยั้งให้มีการสลาย Ca2+ และ phosphorus (PO2-
4) ที่

กระดูก โดยไปควบคุมปริมาณและการทำงานของ osteoclast และลดการดูดกลับที่ tubule ของไต  

3. วิตามิน D ได้แก่ active vitamin D (1,25 dihydroxyvitamin D) หรือ calcitriol ช่วย

ให้การดูดซึม Ca2+ และ phosphorus (PO2-
4) จากทางเดินอาหารเพ่ิมขึ้น ทำให้กระดูกสลาย Ca2+ 

เพ่ิมมากขึ้น (Bone resorption) เพ่ิมการดูดกลับของ Ca2+ ในไต ส่งผลทำให้แคลเซียมในเลือดเพ่ิม

มากขึ้น  

4 . serum ห รื อ  plasma phosphate ระดั บ  Ca2+ แล ะฟ อส ฟ อรั ส ใน เลื อ ด  จ ะมี

ความสัมพันธ์กลับกัน เช่น ในภาวะ uremia หรือ โรคไตเรื้อรังระยะท้ายๆ ระดับฟอสฟอรัสในเลือด

สูงขึ้น เพราะไตขับไม่ออก แต่ระดับ Ca2+ ลดลง เหตุเพราะการสังเคราะห์ active vitamin D (1,25 

dihydroxyvitamin D) หรือ calcitriol ที่ไตลดลง ทำให้การดูดซึม Ca2+ ลดลง 

5. ไต มีบทบาทสำคัญในการเมตาบอลิซึมของ Ca2+ โดยมีหน้าที่ 

  - สังเคราะห์ active vitamin D (1,25 dihydroxyvitamin D) หรือ calcitriol ทำ

ให้ลำไส้ดูดซึม Ca2+ ได ้

  - tubule ของไต ดูดกลับ Ca2+ และยับยั้งการดูดกลับฟอสฟอรัสของ PTH  

6. Sex hormone ทั้งของหญิงและชาย จะช่วยให้ Ca2+ และฟอสฟอรัสจับอยู่ในกระดูก แต่

ในผู้สูงอายุจะมีการสลาย Ca2+ และฟอสฟอรัสออกจากกระดูกได้มากกว่าวัยรุ่น 

7. Glucocorticoid ยับยั้งการดูดซึมของ Ca2+ จากลำไส้ และการเกาะของ Ca2+ ที่กระดูก  

8. Thyroid hormone กระตุ้นการสลาย Ca2+ จากกระดูก 

9 .  Growth hormone ก ร ะ ตุ้ น ก า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์  active vitamin D (1 ,2 5 

dihydroxyvitamin D) หรือ calcitriol 

10. Inulin กระตุ้นการสังเคราะห์ collagen และลดการดูดกลับของ Ca2+ ที่ไต 

 

2.3.5 การควบคุมแคลเซียมในร่างกาย 

 ระดับปกติของแคลเซียมในเลือด คือ 2.2 – 2.6 mM โดยฮอร์โมนหลักที่ทำหน้าที่ควบคุม

ระดับแคลเซียมมีอยู่ 3 ชนิดด้วยกัน คือ  

1.) Parathyroid hormone (PHT): เป็นเปปไทด์ฮอร์โทน ประกอบด้วยกรดอะมิโน 84 อณู 

มีค่าครึ่งชีวิต (Half life) 20 – 30 นาที ถูกหลั่งออกมาจาก chief cell ของต่อมพาพราไทรอยด์ 

(parathyroid gland) จะถูกกระตุน้ให้หลั่งเพ่ิมข้ึนเมื่อระดับแคลเซียมในร่างกายลดต่ำลงมีฤทธิ์ ดังนี้ 



 13 

 - กระตุ้นการทำงานของ osteoclast ให้ทำการสลายกระดูก และนำแคลเซียมและ

ฟอสฟอรัส ออกจากกระดูก 

 - เพ่ิมการสังเคราะห์ 1, 25 dihydroxyvitamin D (Calcitriol) ที่ไตซึ่งจะช่วยให้มีการสลาย

แคลเซียมจากกระดูกเพ่ิมมากขึ้น และเพ่ิมการดูดซึมแคลเซียมจากลำไส้ได้ดีขึ้น 

2.) 1, 25 dihydroxyvitamin D (Calcitriol): สารตั้งต้นได้มาจากการรับประทานอาหารที่มี 

D3 หรือจากการสังเคราะห์จากคอเรสเตอรอลที่ผิวหนัง (D2)  แล้วจะถูกเปลี่ยนแปลงมาเป็น 1, 25 

dihydroxyvitamin D ที่ไต ช่วยทำให้การดูดซึมแคลเซียมและฟอสฟอรัส ในระบบทางเดินอาหารได้

ดีขึ้น ทำให้มีการเพิ่มการสลายแคลเซียมจากกระดูกและเพ่ิมการดูดกลับแคลเซียมที่ไต 

3.) Calcitonin ประกอบด้วยกรดอะมิโน 32 อณู สร้างมาจาก parafollicular cell (C cell) 

ของต่อมไทรอยด์ มีค่าครึ่งชีวิต 2 – 15 นาที ออกฤทธิ์ตรงข้ามกับ PTH คือ ช่วยลดระดับแคลเซียมใน

เลือด โดยควบคุมปริมาณและการทำงานของ osteoclast ส่งผลให้มีการยับยั้งการสลายแคลเซียม

และฟอสฟอรัส จากกระดูกและลดการดูดกลับของแคลเซียมที่ไต 

 

2.3.6 การดูดซึมแคลเซียม  

 แคลเซียมละลายได้น้อยมากในน้ำที่มีค่าพีเอช (pH) เป็นกลาง แต่แคลเซียมจะละลายดีขึ้นใน

สภาพเป็นกรดในกระเพาะอาหาร แล้วจึงดูดซึมที่บริเวณลำไส้เล็ก เกลือแคลเซียมจะถูกดูดซึมได้เพียง

ร้อยละ 20 -30 ของทั้งหมดที่บริโภคเข้าไป โดยการดูดซึมจะถูกดูดซึมบริเวณลำไส้เล็กตอนต้น 

(Duodenum) ซึ่งเป็นแบบที่ต้องใช้พลังงาน และจะมีการดูดซึมที่บริเวณลำไส้เล็กต้อนกลาง 

(Jejunum) และลำไส้เล็กตอนปลาย (Ileum) เล็กน้อย และแคลเซียมจะหยุดการดูดซึมบริเวณ

ส่วนล่างของลำไส้ที่อาหารมีสภาพเป็นด่าง (Goss et al., 2010) มีรายงานว่าการเกิดโรคเบาหวาน

ประเภทที่ 2 ทำให้กระดูกในภาพรวมความแข็งแรงของโครงร่างกระดูกลดลง ฮอร์โมน fibroblast 

growth factor-23 (FGF-23) เป็นฮอร์โมนที่สร้างจากกระดูก ทำหน้าที่ควบคุมสมดุลฟอสเฟต โดย

เร่งการขับฟอสเฟตทิ้งออกทางไต แต่ต่อมาพบว่า FGF-23 นั้นสามารถสร้างที่เซลล์เยื่อบุลำไส้ได้ 

(Wongdee et al., 2016) และมีบทบาทควบคุมการดูดแคลเซียมได้โดยตรงที่ลำไส้ ภาวะที่ลำไส้มี

แคลเซียมปริมาณมาก ร่างกายจะสร้าง FGF-23 ออกมามากตามไปด้วย เพ่ือจำกัดการนำเข้า

แคลเซียมสู่กระแสเลือด การที่ลำไส้ของผู้สูงอายุดูดซึมแคลเซียมลดลง เป็นเพราะ FGF-23 มีการ

แสดงออกหรือการทำงานมากขึ้นตามอายุ (Aeimlapa et al., 2018) 
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Monma และ Kanazawa (1978) รายงานว่าการละลายของ hydroxyapatite ขึ้นกับ [H+] 
ในกรดเกลือ โดยในสารละลายกรดเกลือที่มีค่าพีเอชตํ่า และความเป็นกรดสูงมีผลทำ ให้อัตราการ
ละลายของ hydroxyapatite สูงกว่าสารละลายกรดเกลือที่มีค่าพีเอชสูง และมีความเป็นกรดตํ่า 
นอกจากนี้  Monma และ Kanazawa (1978) ยังพบอีกว่าการละลายของ hydroxyapatite ใน 
0.5% HCl > 10%citric acid > 0.2 % HCl > 2% citric acid > 0.1% HCl 
 
ตารางท่ี 3 ความสามารถในการละลายของแคลเซียมในรูปไฮดรอกซีอะพาไทต์ และฟลูออร์อะพาไทต ์
ในสารละลายกรดที่ค่าพีเอชต่างกัน 

pH การละลายของแคลเซียม (ppm) 

 Hydroxyapatite Fluorapatite 
5.0 50-180 18-24 
6.0 8-22 4 

ที่มา: Monma และ Kanazawa (1978) 
 

2.3.7 โรคกระดูกพรุน (Osteoporosis) 

คำจำกัดความของโรคกระดูกพรุน ปี ค.ศ. 2001 (NIH of USA) “โรคกระดกพรุน คือ ความ

ผิดปกติของกระดูกที่ทำให้ความแข็งแรงของกระดูกลดลง ทำให้ผู้นั้นเสี่ยงต่อการเกิดกระดูกหักเพ่ิมข้ึน 

โดยความแข็งแรงของกระดูกนี้เกิดจาก 2 ปัจจัยรวมกัน คือ ความหนาแน่นของกระดูก และคุณภาพ

ของกระดูก” โรคกระดูกพรุน คือ โรคของกระดูกที่มีคุณลักษณะสำคัญ 2 ประการ คือ มีมวลกระดูก

ลดลงและมีโครงสร้างทางจุลภาคภายในของเนื้อเยื่อกระดูกเสื่อมสลายลง ส่งผลใหกระดูกมีความ

เปราะเพ่ิมข้ึนและทำให้เกิดการหักของกระดูกได้ง่าย โดยเฉพาะกระดูกสันหลัง ข้อสะโพก ข้อมือ และ

กระดูกต้นแขนบริเวณหัวไหล่ (Taepongsorat, 2014) 

2.3.7.1 การจําแนกประเภท 

1) โรคกระดูกพรุนชนิดปฐมภูมิ (Primary osteoporosis) ได้แก่ โรคกระดูกพรุนใน

ผู้หญิงวัยหมดประจำเดือน (postmenopausal osteoporosis) เกิดการสูญเสียมวลกระดูกจากภาวะ

ขาดฮอรโมนเอสโตร์เจนเป็นหลักและโรคกระดูกพรุนในวัยสูงอายุ (age-related หรือ senile 

osteoporosis) เกิดได้ทั้งในผู้ชายและผู้หญิง ซึ่งเป็นปัญหาหาจากการสรางกระดูกได้น้อยลงจาก

ความเสื่อมของเซลล์สร้างกระดกู 
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2.) โรคกระดูกพรุนชนิดทุติยภูมิ (Secondary osteoporosis) ได้แก่ โรคกระดูกพรุนที่มี

สาเหตุหลายอย่าง ได้ แก่  สาเหตุจากโรคทางต่อมไร้ท่ อ เช่น  Cushing’s syndrome ภาวะ 

hypogonadism ต่อมไทรอยด์เป็นพิษ และภาวะฮอร์โมนพาราไทรอยด์สูง อีกท้ังสาเหตุจากโรคทาง  

อายุรกรรม เชน โรคไต โรคตับเรื้อรัง ภาวะดูดซึมอาหารผิดปกติหรือผ่าตัดกระเพาะอาหาร ข้ออักเสบ 

รูมาตอยด์ สาเหตุจากการใช้ยา เช่น ยากลุมกลูโคคอรติคอยด์ ยาต้านการแข็งตัวของเลือด (heparin 

และwarfarin) ยากันชัก ได้แก่ phenytoin phenobarbital ยากดภูมิคุ้มกัน และยารักษามะเร็ง 

นอกจากนี้ยังพบวาเกิดจากสาเหตุอ่ืน ๆ เชน ภาวการณ์ขาดสารอาหาร โรคมะเร็ง และ multiple 

myeloma และโรค osteogenesis imperfecta 

 
 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 4 เปรียบเทียบลักษณะของกระดูกปกติและกระดูกพรุน 
ที่มา: โรงพยาบาลแมคคอร์มิค (www, 2017) 

 

2.3.7.2 อาการของโรคกระดูกพรุน 

คนที่ป่วยเป็นโรคกระดูกพรุนมักจะทราบว่าตนป่วยเมื่อมีอาการแสดงไปแล้ว และยังมีอาการ

บ่งชี้ อื่นๆ ที่ควรใส่ใจสังเกตอาการเพ่ือให้สามารถรักษาได้ทันการณ์ ดังนี้ 

1. กระดูกแตกหักได้ง่ายแม้ถูกกระแทกไม่รุนแรง 

2. ปวดหลังเรื้อรัง 

3. หลังงอ 

4. ความสูงลดลง 
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2.3.7.3 สาเหตุของโรคกระดูกพรุน 

กระดูกจะมีเซลล์สร้างกระดูก (Osteoblast) ทำหน้าที่สร้างกระดูกขึ้นมาใหม่จากแคลเซียม

และโปรตีน ตามกระบวนการการเจริญเติบโตของร่างกายและทดแทนกระดูกส่วนที่สึกหรอ และมี

เซลล์สลายกระดูก (Osteoclast) ทำหน้าที่ย่อยสลายเนื้อกระดูกเก่า โรคกระดูกพรุนเกิดจากการ

ทำงานที่ไม่สมดุลกันของเซลล์กระดูก ทำให้มีการสลายกระดูกมากกว่าการสร้างกระดูก อาจเพราะมี

ปริมาณแคลเซียมในร่างกายไม่เพียงพอต่อกระบวนการสร้างกระดูก หรืออาจมีความผิดปกติของเซลล์

กระดูก หรือเกิดจากปัจจัยต่าง ๆ ดังนี้ 

1. อายุ ด้วยวัยที่เพ่ิมมากขึ้น กระบวนการเจริญเติบโตของร่างกายจะเริ่มช้าลง กระบวนการ

ทดแทนกระดูกส่วนที่สึกหรอก็จะเป็นไปได้ช้า หากร่างกายขาดแคลเซียมในปริมาณที่จำเป็นต่อการ

สร้างกระดูก ก็จะเสี่ยงต่อการเป็นโรคกระดูกพรุน เมื่อแก่ตัวลงกระดูกก็จะบาง เปราะ แตกหักง่าย 

หากได้รับการกระเทือนแม้ไม่รุนแรงก็ตาม เช่น การล้ม การกระแทก เป็นต้น 

2. ฮอร์โมน การลดระดับของฮอร์โมนเอสโตรเจน (Estrogen) ในเพศหญิง อย่างการเข้าสู่วัย

หมดประจำเดือน ก็เป็นสาเหตุหนึ่งที่ทำให้กระดูกพรุนและเปราะบางลง ส่วนในเพศชายจะมีความ

เสี่ยงเกิดโรคกระดูกพรุนเมื่อมีการผลิตฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน (Testosterone) ลดน้อยลง 

3. กรรมพันธุ์ ผู้ที่มีญาติใกล้ชิดทางสายเลือดที่มีประวัติป่วยเป็นโรคกระดูกพรุน ก็มีความ

เสี่ยงที่จะได้รับพันธุกรรมโรคดังกล่าวไปด้วย 

4. ความผิดปกติในการทำงานของต่อมและอวัยวะต่างๆ เช่น ต่อมไทรอยด์ ต่อมพารา

ไทรอยด์ ต่อมหมวกไต ไตและตับทำงานผิดปกต ิ

5. โรคและการเจ็บป่วย ผู้ป่วยที่มีภาวะกระดูกพรุนอาจเกิดจากการเจ็บป่วยด้วยโรคต่างๆ 

เช่น โรคที่เกี่ยวข้องกับตับ ไต กระเพาะ ลำไส้อักเสบ โรคทางเดินอาหาร กรดไหลย้อน โรคความ

ผิดปกติทางการกิน โรคภูมิแพ้ตัวเอง โรคแพ้กลูเตน โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ โรคมะเร็งเม็ดเลือด 

โรคมะเร็งกระดูก 

6. การบริโภค กินอาหารที่มีแคลเซียมไม่เพียงพอต่อความต้องการของร่างกายในการสร้าง

กระดูกและการเจริญเติบโต กินอาหารที่ทำให้แคลเซียมเสียสมดุล อย่างอาหารจำพวกโปรตีนจาก

เนื้อสัตว์ซึ่งมีความเป็นกรดสูง น้ำอัดลม ชา กาแฟ เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ และสูบบุหรี่ติดต่อกัน

ปริมาณมากเป็นเวลานาน 

7. การใช้ยา ผู้ที่ป่วยและต้องรักษาด้วยการใช้ยาบางชนิดติดต่อกันเป็นเวลานาน เช่น กลุ่ม

ยาสเตียรอยด์ ก็มีความเสี่ยงต่อการเป็นโรคกระดูกพรุนเช่นกัน เพราะตัวยาบางชนิดจะออกฤทธิ์ไป
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รบกวนกระบวนการสร้างกระดูก เช่น ยาเพรดนิโซโลน (Prednisolone) มีฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกัน ใช้

รักษาอาการอักเสบและใช้รักษาร่วมในหลายโรค เช่น โรคหอบหืด หรือลมพิษ 

8. การใช้ชีวิตประจำวัน การนั่งหรืออยู่ในอิริยาบถท่าใดท่าเดิมเป็นเวลานาน หรือการทำงาน

ที่ต้องเคลื่อนไหวร่างกายอย่างหนักส่งผลต่อสุขภาพกระดูกท้ังสิ้น และก่อความเสี่ยงให้เกิดโรคสูง 

 

2.3.7.4 ภาวะแทรกซ้อนของโรคกระดูกพรุน 

เมื่อกระดูกพรุน ปัญหาที่ตามมาคือ ความเจ็บปวดจากภาวะกระดูกทรุดตัว ปวดหลัง ส่งผล

ให้เคลื่อนไหวได้อย่างจำกัด มีความสามารถในการทำกิจกรรมต่างๆ ได้ลดลง โดยเฉพาะกิจกรรมนอก

บ้านหรือการเข้าสังคม ทำให้อาจเก็บตัวแยกตัวออกจากสังคม ส่งผลให้อาจเกิดภาวะซึมเศร้าต่อไปได้ 

รวมทั้งกระดูกหัก โดยเฉพาะหากมีการแตกหักของกระดูกสะโพก จะทำให้ผู้ป่วยเดินไม่ได้ ขยับตัว

ลำบากเพราะความเจ็บปวด ต้องนั่งหรือนอนอยู่กับที่ตลอดเวลา จึงเสี่ยงต่อการเกิดโรคและอาการ

แทรกซ้อนซึ่งอาจเป็นเหตุให้เสียชีวิตได้ อย่างการเกิดแผลกดทับ หรือโรคติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปัสสาวะ เป็นต้น 

 

2.3.8 การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม (calcium bioavailability) 

การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม (calcium bioavailability) หมายถึง ประโยชน์จริงที่

ร่างกายได้รับจากการบริโภคแคลเซียมชนิดหนึ่ง ๆ ซึ่งจะพิจารณาทั้งการดูดซึมแคลเซียมชนิดนั้นเข้าสู่

ร่างกายตลอดจนถึงการที่ร่างกายสามารถเก็บไว้เพ่ือนำไปใช้ประโยชน์ได้จริง ซึ่งแคลเซียมในอาหาร

และยานั้นมีหลายรูปแบบ ทำให้การดูดซึมและการนำแคลเซียมไปใช้ก็ จะมีความแตกต่างกันไป 

นอกจากนี้การรับประทานแคลเซียมร่วมกับอาหารอ่ืน ย่อมมีผลต่อแคลเซียมที่ร่างกายสามารถ

นำไปใช้ประโยชน์ได้จริงทางชีวภาพเช่นกัน โดยประโยชน์ที่ร่างกายได้รับจริงทางชีวภาพของ

แคลเซียมนั้นจะขึ้นอยู่กับ สมบัติทางเคมีตามธรรมชาติของแคลเซียม แหล่งอาหาร และองค์ประกอบ

ของอาหารแต่ละมื้อที่รับประทานเข้าไป ซึ่ง (Heaney et al., 1990) ศึกษาการดูดซึมของแคลเซียม

จากผักโขม กระดูกป่น นํ้านมและผักเคล (kale) พบว่าแคลเซียมที่ได้จากอาหารแต่ละแหล่งจะมีการ

ดูดซึมที่แตกต่างกันไป โดยจะเห็นได้ว่า ผักเคลจะมีการดูดซึมสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับนํ้านมและผัก

โขม นอกจากนี้ยังพบอีกว่าการดูดซึมของแคลเซียมก็จะแตกต่างกันเมื่อรับประทานนํ้านมร่วมกับ

อาหารอ่ืนและไม่รับประทานร่วมกับอาหาร แคลเซียมจากกระดูกป่นจะถูกดูดซึมดีกว่าจากนํ้านมและ

ผักโขม แคลเซียมจากผักเคลจะดูดซึมได้สูงสุด เนื่องจากผักเคลมีปริมาณแคลเซียมสูง และไม่มีออกซา
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เลต ที่จะไปจับตัวกับแคลเซียมแล้วทำ ให้การดูดซึมของแคลเซียมลดลง ส่วนผักโขมถึงแม้จะมี

แคลเซียมที่สูง แต่ก็มีออกซาเลตที่สูงด้วย จึงไปขัดขวางการดูดซึมแคลเซียม แคลเซียมจากน้ำนมจะมี

การดูดซึมที่ดีเพราะน้ำตาลแลกโตสจะช่วยในการดูดซึมของแคลเซียมดีขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่า

แคลเซียมจากกระดูกป่นมีการดูดซึมของแคลเซียมที่ดีกว่าแคลเซียมสังเคราะห์บางชนิด เช่น 

hydroxyapatite calcium carbonate และ tricalcium phosphate เป็นต้น ส่วนประโยชน์ที่

ร่างกายได้รับจริงทางชีวภาพของแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่านั้น Chen และคณะ (1998) รายงาน

ว่า bioavailability ของแคลเซียมจากก้างกระดูกปลาทูน่าตาโต ซึ่งทำการทดลองกับหนูขาวตัวใหญ่

พันธุ์ Sprague-Dawley (S-D) และเลี้ยงด้วยอาหารที่เตรียมไว้ พบว่าก้างและกระดูกปลาทูน่าเป็น

แหล่งแคลเซียมที่ดีต่อร่างกาย ซึ่งนอกจากจะยังมีปริมาณของแคลเซียมสูงและร่างกายสามารถนำ ไป

ใช้ประโยชน์ได้ดีแล้ว แคลเซียมจากก้างและกระดูกปลาทูน่ายังอยู่ในรูปที่ไม่เป็นอันตรายต่อไต โดย

การก่อให้เกิดนิ่วในไตน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับ dicalcium phosphate 

 

2.3.8.1 อนุมูลอิสระ 

 อนุมูลอิสระ คือ อะตอม โมเลกุล หรือสารประกอบที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยวอยู่ในออร์บิทัลวงนอก

สุดที่มีระดับพลังงานสูง คำจำกัดความนี้หมายรวมถึงอะตอมของไฮโดรเจน และอิออนของโลหะ

ทรานซิชันส่วนใหญ่ นอกจากนี้ยังรวมถึงโมเลกุลของออกซิเจนซึ่งนับว่าเป็นอนุมูลเพราะมีอิเล็กตรอน

จำนวน 2 อิเล็กตรอน แต่ละอิเล็กตรอนจะแยกกันอยู่เป็นอิเล็กตรอนเดี่ยวในแต่ละวงโคจรหรือออร์

บิทัล ทั้งนี้การสปินหรือการหมุนรอบตัวของอิเล็กตรอนทั้งสองจะสปินแบบคู่ขนานในทิศทางเดียวกัน  

อนุมูลอิสระมีทั้งที่อยู่ในสภาวะเป็นกลางทางไฟฟ้า และอนุมูลในสภาวะที่มีประจุไฟฟ้า โดยมีทั้งประจุ

บวกและประจุลบ สัญลักษณ์ทางเคมีของอนุมูล หรืออนุมูลอิสระ คืออิเล็กตรอนเดี่ยวของอนุมูลซึ่งจะ

แสดงด้วยจุดตำแหน่งข้างบนของสัญลักษณ์ทางเคมี เช่น อนุมูล  A• อนุมูล A– •และ อนุมูล A+ •

โดยเฉพาะอนุมูลที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำจะไวต่อการเกิดปฏิกิริยามากกว่าอนุมูลที่มีน้ำหนักโมเลกุลสูง   

เนื่องจากอิเล็กตรอนเดี่ยวจะไม่เสถียรและพยายามจับคู่กับอิเล็กตรอนเดี่ยวอ่ืน ดังนั้นอนุมูลอิสระจึงมี

คุณสมบัติเฉพาะ คือมีความไวสูงในการเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลอื่น ๆ อย่างไรก็ตามยังคงมีอนุมูลอิสระ

บางชนิดที่มีความเสถียร  ไม่ไวในการเกิดปฏิกิริยาและสามารถคงอยู่ในสภาพอนุมูลได้นาน อนุมูล

อิสระที่มีความเสถียรจำนวนน้อยชนิดมากตัวอย่างของอนุมูลอิสระที่มีความสำคัญในทางชีวภาพ 

ได้แก่ อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2
– •) อนุมูลไฮดรอกซี (•HO) อนุมูลอัลคอกซี (RO• ) และ

อนุมูลเปอร์ไฮดรอกซี (HO2
•) อนุมูลอิสระเหล่านี้จัดเป็นอนุมูลที่ไวในการเกิดปฏิกิริยาสูงมาก และ
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ขณะที่ไนตริกอกไซด์ (NO) หรืออนุมูลไนตริกออกไซด์ (•NO) อนุมูลวิตามินอี และอนุมูลวิตามินซี เป็น

อนุมูลอิสระที่มีความไวรองลงมา การเกิดอนุมูลอิสระมีได้หลายกลไกที่แตกต่างกัน ดังนี้ 

ก. การแตกของพันธะโควาเลนท์แบบโฮโมไลซิส 

        A : B         A•  + B•    

ข. การเพ่ิมอิเล็กตรอน 1 ตัวให้แก่อะตอมที่เป็นกลางทางไฟฟ้า 

        A + e–        A–• 

ค. การสูญเสียอิเล็กตรอน 1 ตัวจากอะตอมที่เป็นกลางทางไฟฟ้า 
                             A        A+•+ e–     

 อนุมูลอิสระและสารที่เกี่ยวข้องกับอนุมูลที่มีบทบาทในทางชีววิทยา แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม

ใหญ่คือ กลุ่มที่มีออกซิเจนเป็นองค์ประกอบสำคัญ (reactive oxygen species, ROS) กลุ่มที่มี

ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบสำคัญ (reactive oxygen species, RNS)  และกลุ่มที่มีคลอรีนเป็น

องค์ประกอบสำคัญ (reactive oxygen species, RCS) สารบางชนิดจัดอยู่ได้ 2 กลุ่ม เช่น เปอร์ออก

ซีไนไตรท 

 

2.3.8.2 การยับยั้งกิจกรรมต้านสารอนุมูลอิสระ 

  การดักจับอนุมูลอิสระ (radical scavenging) สารต้านอนุมูลอิสระสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ

ได้โดยการทำให้โมเลกุลของอนุมูลอิสระมีความเสถียรขึ้น ซึ่งกลไกของปฏิกิริยาเกิดโดยการให้

ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ (Valacchi et al., 2004) ดังสมการ 

R• + AH     RH + A• 

RO• + AH     ROH + A• 

R• + A•      RA 

RO• + A•     ROA 

  การยับยั้งการทำงานของซิงเกล็ทออกซิเจน (Singlet oxygen quenching, 1O2 
•) สารที่อยู่

ในกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoids) สามารถยับยั้งการทำงานของซิงเกล็ทออกซิเจน โดยการเปลี่ยน 

(1O2 
•) ให้อยู่ในรูปทริปเปร็ท (triplet oxygen (3 O2 )) และปล่อยพลังงานที่ได้รับออกไปในรูปความ

ร้อน โดยที่แคโรทีนอยด์จำนวน 1 โมเลกุล สามารถทำปฏิกิริยากับซิงเกล็ทออกซิเจนได้ถึง 1,000 

โมเลกุล (Sies et al., 1992)                           
1O 2

• + 1Car     3O2 + 3Car•                      
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3Car•                       1Car + thermal energy 

  โลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน (metal chelation) (Sanchez-Moreno et al., 

2000) หรือโลหะที่มีผลต่อการเกิดอนุมูลอิสระคือ Fe2+ และ Cu2+ เป็นต้น ซึ่งฟลาโวนอยด์  

(flavonoids) กรดฟอสฟอริกแอซิด (phosphoric acid) และกรดซิตริกแอซิด (citric acid) สามารถ

หยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (chainbreaking) ส่วนวิตามินอี ( α-tocopherol; Toc-OH) 

สามารถป้ องกัน เยื่ อหุ้ ม เซลล์ ไม่ ให้ ถูกทำลาย จากปฏิ กิ ริยาออกซิ เดชั่นของไขมัน  ( lipid 

autooxidation) โดยทำหน้าที่ เป็นตัวรับอิเล็กตรอน  (electron-acceptor antioxidants) จาก

อนุมูล peroxyl (ROO•)   

  การเสริมฤทธิ์ (synergism) สารชนิดนี้จะช่วยสนับสนุนให้สารต้านอนุมูลอิสระทำงานได้ดีขึ้น 

เช่น การทำงานร่วมกันระหว่างวิตามินอี (α-tocopherol) กับวิตามินซี (ascorbic acid) โดยที่

วิตามินซีไม่สามารถทำงานในสภาวะไม่มีขั้ว (hydrophobic condition) ได้เหมือนกับวิตามินอี แต่จะ

ให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลแอลฟา-โทโคฟีรอลเปอร์ออกซิล (α- tocopherol peroxyl) ที่เกิดจาก

การทำปฏิกิริยาระหว่างแอลฟา-โทโคฟีรอลกับอนุมูลเปอร์ออกซิล (ROO•) เพ่ือเปลี่ยนรูปกลับไปเป็น

แอลฟา-โทโคฟีรอลที่สามารถทำงานได้   

  การยับยั้ งการทำงานของเอ็นไซม์ที่ เร่งปฏิกิ ริยาอนุมูล อิสระ (enzyme inhibition) 

สารประกอบฟีนอลิกบางชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิก  (phenolic acid) และแกลเลต 

(gallates) สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ลิโพออกซีจีเนส (lipoxygenase) โดยสามารถเข้าจับ

กับไอออนของเหล็กซึ่งเป็นโคเเฟกเตอร์ (cofactor) ส่งผลให้เอ็นไซม์ดังกล่าวไม่สามารถทำงานได้ 

(เจนจิรา และประสงค์, 2554) 

 

2.4 แคลเซียมที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี 

 การสังเคราะห์แคลเซียมด้วยกระบวนการทางเคมีในห้องปฏิบัติการเพ่ือเลียนแบบแคลเซียม

ธรรมชาติ คือนำสารตั้งต้นตั้งแต่ 2 ชนิด มาทำปฏิกิริยากัน จนได้ ผลิตภัณฑ์เป็นสารประกอบ

แคลเซียมที่อยู่ในรูปของเกลือซึ่งมีอยู่หลากหลายชนิดมาก ดังตัวอย่างต่อไปนี้ 

 2.4.1 แคลเซียมคาร์บอเนต 

 แคลเซียมคาร์บอเนตเป็นส่วนผสมที่พบได้ในหินทั่วไปตามธรรมชาติ และพบได้ในเปลือกแข็ง

ของสัตว์ทะเลและเปลือกไข่ มักถูกใช้เป็นส่วนผสมของยาลดกรดและอาหารเสริม 

 2.4.2 แคลเซียมซิเตรด 
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 แคลเซียมซิเตรดเป็นเกลือแคลเซียมของกรดมะนาว ส่วนใหญ่ถูกใช้ในอุตสาหกรรมการถนอม

อาหาร แต่บางครั้งก็ใช้เพ่ือเพ่ิมรสเปรี้ยวของอาหาร ได้รับความนิยมนำมาทำเป็นอาหารเสริม

แคลเซียมมากชนิดหนึ่งในปัจจุบัน 

 2.4.3 แคลเซียมกลูโคเนต 

 แคลเซียมกลูโคเนตได้จากการสังเคราะห์กรดกลูโคนิค นอกจากนิยมใช้เป็นอาหารเสริม

แคลเซียมแล้วยังใช้เป็นส่วนผสมในยา เช่น ยาสำหรับภาวะโพแทสเซียมสูง ใช้ทำเป็นยาทาสำหรับผู้ที่

ถูกกรดไฮโดรฟลูออกริกกัด ใช้เป็นยาแก้พิษแมงมุมแม่มายดำ  

 2.4.4 แคลเซียมแลคเตต 

 แคลเซียมแลคเตตใช้ผลิตผงฟู ใช้เพ่ิมลงไปในอาหารปราศจากน้ำตาลเพื่อป้องกันโรคฟันผุ ใช้

ในการรักษาความสดและรสชาติของผลไม้ที่เพ่ิงเก็บเก่ียว 

 2.4.5 แคลเซียมฟอสเฟต 

 แคลเซียมฟอสเฟตพบมากในนมวัว และเป็นส่วนประกอบหลักในกระดูกและผิวเคลือบฟัน 

 2.4.6 แคลเซียมซิเตรดมาเลต 

 แคลเซียมซิเตรดมาเลตเป็นแคลเซียมที่ละลายน้ำได้ ร่างกายมีอัตราการดูดซึมแคลเซียมชนิด

นี้สูง 

 2.4.7 แคลเซียมออโรเตต 

 แคลเซียมออโรเตตเป็นแคลเซียมที่เชื่อว่ามีประสิทธิภาพสูงสุดในตอนนี้ เนื่องจากร่างกายมี

อัตราการดูดซึมแคลเซียมชนิดนี้สูงกว่าแคลเซียมชนิดอื่นๆ  

 

2.5 ไบโอแคลเซียม 

ไบโอแคลเซียมคือแคลเซียมอินทรีย์ที่ประกอบไปด้วยคอลลาเจน คอนดรอยดิน เปปไทด์ 

และกรดอะมิโนที่มีค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม (calcium bioavailability) สูงกว่า

แคลเซียมบริสุทธิ์ โดยเปปไทด์ดังกล่าวสามารถจับกับแคลเซียม (calcium chelating) และป้องกัน

การตกตะกอนของแคลเซียมในรูปเกลือแคลเซียมฟอสเฟต ทำให้ร่างกายการดูดซึมไบโอแคลเซียมได้

ได้ดีกว่าแคลเซียมในรูปอ่ืน ๆ (Jung et al., 2006) กระดูกปลาจัดเป็นวัตถุดิบที่น่าสนใจที่เหมาะแก่

การนำมาแปรรูปเป็นไบโอแคลเซียม เนื่องจากในกระดูกปลามีปริมาณแคลเซียมสูงถึงร้อยละ 34-36 

ซึ่งสูงกว่าอาหารชนิดอ่ืน ๆ (Hamada et al., 1995) และยังอุดมไปด้วยคอลลาเจนและคอนดรอยติน 

ซึ่งในปัจจุบันได้มีการนำกระดูกปลามาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆมากมาย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
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ผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียม แต่อย่างไรก็ตามผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมที่ผลิตจากกระดูกปลานั้นยังมี

ข้อจำกัดในเรื่องของการนำไปใช้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งปัญหาเรื่องกลิ่นคาว (fishy odor) ของผลิตภัณฑ์

ซึ่งมีสาเหตุหลักจากเลือดที่ตกค้างในกระดูกและปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว

ส่งผลให้เกิดกลิ่นหืนที่ไม่พึงประสงค์ในผลิตภัณฑ์ (off-odor rancidity) ส่งผลให้อายุการเก็บรักษา

ผลิตภัณฑ์สั้นลง (Idowu et al., 2019) นอกจากนี้ปัญหาด้านสีก็เป็นอีกหนึ่งข้อจำกัดของการนำไบโอ

แคลเซียมไปใช้งาน โดยสาเหตุหลักของการเกิดสีในผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมเกิดจากไขมันตกค้างอยู่

ในกระดูกทำให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ส่งผลให้ไบโอแคลเซียมที่ได้เกิดสีที่ไม่ต้องการเกิดขึ้นจาก

ปัญหาด้านกลิ่นคาวและสีที่ไม่พึงประสงค์จึงเป็นอุปสรรค์ที่สำคัญในการนำกระดูกไปใช้เพ่ือผลิต

เป็นไบโอแคลเซียม ดังนั้นผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมที่ดีควรปราศจากกลิ่นคาว และมีสีขาวขึ้น โดย

สามารถลดข้อจำกัดในการนำไปประยุกต์ใช้งาน เช่น การใช้เสริมในผลิตภัณฑ์อาหารต่าง  ๆ หรือใช้

เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพโดยตรง (สุทธวัฒน์, 2559) 

 

2.5.1 กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียม 

กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกสัตว์ จะประกอบไปด้วยขั้นตอนต่าง ๆ ดังนี้ 
1) กระบวนการใช้ความร้อนด้วยการต้มในน้ำเดือด 
Ishikawa และคณะ (1987) ได้ศึกษาผลของการต้มกระดูกปลาแมคเคอเรลในนํ้าร้อนที่มีต่อ

การอ่อนตัวและการละลายของสารอินทรีย์ โดยนำกระดูกระยางค์ส่วนบนของกระดูกปลาแมคเคอ
เรลมาต้มด้วยนํ้ากลั่นในหลอดทดลองที่อุณหภูมิ 80-140 องศาเซลเซียส พบว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นทำ 
ให้การอ่อนตัวของกระดูกเพ่ิมขึ้นตามกัน เนื่องจากอุณหภูมิมีผลต่อโครงสร้างของกระดูกปลาแมคเคอ
เรล ทำ ให้เกิดรูเล็ก ๆ และรอยแตกร้าวของกระดูกปลาแมคเคอเรล ซึ่งการเกิดรูเล็กๆ ของกระดูกจะ
เริ่มพบหลังจากต้มในนํ้าที่อุณหภูมิ 125 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที โดยรูเล็กๆที่เกิดขึ้นจะมี
ลักษณะที่แหลมคมและขอบของรูไม่เรียบและเมื่อเวลาผ่านไป 40 นาที รูเล็ก ๆ ที่เกิดจะมีขนาดใหญ่
และมุมของรูเรียบขึ้น นอกจากนี้การอ่อนตัวของกระดูกปลาแมคเคอเรลเกิดขึ้นเนื่องจากคอลลาเจน
ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ให้ความเหนียวและแข็งแรงกับกระดูกเปลี่ยนเป็นเจลลาติน จึงทำ ให้ความ
แข็งของกระดูกลดลง ซ่ึง Hatae และคณะ (1980) ก็พบเช่นเดียวกันว่าการต้มมีผลต่อการอ่อนตัวของ
กระดูกปลา และการใช้น้ำชาเขียวต้มกระดูกปลา (green tea infusion) มีผลทำให้กลิ่นคาวของปลา
ลดลง นอกจากนี้อุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการต้มนอกจากจะมีผลต่อการอ่อนตัวของกระดูกปลาแมค
เคอเรลแล้วยังมีผลต่อการละลายของสารอินทรีย์ในกระดูกปลาแมคเคอเรลอีกด้วย  โดยเมื่อใช้
อุณหภูมิและเวลาสูงขึ้นจะมีผลทำให้การละลายของสารอินทรีย์ในกระดูกปลาเพ่ิมมากขึ้นเช่นกัน 
ดังนั้นการต้มจึงเป็นการกำจัดหรือลดปริมาณโปรตีนและไขมันออกจากกระดูกได้อีกด้วย (Ross, 
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2006) เนื่องจากโปรตีนที่ละลายนํ้าได้ในกระดูกเกิดการละลาย และไขมันลอยตัวออกมาตามรอยแตก
และรูเล็ก ๆ ที่เกิดขึ้นเมื่อให้ความร้อนกับกระดูกปลา ส่วนปริมาณเถ้านั้นเวลาและอุณหภูมิไม่มีผลต่อ
ปริมาณสารอนินทรีย์หรือปริมาณเถ้าในกระดูกปลา 

2) การให้ความร้อนด้วยไอนํ้ายิ่งยวด 
โดยทั่วไปในการผลิตกระดูกสัตว์ป่นนั้นจะมีการใช้ไอน้ำภายใต้ความดันเพ่ือทำ ให้กระดูกเกิด

การเปราะแตกทำให้ง่ายต่อการบดเป็นผง Ishikawa และคณะ (1987) ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ความแข็งของกระดูกปลา และร้อยละผลิตผลของเนื้อปลาที่ผ่านไอน้ำร้อนยิ่งยวดที่ความดันต่าง ๆ 
โดยชิ้นตัวอย่างเป็นแท่งเนื้อปลาขนาด 40 x 7 x 7 มิลลิเมตร ที่มีระยางค์บนของกระดูกปลาแมคเคอ
เรลอยู่ตรงกลางของแท่งตัวอย่าง แล้วนำไปผ่านไอน้ำร้อนยิ่งยวด อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 1.2 1.6 1.9 kgf.cm-2 และอุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียสความดัน 1.6 2.0 2.7 kgf.cm-2 พบว่าไอ
น้ำมีผลทำให้น้ำหนักโดยรวมของผลิตผลในชิ้นตัวอย่างเพ่ิมขึ้น และเมื่อความดันเพ่ิมสูงขึ้นมีผลต่อ
อัตราการนิ่มของชิ้นตัวอย่างเช่นกัน อัตราการนิ่มของชิ้นตัวอย่างอาจเกิดเนื่องมาจากการเพ่ิมความดัน
เป็นการเพ่ิมแรงกดให้กับกระดูกปลาเป็นผลให้กระดูกปลาเกิดการแตกเปราะได้เร็ว 
 3) การใช้น้ำแรงดันสูง 
 การใช้น้ำแรงดันสูงเป็นการทำความสะอาดกระดูกปลาเบื้องต้น เพ่ือกำจัดเศษเนื้อ น้ำเลือด 
และเศษไขมันที่ติดค้างอยู่บนกระดูก จากการศึกษาของ Benjakul และคณะ (2018) ได้ทำการศึกษา
คุณลักษณะของกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ (skipjack tuna) ที่ผ่านกระบวนการต่าง ๆ ในการ
ผลิตไบโอแคลเซียม พบว่า ขั้นตอนการเตรียมกระดูกปลาโดยใช้เครื่องฉีดน้ำแรงดันสูงจะส่งผลให้
สามารถลดปริมาณกลิ่นหรือสารประกอบที่ระเหยได้ (volatile compounds) ออกจากกระดูกปลาทู
น่าได้พันธุ์ท้องแถบ (skipjack tuna) และยังสามารถลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันได้อีก
ด้วย เมื่อเทียบกันกระดูกท่ีไม่ผ่านการทำความสะอาดด้วยการใช้น้ำแรงดันสูง 

4) การกำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลาเจน 
 ภายหลังจากการเตรียมกระดูกปลาด้วยการล้างทำความสะอาดแล้ว กระดูกปลายังคงมีสิ่ง
ตกค้างอยู่ ซึ่งไม่สามารถกำจัดได้หมดในขั้นตอนล้างด้วยน้ำเปล่า สารกำจัดโปรตีน สิ่งตกค้าง หรือสิ่ง
สกปรกที่ได้รับความนิยมในโรงงานอุตสาหกรรม เช่น ผงซักฟอก เบกกิ้งโซดา ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นด่าง 
มีฤทธิ์กัดกร่อน (Gerster et al., 2014) จากรายงานของ Benjakul และคณะ (2018) ได้ ใช้
สารละลายด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ในการกำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลา
เจนของกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ พบว่าสามารถกำจัดเศษเนื้อ เศษเลือด เอ็น หรือไขมัน ออก
จากกระดูก ซึ่งขั้นตอนการกำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลาเจนสามารถปรับปรุงสีของกระดูกให้มีความสว่าง
ขึ้น และยังสามารถลดกลิ่นเหม็นหืนจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน สารที่ระเหยได้หรือ
กลิ่นคาวปลาที่ไม่พึงประสงค์จากกระดูกปลาได้ และมีรายงานว่าโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 
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เป็นด่างแก่ชนิดหนึ่งที่นิยมนำมาใช้ในการทำให้ตัวอย่างกระดูกขาวขึ้นได้ และมีประสิทธิภาพใกล้เคียง
กับโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Taylor, 1967)  

5) การกำจัดไขมัน 
 กระดูกปลาภายหลังจากการกำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลาเจนแล้วยังมีสิ่งตกค้างภายในกระดูกซึ่ง
ก็คือ ไขมัน ซึ่งจะแทรกอยู่ภายในกระดูกและข้อต่อระหว่างกระดูก ทำให้ยังส่งผลต่อคุณภาพกระดูก
ได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันทำให้เกิดกลิ่นหืนและกลิ่นที่ไม่พึง
ประสงค์ได้ การสกัดไขมันในอุตสาหกรรม นิยมใช้ตัวทำละลายเฮกเซนซึ่งมีราคาถูก แต่การใช้ตัวทำ
ละลายที่มีความปลอดภัยต่อสุขภาพและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมนิยมใช้ตัวทำละลายเอทานอล ซึ่งเป็น
ตัวทำละลายอีกทางเลือกที่น่าสนใจที่จะนำมาใช้กำจัดหรือลดปริมาณไขมันในกระดูกได้ 
 6) การฟอกสี 
 สีของผลิตภัณฑ์เป็นส่วนหนึ่งในการตัดสินใจในการเลือกซื้อผลิตภัณฑ์ การปรับปรุงสี ของ
กระดูก นิยมใช้สารกลุ่มออกซิไดซ์ คือ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่งเป็นสารที่นิยมใช้ในการฟอกสีฟัน 
ซ่ึงระดับความสว่างของกระดูกและฟันขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ใช้ 
 7) การลดขนาด 
 การลดขนาดเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตขั้นต่อไป โดยทำให้ของที่มีขนาดใหญ่มี
ขนาดเล็กลงด้วยแรงทางกลต่าง ๆ เช่น แรงกระแทก แรงตี แรงเฉือน เป็นต้น 
 

2.6 คอลลาเจน 

Collagen (คอลลาเจน) มีรากศัพท์มาจากภาษากรีก จากคำว่า “Kolla” แปลว่า กาว 
สมัยก่อนมีการนำหนังและเอ็นม้ามาเคี่ยวจนกลายเป็นกาว ใช้ประสานตะกร้าเพ่ือความแข็งแรง 
(วริณญา, 2558) คอลลาเจน คือ โปรตีนเส้นใยที่พบมากท่ีสุดในร่างกาย เป็นโครงสร้างหลักในเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพัน ผิวหนัง และกระดูก พบประมาณ 30 % ของโปรตีนทั้งหมดในร่างกาย โดยจะทำหน้าที่เป็น
โครงร่างทำให้เนื้อเยื่อต่างๆ มีรูปแบบ มีความเหนียวและความแข็งแรง (Foegeding et al., 1996) 

โครงสร้างพ้ืนฐานของคอลลาเจน หน่วยที่เล็กที่สุด คือ Polypeptide ที่มีความยาวประมาณ 
1,050 กรดอะมิโน เนื่องจากในแต่ละสายพอลีเปปไทด์ (Polypeptied) มีโปรลีนและไฮดรอกซีโปรลีน
อยู่ ทำให้เกิดเกลียววนซ้ายที่มีกรดอะมิโน 3 ตัวต่อรอบ โดยกรดอะมิโนไกลซีนจะเรียงตัวเป็นแนว
เดียวกันตลอดสาย ทำให้เกลียววนซ้ายของพอลีเปปไทด์ จำนวนสามสายมาพันกันเป็นเกลียวสามเส้น
วนขวา (Right-handed triple helix) เกิดเป็นเกลียวของเกลียว (superhelix) ที่มีไกลซีนเรียงตัวเข้า
หากันภายในเป็นแกนกลางเรียกว่า โทรโปคอลลาเจน (tropocollagen) สัดส่วนของกรดอะมิโนที่
ประกอบกันเป็นคอลลาเจน จะแตกต่างกันไปจากที่พบในโปรตีนทั่วไป เช่น คอลลาเจนในผิวหนัง มี
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กรดอะมิโนไกลซีนร้อยละ 33 กรดอะมิโนโปรลีนร้อยละ 13 กรดอะมิโนอนุพันธ์-4- ไฮดรอกซีโปรลีน 
และไฮดอกซีโปรลีนนี้จะไม่พบในโปรตีนชนิดอ่ืน (Shoulders and Raines, 2009) 

 
 

 

 
 
 
 

 
ภาพที่ 5 โครงสร้างคอลลาเจน 
ที่มา : The Statesman (www, 2019) 

 
2.6.1 ไฮดรอกซีโปรลีน 

ไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline) เป็นอนุพันธ์ของกรดอะมิโนโพรลีน (Proline) ซึ่งพบ

เป็นองค์ประกอบอยู่ในโมเลกุลของคอลลาเจนและเจลาติน จึงพบมากในโปรตีนคอลลาเจนและเจ

ลาติน การสังเคราะห์ไฮดรอกซีโพรลีนขึ้นอยู่กับวิตามินซี ดังนั้นการขาดวิตามีนซีจะทำให้เส้นใย

คอลลาเจนอ่อนแอ ทำให้เกิดแผลได้ง่าย ซึ่งเป็นลักษณะหนึ่ งของโรคลักปิดลักเปิด ( scurvy) 

องค์ประกอบและโครงสร้างองค์ประกอบหน่วยย่อยของคอลลาเจน คือ กรดอะมิโน (amino acid ) ที่

เรียงต่อกันด้วยพันธะเพปไทด์ (peptide bond) เป็นสายพอลิเพปไทด์ ลำดับของกรดแอมิโนมักเป็น

แบบ Gly-X-Pro หรือ Gly-X-Hypro และ Gly-Pro-Hypro (Gly = ไกลซีน (glycine) Pro = โพรลีน 

(proline) Hypro = ไฮดรอกซีโพรลีน (hydroxyproline) และ X = กรดแอมิโนชนิดอื่น) รูปแบบการ

จัดเรียงซ้ำ ๆ ทำให้เกิดเป็นสายพอลิเพปไทด์ ที่มีพันธะระหว่างสายที่เป็นระเบียบแข็งแรง (Ignat’eva 

et al., 2007) 

ไกลซีน (glycine) เป็นกรดอะมิโนที่มีขนาดเล็กที่สุด มีบทบาทเด่นในโปรตีนโครงสร้างเส้นใย

คอลลาเจน glycine จะอยู่ในทุกๆ ตำแหน่งที่สามของลำดับกรดอะมิโนในสายพอลิเพปไทด์ การ

รวมตัวของสายเกลียวสามสาย ไกลซีนจะอยู่ด้านใน (แกน) ของสายเกลียว ส่วนวงแหวนของโพรลีน 

และไฮดรอกซีโพรลีน จะชี้ออกด้านนอกจากสายเกลียว กรดอะมิโนโพรลีน และไฮดรอกซีโพรลีน จะ

ช่วยให้หน่วยย่อยของโปรตีนคอลลาเจน เสถียรต่อความร้อน สายเกลียวทั้งสามสายยังเกิดพันธะโควา

เลนต์พันกันไปมาระหว่างสาย และระหว่างหน่วยย่อยด้วยกันทำให้เกิดคอลลาเจนชนิดต่าง ๆ ที่พบได้
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ในเนื้อเยื่อที่เจริญเต็มที่แล้ว ซึ่งหน่วยย่อยโทโพคอลลาเจนเข้ามารวมกันเองเป็นโครงข่ายขนาดใหญ่

ขึ้นในที่ว่างภายนอกเซลล์ของเนื้อเยื่อ สายเกลียวทั้งสามอัดกันแน่นภายใต้แรงดึง ต้านทานการยืด จึง

ทำให้คอลลาเจนไม่ยืดเพราะในกระดูกสายเกลียวสามเส้นที่ควบกันจะวางซ้อนกันเป็นแถวหลวม  ๆ 

ช่องว่างระหว่างปลายของหน่วยย่อยโทโพคอลลาเจนอยู่ห่างกัน 40 นาโนเมตร ซึ่งอาจทำหน้าที่เป็นใจ

กลาง (นิวเคลียส) สำหรับผลึกของเกลือแร่ซึ่งมีลักษณะละเอียด แข็ง และยาวมาจับ ได้แก่ ผลึกไฮดร

อกซีอะพาไทต์ (Ca5(PO4)3(OH)) ที่มีฟอสเฟตอยู่ด้วย กระดูกอ่อนอาจกลายเป็นกระดูกได้ด้วยวิธีนี้ 

(ขวัญชนก และคณะ, 2017) คอลลาเจนให้ความยืดหยุ่นแก่กระดูก จึงมีส่วนช่วยป้องกันกระดูกแตก 

(Isaksson et al., 2009) โดยประเภทของคอลลาเจนในปัจจุบันพบว่า คอลลาเจนแตกต่างกัน

มากกว่า 25 ชนิด แต่ละชนิดมีรหัสยีนแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามคอลลาเจนอาจมีได้มากกว่า 10,000 

ชนิด แต่คอลลาเจนที่พิสูจน์ทราบได้แน่นอนแล้วมีเพียง 15 ชนิด คอลลาเจนที่สำคัญในเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพัน ได้แก่ คอลลาเจนชนิด I, II, III, V และ IX คอลลาเจนชนิด I เป็นคอลลาเจนหลักของผิวหนัง

และกระดูก มีมากท่ีสุดในร่างกาย (ประมาณร้อยละ 90 ของคอลลาเจนในร่างกาย) คอลลาเจนชนิด II 

พบในกระดูกอ่อน คอลลาเจนชนิด III พบในผิวหนัง หลอดเลือด และอวัยวะภายใน ส่วนคอลลาเจน

ชนิด V เป็นคอลลาเจนที่อยู่ในรูปโครงข่าย ซึ่งเกิดขึ้นจากกระบวนการสร้างพอลิเมอร์ ซึ่งทำให้เกิด

เป็นชั้นปกคลุมผิวด้านนอก หรือบุผิวที่เป็นโพรง (Birk et al., 1988) คอลลาเจนอาจจะแบ่งตามการ

ละลายได้เป็น คอลลาเจนที่ละลายในสารละลายเกลือที่เป็นกลาง สารละลายกรด และบางชนิดก็ไม่

ละลายในสารละลายชนิดใด (Schnider and Kohn, 1981) อย่างไรก็ตาม คอลลาเจนประกอบด้วย

สายของกรดอะมิโน 3 สาย แต่กรดอะมิโนที่นำมาใช้สร้างคอลลาเจนจะต่างจากกรดอะมิโนทั่วไป เช่น 

ไฮดรอกซีโพรลีน ซ่ึงเป็นอนุพันธ์ของกรดอะมิโนโพรลีน (Proline) คอลลาเจน พบในสัตว์ เนื้อเยื่อ

เกี่ยวพัน เส้นเอ็น ผิวหนัง ข้อต่อ และกระดูกอ่อน โดยคอลลาเจน มี 28 ชนิด แต่ชนิดที่สำคัญในการ

สร้างเส้นใยและพบมากมี 5 ชนิด ได้แก่ (Gelse et al., 2003) 

• Collagen I (ชนิดที่ 1) เป็นคอลลาเจนที่พบมากที่สุดร้อยละ 90 ของทั้งหมด พบที่ ผิวหนัง 

เอ็น กระดูก ผนังหลอดเลือด 

• Collagen II (ชนิดที่ 2) พบท่ีกระดูกอ่อน วุ้นในตา 

• Collagen III (ชนิดที่ 3) พบท่ีผนังหลอดเลือด เนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ ผิวหนัง มดลูก ลำใส้ 

• Collagen V (ชนิดที่ 4) พบท่ีรากผม รก ผิวเซลล์ 

• Collagen XI (ชนิดที่ 5) พบท่ีกระดูกอ่อน วุ้นในตา 
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2.7 การประยุกต์ใช้แคลเซียมในผลิตภัณฑ์อาหาร 

Wongtarue และคณะ (2020) ศึกษาผลของกระบวนการทางความร้อนต่อองค์ประกอบทาง
เคมีของผงแคลเซียมจากเปลือกหอยมุก (Pinctada maxima) และนำไปประยุกต์ใช้ในเจลซูริมิ โดย
นำเปลือกหอยมุกไปเผาที่อุณหภูมิ 900 องศาเซลเซียส นาน 5 ชั่วโมง พบว่าผงแคลเซียมจากเปลือก
หอยมุกมีเถ้าองค์ประกอบหลักถึงร้อยละ 95.74 – 99.37 และพบแคลเซียมในช่วงร้อยละ 41.17 – 
62.04 ผงแคลเซียมจากเปลือกหอยมุกที่ได้นำไปเติมในผลิตภัณฑ์เจลซูริมิ พบว่าเมื่อซูริมิที่เติม
แคลเซียมในระดับที่สูงขึ้นจะทำให้ซูริมิมีค่าแรงก่อนการเจาะทะลุ (Breaking force) และค่าความ
แข็งแรงเจล (Gel strength) สูงขึ้นตาม นอกจากนี้การใช้ผงแคลเซียมจากเปลือกหอยมุกที่ระดับร้อย
ละ 0.075 เป็นระดับที่เหมาะสมต่อการปรับปรุงคุณภาพเจลจากซูริมิจากปลาผสม 

มีรายงานการนำกระดูกปลาโอแถบ (Katsuwonus pelamis) มาใช้เป็นแหล่งแคลเซียมใน
ผลิตภัณฑ์อาหารว่างกรอบเค็ม พบว่าการเสริมกระดูกปลาโอแถบปริมาณร้อยละ 20  โดยน้ำหนักแป้ง 
ส่งผลต่อค่าการยอมรับทางประสาทสัมผัสของผู้ทดสอบชิม โดยมีแคลเซียม และฟอสฟอรัสใน
ผลิตภัณฑ์สูงถึงร้อยละ 2.03 นอกจากนี้ยังมีรายงานการเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์
ท้องแถบ (skipjack tuna) ในผลิตภัณฑ์แครกเกอร์โฮลวีต พบว่าองค์ประกอบทางเคมีของกระดูกปลา
ทูน่า พันธุ์ท้องแถบ (skipjack tuna) หลังจากล้างน้ำแล้วพบว่ากระดูกปลาทูน่ามีแคลเซียม และ
ฟอสฟอรัสสูงถึงร้อยละ 24.48 และ 10.12 ตามลำดับ หลังจากนั้นจึงนำมาผลิตเป็นผงไบโอแคลเซียม 
และนำไปเสริมในแป้งแครกเกอร์โฮลวีตอัตราส่วนร้อยละ 40 และ 50 ตามลำดับ พบว่าผงไบโอ
แคลเซียมมีผลทำให้คุกกี้มีแรงต้าน และความหนาแน่นเพ่ิมขึ้น แต่อัตราส่วนการขยายตัวลดลง เมื่อ
ทดสอบคุณลักษณะทางประสาทสัมผัส การเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ 
(skipjack tuna) ปริมาณร้อยละ 50 โดยน้ำหนักแป้งในผลิตภัณฑ์แครกเกอร์ พบว่ามีคะแนนการ
ยอมรับของผู้บริโภคไม่ต่างจากชุดควบคุม อีกทั้งผลิตภัณฑ์มีแคลเซียม และฟอสฟอรัสสูงถึงร้อยละ 
3.12 และ 2.03 ตามลำดับ (Benjakul และ Karnjanapratum, 2018) 

Idowu และคณะ (2020) ได้ศึกษาการเสริมไบโอแคลเซียมและโปรตีนไฮโดรไลเซตจากโครง
กระดูกปลาแซลมอนในแครกเกอร์โฮลวีต พบว่าแครกเกอร์โฮลวีตเสริมไบโอแคลเซียม และโปรตีน
ไฮโดรไลเซตจากโครงกระดูกปลาแซลมอนในอัตราส่วนไบโอแคลเซียมต่อโปรตีนไฮโดรไลเซต เท่ากับ 
3 : 1 ไม่ส่งผลต่อการยอมรับทางประสาทสัมผัส อีกทั้งแครกเกอร์โฮลวีตเสริมไบโอแคลเซียม และ
โปรตีนไฮโดรไลเซตยังมีโครงสร้างเนื้อสัมผัสที่แน่น มีรูพรุนขนาดเล็ก และจำนวนมาก รวมถึงยังมี
คุณค่าทางโภชนาการสูงกว่าแครกเกอร์โฮลวีตที่ไม่เสริมไบโอแคลเซียมและโปรตีนไฮโดรไลเซตจาก
โครงกระดูกปลาแซลมอน  
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2.7.1 ตัวอย่างงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
Benjakul และคณะ (2017) ศึกษาเตรียมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ 

(skipjack tuna) ที่ผ่านการนึ่งด้วยไอน้ำความร้อน โดยใช้วิธีการต่าง ๆ ร่วมกันคือ การทำความ
สะอาดด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง  ตามด้วยการแช่ในสารด่างสามารถกำจัดเนื้อสัตว์ และไขมันที่เหลือ
ในกระดูกยังคงปริมาณของแคลเซียม และฟอสฟอรัสไว้ได ้จากนั้นนำกระดูกปลาไปแช่ในตัวทำละลาย
อินทรีย์ เฮกเซน ทำให้สามารถกำจัดไขมันออกจากกระดูกปลาได้ และสามารถลดการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมันได้ นอกจากนี้การฟอกสีกระดูกปลาด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์และไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ส่งผลให้กระดูกปลาความสว่างเพ่ิมขึ้น (L* value) ค่าความเป็นสีแดง (a* value) และ
สีเหลือง (b* value) มีค่าลดลง อย่างไรก็ตามความเข้มกลิ่นคาวปลาในไบโอแคลเซียมที่ได้ มีค่าลดลง
อย่างเห็นได้ชัด โดยพบการลดลงของสารที่ระเหยได้ในกลุ่มแอลดีไฮด์ คีโตนและแอลกอฮอล์ 
นอกจากนี้ไบโอแคลเซียมมีคอลลาเจนเหลืออยู่ 179 residues/1000 residues ดังนั้นใช้วิธีการต่าง ๆ 
ข้างต้น ร่วมกันในการผลิตจะมีผลต่อสมบัติที่ดีของไบโอแคลเซียมทำให้สามารถลดกลิ่นคาวปลาในไบ
โอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ 

นอกจากนี้ Benjakul และคณะ (2018) ยังได้ศึกษาคุณลักษณะการผลิตผงไบโอแคลเซียม
จากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบเพ่ิมเติม พบว่าไบโอแคลเซียมมีปริมาณแคลเซียมร้อยละ 40.35 
และฟอสฟอรัสร้อยละ 15.28 สูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับผงแคลเซียมอนินทรีย์ที่ผ่านการเผาที่
อุณหภูมิสูง (calcined bone) (ร้อยละ 26.91 และ 12.63 ตามลำดับ) อย่างไรก็ตามพบอัตราส่วน
แคลเซียมและฟอสฟอรัสอยู่ในช่วง 1.62 - 1.65 นอกจากนี้ขนาดอนุภาคเฉลี่ยของผงแคลเซียมทั้งสอง
มีค่าเฉลี่ยอยู่ในช่วงเท่ากับ 17.07 - 20.29 ไมโครเมตร อย่างไรก็ตามผง calcined bone มีค่าสี
เหลือง (b*) สูงกว่าและมีค่าความสว่าง (L*) ที่ต่ำกว่า นอกจากนี้ผงไบโอแคลเซียม และ calcined 
bone มีการเกิดผลึกของ hydroxyapatite ที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ (XRD) 
เท่ากับ 45.19 และ 74.69 % ตามลำดับ เมื่อวิเคราะห์ Fourier transform infrared spectrum 
(FTIR) ในกระดูกทั้งสอง พบว่ากรดอะมิโน hydroxyproline ถูกตรวจพบเฉพาะในผงไบโอแคลเซียม
เท่านั้น นอกจากนี้ผงไบโอแคลเซียมยังถูกตรวจพบสารที่ระเหยได้ในกลุ่มแอลดีไฮด์ แอลกอฮอล์และคี
โตนในปริมาณที่ต่ำ ในขณะที่กระดูกที่ผ่านการเผา (calcined bone) แทบไม่พบสารในกลุ่มสารที่
ระเหยได้ นอกจากนี้ Vujasinović-Stupar และคณะ (2009) ได้ศึกษาการเสริมไบโอแคลเซียมจาก
เปลือกหอยไข่มุกในสตรีวัยทองที่มีมวลกระดูกลดลง พบว่า ไบโอแคลเซียมจากเปลือกหอยมุกนั้นเป็น
แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) พบว่าการเสริมแคลเซียมจากเปลือกหอยมุกนี้ส่งผลให้ค่า  BMD 
เพ่ิมข้ึนหลังจาก 6 เดือนที ่และยังไม่มีพิษใด ๆ ต่อร่างกาย 
 



 29 

2.8 บราวนี่  

“บราวนี่” ขนมหวานทรงสี่เหลี่ยมรสช็อกโกแลต มีสีน้ำตาลเข้ม ถูกจัดอยู่ในหมวดหมู่ คุกกี้
บาร์ ไม่จัดอยู่ในกลุ่มผลิตภัณฑ์เค้ก เนื่องจากมีลักษณะเป็นชิ้น สามารถใช้มือในการหยิบกินได้ (แม่
หญิงแพรวา, 2563) ซึ่งวัตถุดิบหลักประกอบไปด้วย เนย น้ำตาล ช็อกโกแลต หรือผงโกโก้ ไข่ และ
แป้ง เป็นต้น 

 

 
 
 
 

 
ภาพที่ 6 ลักษณะทางกายภาพของบราวนี่ 
ที่มา : Mezzo (www, 2021) 

 
ประเภทของบราวนี่ ถ้าหากแบ่งตามเนื้อสัมผัส จะแบ่งได้ 4 ประเภท  

1. ฟัดจ์บราวนี่ (Fudgy brownie) คือ บราวนี่ที่มีเนื้อฉ่ำ หนึบหนับ มีหน้าฟิล์ม ซึ่งจะใช้
ปริมาณแป้งไม่มาก และไม่ใส่ผงฟู และใช้วิธีการละลายเนยแทนการตีเนยกับน้ำตาล เพ่ือลด
ฟองอากาศ ซึ่งวิธีนี้จะช่วยให้เนื้อของบราวนี่ฉ่ำ ส่วนผสมสำคัญที่เป็นเอกลักษณ์ คือช็อกโกแลต ซึ่ง
แนะนำเป็นช็อกโกแลตแท้ (Couverture chocolate) แบบไม่หวาน (unsweetened) และเติม
น้ำตาลเพ่ือเพ่ิมความหวาน 
 2. บราวนี่เค้ก (Cake–like brownie) คือ บราวนี่ที่มีเนื้อนุ่มแบบเค้ก โดยจะใช้เนยปริมาณ
น้อยลงจากปกติและเพ่ิมปริมาณแป้งมากกว่าสูตรฟัจด์บราวนี่ และใช้ผงฟูเพ่ิมเข้าไปเพื่อทำให้เนื้อเค้ก
มีความนุ่มและเบามากข้ึน นิยมใช้วิธีตีเนยกับน้ำตาลมากกว่าละลายเนยกับช็อกโกแลต ซึ่งจะช่วยเพ่ิม
อากาศเข้าไปทำให้บราวนี่มีเนื้อท่ีฟูและเบา 
 3. บราวนี่ชิววี่ (Chewy brownie) เป็นการผสมผสานระหว่างบราวนี่เค้ก และฟัดจ์บราวนี่ 
เนื้อเค้กที่ได้จะมีความเบาแต่ไม่เท่าเค้ก เพราะมีปริมาณไข่และแป้งน้อยกว่า เนื้อบราวนี่เค้ก แต่ก็มี
ความแน่นของดาร์กช็อกโกแลต เพราะมีปริมาณดาร์กช็อกโกแลตมากกว่า และจากการใช้ช็อกโกแลต 
หั่นเป็นชิ้นผสมกับเนื้อแบทเทอร์ (batter) ก่อนนำไปเข้าอบ จะทำให้มีความชุ่มฉ่ำของช็อกโกแลต
ละลาย ที่แทรกตามเนื้อ แต่ก็จะไม่หนึบเท่าฟัจด์บราวนี่ 
 4. บราวนี่กรอบ (Crispy brownie) เป็นอีกรูปแบบของบราวนี่ คือมีลักษณะเป็นแผ่นบาง
กรอบ แต่ยังคงรสชาติที่เข้มข้นแบบบราวนี่ ตกแต่งหน้าตาให้สวยงามด้วยไวท์ช็อกโกแลตคอมพาวด์ 
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ผลิตภัณฑ์อาหารว่างประเภทคุกกี้ เป็นผลิตภัณฑ์อาหารอีกทางเลือกหนึ่งสำหรับผู้บริโภค 
เนื่องจากมีให้เลือกหลากหลาย มีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน อีกทั้งยังมีต้นทุนในการผลิตที่ต่ำ 
(Gandhi et al., 2001) การเพ่ิมคุณค่าทางด้านคุณค่าทางโภชนาการ และการปรับปรุงคุณภาพ
ทางด้านเนื้อสัมผัสของคุกก้ี สามารถทำได้โดยการปรับเปลี่ยนองค์ประกอบ หรือเสริมแต่งส่วนผสมอื่น
ในผลิตภัณฑ์มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น มีรายงานของ Richardson และคณะ (2018) ศึกษาขนาดอนุภาค
ของน้ำตาลต่อคุณสมบัติทางกายภาพและทางประสาทสัมผัสของช็อกโกแลตบราวนี่  พบว่าขนาด
อนุภาคของน้ำตาลที่มีขนาดเล็กส่งผลต่อการรับรู้ระดับความหวานของช็อกโกแลตบราวนี่และยังทำให้
เนื้อสัมผัสมีความนุ่มและชุ่มฉ่ำ นอกจากนี้จากรายงานการเสริมกระดูกปลานิลในคุกกี้เมล็ดแฟลกซ์
และอบเชย พบว่าการเสริมกระดูกปลานิลในระดับร้อยละ 12 ของน้ำหนักแป้ง เป็นที่ยอมรับจากการ
ประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส และสามารถเพ่ิมปริมาณแร่ธาตุแคลเซียม ฟอสฟอรัส และเหล็ก 
จึงทำให้คุกกี้ที่เสริมกระดูกปลานิลมีคุณค่าทางโภชนาการสูงกว่าคุกกี้ ธรรมดา (Abdel-Maemin, 
2015) 

บราวนี่กรอบเป็นอีกรูปแบบของบราวนี่ คือมีลักษณะเป็นแผ่นบางกรอบ แต่ยังคงรสชาติที่
เข้มข้นแบบบราวนี่ ตกแต่งหน้าตาให้สวยงามด้วยไวท์ช็อกโกแลตคอมพาวด์ (พล, 2560) ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์คุกกี้อีกชนิดหนึ่งที่กำลังเป็นที่นิยม อีกทั้งมีรายงานการศึกษา การยอมรับและพฤติกรรม
ของผู้บริโภคต่อผลิตภัณฑ์บราวนี่กรอบจากแป้งถั่วเขียวเพาะงอก พบว่าเหตุผลในการรับประทานบ
ราวนี่กรอบ คือเป็นอาหารว่าง หาซื้อสะดวก และต้องการคุณค่าทางโภชนาการ อีกทั้งยังต้องการ
คุณค่าทางโภชนาการด้วย ผู้บริโภคร้อยละ 91 มีความยินดีที่จะซื้อผลิตภัณฑ์บราวนี่กรอบ และยัง
พบว่าการใช้แป้งถั่วเขียวเพาะงอกท่ีระดับร้อยละ 25 ของน้ำหนักแป้ง ได้รับคะแนนความชอบสูงที่สุด 
(มูฮิมบ๊ะ และคณะ 2562)  

 

 
 

 
 

ภาพที่ 7 ลักษณะทางกายภาพของบราวนี่กรอบ 
ที่มา : Kapook (www, 2020) 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

วัตถุดิบ 

1. กระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม บริษัท ไลฟ์ ฟาร์ม แลนด์ จำกัด  

2. แคลเซียมทางการค้าในรูปของแคลเซียมคาร์บอเนต (Cal ups Join®, T.Man Pharma 

Co.,Ltd., Thailand) 

3. แคปซูลเจลาติน เบอร์ 0 (Premier Pharma Supply Co.,Ltd., Thailand) 

4. คอลลาเจนไฮโดรไลเซต (Kal - G , MacroPhar Co., Ltd., Thailand) 

5. วิตามินซี (Caicium ascorbate, Primo Trading Co., Ltd., Thailand) 

6. มอลโตรเด็กซ์ตริน (Union Science Co.,Ltd. Thailand) 

7. แป้งสาลี (Kite® all-purpose flour, UFM FOOD CENTER Co., Ltd., Thailand) 

8. เกลือ (Prung Thip®, SAHAPAT Co.,Ltd., Thailand) 

9. ผงฟ ู(Imperial®, KCG Corporation Co., Ltd., Thailand) 

10. ไข่ไก่สด (CP®, CPF Co., Ltd., Thailand) 

11. เนยสดรสจืด (Allowrie®, KCG Corporation Co., Ltd., Thailand) 

12. ดาร์คช็อคโกแลต (Tulip®, Sino - Pacific Trading Co.,Ltd., Thailand) 

13. น้ำตาลป่น (Dynasty®, DYNASTY PACIFIC Co., Ltd., Thailand) 

14. ผงโกโก้ (Tulip®, Sino - Pacific Trading Co.,Ltd., Thailand) 

15. นมสด (Carnation®, F&N Dairies Ltd., Thailand) 

16. กลิ่นวนิลลา (Winner®, Greathill Co., Ltd., Thailand) 

 

เครื่องมือ 

1. ตู้แช่เยือกแข็ง (SF-PC997, Panasonic, Thailand) 

2. เครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง (Warrior101, Polo, China) 

3. เครื่องกวนสารแบบใบกวน (OS20-S, Overhead Stirrer, China) 

4. เครื่องบดพินมิล (Retsch ZM1000, Centrifugal Grinding Mill, Singapore) 

5. เครื่องวัดค่าสี (MiniScan XE Plus, Hunter Lab, Germany ) 
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6. ตู้อบรมร้อน (FD56, Binder, China) 

7. เครื่องงวัดค่ากิจกรรมของน้ำอิสระ (Water Activity, aw) (AQUA LAB, series 3 TE, 

USA) 

8. เครื่อง Inductively coupled plasma-optical emission spectrometry, ICP-OES 

(Optima 8000, Perkin Elmer Instruments, USA) 

9. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (WNB 10, Memmert, Germany) 

10. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (VIS-732G, Rayleigh, China) 

11. เครื่องอิเล็กโตรโฟเรซิส (BioRad Labotatories, Inc., Richmond, CA., USA) 

12. เครื่องวิเคราะห์องค์ประกอบกรดอะมิโน (L8900, Amino acid analyzer) 

13. เครื่อง SPME GC MS (Gas Chromato grap – Mass Spectrometer) (7890 BGC-

7000DMS, Agilent, USA) 

14. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (JSM-5410LV, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 

15. ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ (innova 4340, Illuminated refrigerated incubator shaker, 

USA) 

16. เครื่องวิเคราะห์เนื้อสัมผัส (CTX, Brookfield metek, UK) 

 

ตอนที่ 1 การพัฒนากระบวนการผลิตและคุณลักษณะของไบโอแคลเซียมกระดูกจากปลาลูกผสม

บึกสยาม 

1. 1. การเตรียมโครงกระดูกปลา 

นำกระดูกแกน (axial skeleton) ของปลาลูกผสมบึกสยามหลังจากกระบวนผลิตเนื้อปลาแล่

เนื้อแช่เยือกแข็งของบริษัท ไลฟ์ ฟาร์มแลนด์ จำกัด อำเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ มาล้างด้วยน้ำ

สะอาดเพ่ือกำจัดสิ่งสกปรก และเศษเนื้อที่ติดค้างอยู่ จะได้กระดูกท่ีสะอาด ก่อนเก็บในถุงพลาสติก 

โพลีเอสทีลีน แล้วนำไปบรรจุใส่ลังโฟมที่ เติมน้ำแข็งในอัตราส่วนโครงกระดูกต่อน้ำแข็ง 1 : 2 

(น้ำหนัก/น้ำหนัก) เพ่ือควบคุมอุณหภูมิให้น้อยกว่า 4 องศาเซลเซียส ก่อนขนส่งมายังโรงงานนำร่อง

ของสาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิศวกรรมและอุตสาหกรรมเกษตร 

มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ภายในระยะเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือเก็บรักษาไว้ในตู้แช่เยือกแข็ง (SF-PC997, 

Panasonic, Thailand) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ไม่เกิน 1 เดือน) เพื่อนำมาศึกษากรรมวิธีการ

ผลิต และคุณลักษณะของไบโอแคลเซียมต่อไป 
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1.2 กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

ผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามโดยดัดแปลงวิธีการของ Benjakul และ

คณะ (2017) นำตัวอย่างกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามสดแช่เยือกแข็งมาทำละลาย (0) โดยตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้อง (24-25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนำไปต้มในน้ำเดือดอุณหภูมิ 100 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ก่อนใช้เครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง (Warrior101, Polo, China) มาฉีดน้ำ

แรงดันสูงเพ่ือกำจัดเศษเนื้อปลาที่ติดอยู่กับโครงกระดูกและล้างทำความสะอาด จะได้กระดูกปลาที่

ผ่านกระบวนการฉีดน้ำ (1) จากนั้นนำกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามไปต้มกับสารละลายด่าง

โพแทสเซียมไฮ-ดรอกไซด์ (KOH) ความเข้มข้นร้อยละ 1 (น้ำหนัก/ปริมาตร) ในอัตราส่วนกระดูกต่อ

สารละลาย 1 : 10 (น้ำหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วล้างด้วยน้ำ

สะอาดหลายครั้งจนกระทั่งตัวอย่างมีค่าพีเอชเป็นกลาง (pH 7.0 – 7.5) จากนั้นนำไปอบแห้งในตู้อบ

ลมร้อน (FD56, Binder, China ) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (ความชื้น 4 ± 1%) 

และลดขนาดให้ได้ขนาดอนุภาคประมาณ 2 - 4 มิลลิเมตร ด้วยเครื่องบดของแห้ง (FDM303SS, 

Kenwood, Thailand) จะได้กระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการล้างน้ำด่าง (2) จากนั้นนำกระดูกปลาที่

ผ่านการบดแช่ในเอทานอลร้อยละ 95 ในอัตราส่วนกระดูกต่อตัวทำลายเอทานอล 1 : 2 (น้ำหนัก/

ปริมาตร) กวนอย่างต่อเนื่องด้วยเครื่องกวนสารแบบใบกวน (OS20-S, Overhead Stirrer, China) 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กรองผ่านผ้าขาวบางเพ่ือทิ้งตัวทำละลาย ก่อนแยกเอากระดูก โดยนำกระดูกที่ผ่าน

การกรองตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (25 - 30 องศาเซลเซียส) จนกว่ากลิ่นสารละลายจะหมดไปใช้เวลา

ประมาณ 3 ชั่วโมง จะได้กระดูกปลาที่ผ่านการแช่ตัวทำละลาย (3) จากนั้นนำกระดูกปลามาแช่ใน

สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เข้มข้นร้อยละ 1 (น้ำหนัก/ปริมาตร) ในอัตราส่วนกระดูก

ต่อสารละลาย 1 : 2 (น้ำหนัก/ปริมาตร) กวนอย่างต่อเนื่องนาน 1 ชั่วโมง แล้วล้างทำความสะอาด

ด้วยน้ำก่อนนำไปอบแห้งในตู้อบลมร้อนอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (ความชื้น 4 ± 

1%) และบดให้เป็นผงละเอียดด้วยเครื่องบดพินมิล (Retsch ZM1000, Centrifugal Grinding Mill, 

Singapore) จากนั้นร่อนผ่านตะแกรงขนาด 60 mesh จะได้เป็นผงไบโอแคลเซียม (4) เก็บไว้ในถุง

อะลูมิเนียม ฟรอยด์ซีลปิดปากถุงให้สนิท เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส ก่อนนำมาวิเคราะห์

คุณลักษณะของไบโอแคลเซียมต่อไป 
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ภาพที่ 8 แผนภาพกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
 

 

 

 

 

 

กระดูกปลาลูกผสมบึกสยามสด 

ต้มในน้ำเดือด 2 นาที และฉีดด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง 

แช่กระดูกปลาในสารละลาย 1% (w/v) KOH อัตราส่วน 1 : 10 ที่อุณหภูมิ  

80 oC นาน 15 นาที ล้างด้วยน้ำสะอาดจนค่าพีเอชเป็นกลาง (pH 7) 

อบที่ 50 oC นาน 1 ชั่วโมง และบดหยาบ 

กระดูกปลาแช่ในตัวทำละลายเอทานอล อัตราส่วน 1 : 2 กวนตลอดเวลา 

 นาน 1 ชั่วโมง กรองและต้ังทิ้งไว้ให้ตัวทำละลายระเหยไป 

กระดูกปลาแช่ในสารละลาย 1% (w/v) H2O2 อัตราส่วน 1 : 2 นาน 1 ชั่วโมง 

ล้างด้วยน้ำสะอาด อบที่อุณหภูมิ 50 oC บดให้เป็นผงละเอียด  

และร่อนผ่านตะแกรงขนาด 60 mesh 

ผงไบโอแคลเซียม 
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1.3 การศึกษาคุณลักษณะของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

1.3.1 ลักษณะทางกายภาพ 

1.3.1.1 ร้อยละผลผลิต 

 การคำนวณหาค่าร้อยละผลผลิต (% Yield) ของกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการต่างๆ โดย

การเปรียบเทียบน้ำหนักกระดูกปลาหลังผ่านกระบวนการต่าง ๆ กับน้ำหนักกระดูกปลาเริ่มต้นดัง

สมการ 

 ร้อยละผลผลิต (% yield) = น้ำหนักกระดูกปลาหลังผ่านกระบวนการต่าง ๆ x 100 

น้ำหนักกระดูกปลาเริ่มต้น 

1.3.1.2 ค่าสี 

 วิเคราะห์ค่าสีของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้

เป็นผงไบโอแคลเซียมด้วยเครื่องวัดค่าสี (ColorFlex EZ, Hunter Lab) ในระบบ CIE โดยวิเคราะห์

ค่า L* value (ค่าความสว่าง), a* value (สีแดง/เขียว), b* value (สีเหลือง/สีน้ำเงิน) และวิเคราะห์

ความต่างของสี ∆E* (ความแตกต่างของสีโดยรวม) 

∆E* = √(∆L*)2 + (∆a*)2 + (∆b*)2 

โดยที่ ∆L*, ∆a* และ ∆b* คือ ความต่างระหว่างพารามิเตอร์สีของตัวอย่าง และพารามิเตอร์สีของสี

ขาวมาตรฐาน (L* = 93.59, a* = -0.98 และ b* = 0.35) ซึ่งใช้เป็นแผ่น Background 

1.3.2 วิเคราะห์คุณลักษณะทางด้านเคมี 

1.3.2.1 องค์ประกอบทางเคมี 

 นำตัวอย่างกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบ

โอแคลเซียมมาวิเคราะห์หาปริมาณความชื้น เถ้า โปรตีน และไขมัน ตามวิธีของ AOAC วิธีการที่ 

927.05, 942.05, 920.38B และ 984.13 ตามลำดับ (AOAC, 2000) 

1.3.2.2 ปริมาณแร่ธาตุและโลหะหนัก 

 วิเคราะห์ปริมาณแร่ธาตุของกระดูกปลาสด กระดูกปลา และผงไบโอแคลเซียม ด้วยเครื่อง 

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer (ICP-OES) (Optima 8000 

Perkin Elmer Instruments, USA) โดยจะตรวจวิเคราะห์ธาตุแคลเซียม (Ca) ฟอสฟอรัส (P) และ

เหล็ก (Fe) ในตัวอย่างตามวิธีการของ Feist และ Mikula (2014) ความยาวคลื่นที่ใช้สำหรับธาตุ Ca , 

P และ Fe คือ 317.933, 213.617 และ 238.204 นาโนเมตร ตามลำดับ และวิเคราะห์สารปนเปื้อน
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โลหะหนัก คือ สารหนู (As), ปรอท (Hg), ตะกั่ว (Pb), ดีบุก (Sn), สังกะสี (Zn) และทองแดง (Cu) 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 (พ.ศ.2529) เรื่อง มาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน 

 1.3.2.3 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน 

วิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนในกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จน

เป็นผงไบโอแคลเซียม ดัดแปลงจากวิธีของ Bergman และ Loxley (1963) เตรียมตัวอย่าง 2 กรัมใน

หลอดทดลองฝนเกลียว จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริก (H2SO4) เข้มข้น 6 M ปริมาณ 15 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากันจะมีฟองก๊าซเกิดขึ้น รอจนฟองก๊าซหายไปจึงปิดฝาแล้วนำไปให้ความร้อนในอ่างน้ำมัน (oil 

bath) (WB2000, Heidolph, Germany) ที่อุณภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นเติม 

activated charcoal 0.2 กรัม แล้วผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex (G-560E, Bohemia, USA) 

ก่อนกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman no. 4) จากนั้นนำส่วนใสของตัวอย่างมาปรับค่าพี

เอชด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 10 M และ 1 M ให้อยู่ในช่วง 6.0 – 6.5 

จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นในขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร นำตัวอย่างปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองแล้วเติม isopropanol ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วเติม

สารละลาย oxidant ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ที่มีส่วนผสมของ Chloramine – T reagent เข้มข้น

ร้อยละ 7  (w/v) และ acetate/citrate buffer pH 4.6 ในอัตราส่วน 1  : 4 (v/v) จากนั้นเติม

ส า ร ล ะ ล า ย  Ehrlich’s reagent ป ริ ม า ต ร  1 .3  มิ ล ลิ ลิ ต ร  ที่ มี ส่ ว น ผ ส ม ข อ ง  4  – 

dimethylaminobenzaldehyde จำนวน 2 กรัม ละลายในกรดเปอร์คลอริก (perchloric acid) 

เข้มข้นร้อยละ 60 (w/v) และ isopropanol ในอัตราส่วน 3 : 13 (v/v) ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปให้

ความร้อนในอ่างควบคุมอุณภูมิ (WNB 10, Memmert, Germany) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

นาน 25 นาที ทำให้เย็นโดยการเปิดน้ำไหลผ่านตลอดเวลาประมาณ 2 – 3 นาที จากนั้นเจือจางด้วย 

isopropanol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโนเมตร 

ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (VIS-732G, rayleigh, China) เพ่ือเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานไฮ

ดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline) ในช่วง 10 – 60 ppm รายงานผลในหน่วย mg/g sample 

1.3.2.4 วิเคราะห์รูปแบบโปรตีน (SDS – PAGE) 

วิเคราะห์รูปแบบโปรตีนในกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบ

โอแคลเซียม ด้วยเทคนิค SDS – PAGE ดัดแปลงเล็กน้อยจากวิธีของ Laemmli (1970) โดยเตรียม

ตัวอย่างกระดูกปลาจากแต่ละขั้นตอนการผลิตจำนวน 1 กรัม ละลายในสารละลาย sodium lauryl  

sulphate (SDS) เข้มข้นร้อยละ 10 (w/v) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และให้ความร้อนแล้วที่ 95 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จะได้สารละลายโปรตีนส่วนใส (supernatants) นำตัวอย่างโปรตีนส่วน

ใสที่สกัดได้ผสมกับ sample buffer (ประกอบด้วยสารละลาย 0.6 M Tris-HCl ที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 

6 .8 , SDS ร้ อยละ  2 , glycerol ร้ อยละ  10 , bromophenol blue ร้ อยละ  0 .025  และ  ß 

mercaptoethnol (BME) ร้อยละ 10) ในอัตราส่วน 1 : 1 นำไปต้มในน้ำเดือดที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนำไปแยกรูปแบบโปรตีนโดยใช้โพลีอะคลิลาไมด์เจลที่มีความ

เข้มข้นร้อยละ 4 เป็น Stracking gel และความเข้มข้นร้อยละ 7.5 เป็น Separating gel ใช้ความต่าง

ศักย์ที่ 220 โวลต์ และกระแสไฟฟ้าที่ 15 มิลลิแอมแปร์ ด้วยเครื่อง Mini-PROTEAN® Tetra Cell 

(BioRad Laboratories, Inc., Richmond, CA., USA) นาน  45  น าที  จ ากนั้ น ย้ อมสี เจลด้ วย

สารละลาย Coomassie blue R-250 เข้มข้นร้อยละ 0.1 (w/v) ที่ละลายในสารละลายเมทานอล

เข้มข้นร้อยละ 15 (v/v) และกรดอะซิติกเข้มข้นร้อยละ 5 (v/v) เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นล้างสีย้อม

ด้วยสาระลายเมทานอลร้อยละ 30 (v/v) ที่มีกรดอะซิติกร้อยละ 10 (v/v) จนได้แผ่นเจลที่มีพ้ืนหลังใส 

วิเคราะห์น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนเทียบกับโปรตีนมาตรฐานในช่วงน้ำหนักโมเลกุล 37, 50, 75, 

100, 150 และ 250 kDa หาค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนมาตรฐาตต่อระยะทางการ

เคลื่อนที่ของ Tracking dye แล้วนำมาคำนวณหาการเคลื่อนที่สัมพัทธ์ (Relative mobility, Rf)  

ค่า Rf =     ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนจากจุดเริ่มต้น        

 ระยะทางการเคลื่อนที่ของ Tracking dye จากจุดเริ่มต้น 

 จากนั้นจึงนำมาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า Rf กับค่า log ของ

น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน นำค่า Rf ของโปรตีนตัวอย่างที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อ

หาน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนในกระดูกปลาจากข้ันตอนการผลิตต่าง ๆ  

1.3.2.5 วิเคราะห์องค์ประกอบกรดอะมิโน 

 การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโนในตัวอย่างกระดูกปลาสดเริ่มต้น (0) และผงไบโอ

แคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม วิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโนในตัวอย่างด้วยวิธี

มาตรฐาน AOAC (2000) (วิธีที่ 994.12) โดยนำตัวอย่างมาไฮโดรไลซ์ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

เข้มข้น 6M ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง วิเคราะห์องค์ประกอบอะมิโนด้วยเครื่อง 

amino acid analyzer (L-8900, Hitachi amino acid analyzer)  

1.3.2.6 วิเคราะห์การออกซิเดชันของไขมัน  
วิเคราะห์การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในกระดูกปลาลูกผสม บึกสยามจาก

กระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม ด้วยวิธี Thiobarbituric acid-reactive 
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substances (TBARS) (Buege and Aust, 1978) โดยนำตัวอย่างกระดูกปลาบดละเอียด 1 กรัม 

ผสมกับสารละลายที่มี thiobarbituric acid ร้อยละ 0.375 (w/v), trichloroacetic acid ร้อยละ 15 

(w/v) และ 0.25 M HCl ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร จากนั้น

นำไปโฮโมจิไนซ์ด้วยเครื่องโฮโมจิไนซ์เซอร์ (T25, Ultra-turrax, Burlin, Germany) ที่ความเร็ว 

15000 rpm นาน 1 นาที และปิดฝาหลอดทดลองให้สนิท ก่อนนำไปให้ตั้งในน้ำเดือด (100 องศา

เซลเซียส) นาน 10 นาที แล้วทำให้เย็นด้วยการแช่หลอดทดลองในน้ำประปา และนำไปหมุนเหวี่ยง

ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง (RC 5C plus, Sorvall, NY., USA.) ความเร็ว 5,600×g ที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นแยกส่วนที่ละลายได้ (supernatant) ออกมาวัดค่าการดูดกลืน

แสง วัดที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร โดยใช้เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (VIS-723G, Rayleigh, 

Beijing, China) เทียบกับกราฟมาตรฐานของ 1,1,3,3-tetramethoxypropane (MDA) ที่ช่วงความ

เข้มข้นตั้งแต่ 0 ถึง 6 ppm แสดงผลการทดลองในหน่วยมิลลิกรัมมาโลอัลดีไฮด์ต่อกิโลกรัมตัวอย่าง 

1.3.2.7 วิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้  

 วิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบที่ระเหยในตัวอย่างกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการ

ผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม โดยใช้เทคนิค solid phase microextraction gas 

chromatography mass spectrometry (SPME-GC-MS) ต าม วิ ธี ข อ ง  Iglesias แ ละ  Medina 

(2008) เริ่มจากการสกัดสารประกอบที่ระเหยได้โดยนำตัวอย่างบรรจุขวดตัวอย่าง (headspace vial) 

แล้วนำไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสนาน 10 ชั่วโมง และทำการปรับสภาพ SPME 

Fiber (Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) 50/30 µm, 2 

cm) ด้วยอุณหภูมิ 270 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก่อนทำการดูดซับสารประกอบที่ระเหยได้โดย

ใช้ SPME Fiber จากขวดไวแอลที่บรรจุตัวอย่าง ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

จากนั้นนำ SPME Fiber ที่ดูดซับสารประกอบที่ระเหยได้ฉีดเข้าสู่ GC-MS (7890 B GC – 7000 

DMS, Agilent, USA) โดยใช้โปรแกรมควบคุมอุณหภูมิเริ่มต้นจาก 35 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 

จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิขึ้นถึง 70 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเร็ว 3 องศาเซลเซียสต่อนาที แล้วเพ่ิม

อุณหภูมิขึ้นไปจนถึง 200 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเร็ว 10 องศาเซลเซียสต่อนาที และสุดท้ายเพ่ิม

อุณหภูมิขึ้นไปจนถึง 250 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเร็ว 15 องศาเซลเซียสต่อนาที แล้วคงอุณหภูมิไว้

อีก 10 นาที โดยใช้ฮีเลียมเป็นแก๊สตัวพา (carrier gas) ด้วยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นระบุ

สารประกอบที่ตรวจวัดได้โดยเปรียบเทียบกับมาตรฐานจาก ChemStation Library Search (Wiley 

275.L) รายงานผลเป็นชนิดและปริมาณสารประกอบที่ระเหยได ้เป็นพื้นที่ใต้กราฟ (×106) 
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 1.3.3 ศึกษาโครงสร้างของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกผสม 

 1.3.3.1 โครงสร้างทางผลึกโดยใช้เทคนิคการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ (X-ray powder 

diffraction, XRD) 

 วิเคราะห์โครงสร้างทางผลึกของตัวอย่างกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิต

ขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม ตรวจสอบลักษณะของพีคที่เกิดขึ้นที่เกิดจากการเลี้ยวเบน

ของรังสีเอกซ์ด้วย Copper radiation Kα ศึกษาที่มุม 2θ ช่วงตั้งแต่ 10 – 80 องศา ใช้อัตราเร็วใน

การวิเคราะหเ์ท่ากับ 3 องศาต่อนาที และระบุด้วย peak profile เทียบกับข้อมูลมาตรฐาน JCPDF 

1.3.3.2 การศึกษาหมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FTIR 

 วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FTIR ของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการ

ผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม โดยนำตัวอย่างกระดูกปลาไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) ในช่วงคลื่น 4000 – 400 cm-1  

1.3.3.3 การวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานวิทยา 

วิเคราะห์โครงสร้างทางจุลภาคโดยตรวจวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของกระดูกปลาจาก

กระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม โดยนำผงตัวอย่างติดที่ขั้วบรอนซ์และ

เคลือบด้วยทองคำ (Sputter coater SPI-Module, West Chester, PA, USA) ก่อนส่องผ่านด้วย

กล้องจุลทรรศน์ อิ เล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) (JSM-

5410LV, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) ที่ติดตั้ง electron-dispersive X-ray spectroscope (EDX) 

ด้วยแรงดันไฟฟ้าเร่ง 15 kV และใช้กำลังขยาย 1,500 เท่า 

1.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ  

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ตัวอย่าง 3 ซ้ำ ข้อมูลที่ได้นำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 
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ตอนที่ 2 การศึกษาเปรียบเทียบคุณลักษณะของไบโอแคลเซียม และแคลเซียมอนินทรีย์จาก

กระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

2.1 การเตรียมผงไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และ

แคลเซียมทางการค้า 

เตรียมตัวอย่างผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามเช่นเดียวกับการเตรียม

ตัวอย่างผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามตอนที่ 1 ข้อที่ 1.2 

 เตรียมตัวอย่างแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม โดยนำกระดูกปลา

ลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง (1) บดให้เป็นผงละเอียดด้วยเครื่องบดพินมิล 

(Retsch ZM1000, Centrifugal Grinding Mill, Singapore) ก่อนนำไปเผาที่อุณหภูมิ 1,100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ด้วยเครื่อง muffle furnace (Model 320, P Natertherm, Bremen, 

Germany) จากนั้นร่อนผ่านตะแกรงขนาด 60 mesh จะได้ผงแคลเซียมอนินทรีย์  

แคลเซียมทางการค้า เตรียมโดยนำแคลเซียมอัดเม็ดยี่ห้อ  Cal ups Join® ซึ่งเป็นแคบเซียม

ชนิดแคลเซียมคาร์บอเนต มาบดให้ละเอียดด้วยโกร่งบด ก่อนนำไปร่อนผ่านตะแกรงขนาด 60 mesh 

จะได้ผงแคลเซียมทางการค้า นำผงไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึก

สยาม และแคลเซียมทางการค้า ไปวิเคราะห์คุณลักษณะในขั้นตอนต่อไป 

2.2 การวิเคราะห์คุณลักษณะ 

2.2.1 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (Proximate analysis) 

 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของผงไบโอแคลเซียม ผงแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลา

ลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า ใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.3.2.1 

 2.2.2 วิเคราะห์ค่าสี  

วิเคราะห์ค่าสีของผงไบโอแคลเซียม ผงแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

และผงแคลเซียมทางการค้า ใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.3.1.2 

2.2.3 วิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน 

วิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของผงไบโอแคลเซียม ผงแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูก

ปลาลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า ใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.3.2.3 

 

 

 



 41 

2.2.4 วิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้  

 วิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ของผงไบโอแคลเซียม ผงแคลเซียมอนิน-

ทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า ใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 

1.3.2.7 

2.2.5 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 

2.2.5.1 การทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระ DPPH• (DPPH radical 

scavenging activity)  

การศึ กษ าความส าม ารถ ใน การก ำจั ด อนุ มู ล อิ ส ระ โดย  DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) radical scavenging activity ของผงไบโอแคลเซียม ผงแคลเซียมอนินทรีย์จาก

กระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า วิเคราะห์ตามวิธีของ Wu และคณะ (2003) 

ปิเปตสารละลายไบโอแคลเซียมปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองเติมสารละลาย DPPH 

เข้มข้น 0.15 มิลลิโมลาร์ ในเมทานอลเข้มข้น 95% ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้ง

ไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาทีในที่มืด จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโน

เมตร โดยใช้เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ เตรียม Blank โดยใช้น้ำกลั่นแทนตัวอย่าง และเตรียมกราฟ

มาตรฐานโดยใช้ Trolox ที่ระดับความเข้มข้น 10 - 60  ไมโครโมลาร์ รายงานผลในหน่วย µmol 

Trolox equivalent / g sample 

2.2.5.2 การทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระ  ABTS• (ABTS radical 

scavenging activity)  

การศึกษาความสามารถในการกำจัดอนุ มู ล อิสระโดยวิธี  ABTS 2,2'-azino-bis (3-

ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid) radical scavenging activity ของผงไบโอแคลเซียม ผง

แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า วิเคราะห์ตามวิธีของ  

Binsan และคณะ (2008) เตรียม Stock Solution ของสารละลาย ABTS ที่ความเข้มข้น 7.4 มิลลิ 

โมลาร์ และสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ที่ความเข้มข้น 2.6 มิลลิโมลาร์ ใน

อัตราส่วน1:1 (v/v) และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ในที่มืด จากนั้นทำการเจือจาง

สารละลายโดยผสมสารละลาย stock solution ของ ABTS ปริมาตร 1 มิลลิลิตรด้วยเมทานอล 50 

มิลลิลิตร เพ่ือให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตรเท่ากับ 1.1 ± 0.02 โดยใช้

เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ และจากนั้นจึงปิเปตสารละลายไบโอแคลเซียมปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

ผสมกับสารละลาย ABTS ปริมาตร 2850 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
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เวลา 2 ชั่วโมงในที่มืด จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร โดยใช้

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ เตรียมกราฟมาตรฐานของ Trolox ที่ระดับความเข้มข้น 50 - 600 ไมโคร

โมลาร์ รายงานผลในหน่วย µmol Trolox equivalent / g sample 

2.2.5.3 ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริกของสารต้านอนุมูลอิสระ (Ferric reducing 

antioxidant power, FRAP)  

ศึกษาความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริกของสารต้านอนุมูลอิสระของผงไบโอแคลเซียม ผง

แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า วิเคราะห์ตามวิธีของ 

Benzie และ Strain (1996) เตรียม Stock Solution ของอะซิเตตบัฟเฟอร์ที่มีความเข้มข้น 300 

มิลลิ โมลาร์ (pH 3.6) โดยการเติม 10 มิลลิ โมลาร์ ของสารละลาย TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-

triazine) ใน HCl เข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ และสารละลาย FeCl3 • 6H2O 20 มิลลิโมลาร์ และเตรียม 

working solution โดยการผสมอะซิเตตบัฟเฟอร์ปริมาตร 25 มิลลิลิตร, TPTZ solution ปริมาตร 

2.5 มิลลิลิตร และ FeCl3 • 6H2O ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันและนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ปิเปตสารละลายไบโอแคลเซียม ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมด้วย

สารละลาย working solution ปริมาตร 2850 ไมโครลิตรเขย่าให้เข้ากัน และเก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 

30 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตรโดยใช้เครื่องสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ และเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Trolox ที่ระดับความเข้มข้น 50 - 600 ไมโครโมลาร์ 

รายงานผลในหน่วย µmol Trolox equivalent / g sample 

2.2.5.4 ความสามารถในการจับ เฟอรัส ไอออน  (Metal chelating activity on 

ferrous ion (Fe2+)) 

 ศึกษาสามารถในการจับโลหะเฟอรัสไอออนของผงไบโอแคลเซียม ผงแคลเซียมอนินทรีย์จาก

กระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า วิเคราะห์ตามวิธีของ Thiansilakul และ

คณะ (2007) ปิเปตสารละลายไบโอแคลเซียม ปริมาตร 2.35 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมกับ 

FeCl2 ที่มีความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร และ Ferrozine ที่มีความเข้มข้น 5 โมลาร์ 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร วางทิ้งไว้เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นจึงนำไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยใช้เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ ทำ Blank เช่นเดียวกันแต่จะ

ใช้น้ำกลั่นแทนตัวอย่าง เตรียมกราฟมาตรฐาน EDTA ที่ระดับความเข้มข้น 0 - 50 ไมโครโมลาร์ และ

รายงานผลในหน่วย µmol EDTA equivalent / g sample 
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2.2.6 การดู ดซึ มทางชี วภ าพ ของแคล เซี ยม ใน ระบบจำลองการย่ อยอาหาร 

(Bioavailability of in vitro simulated gastrointestinal digestion) 

 วิเคราะห์การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหาร (in vitro 

gastrointestinal digestion method) ของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลา

ลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า โดยดัดแปลงวิธีของ Miller และคณะ (1981) ขั้นตอน

จำลองการย่อยของกระเพาะอาหาร (Gastric digestion) โดยนำตัวอย่าง 1 กรัม มาละลายในน้ำกลั่น 

80 มิลลิลิตร และปรับค่าพีเอชให้เท่ากับ 1 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เข้มข้น 6 M จากนั้นปรับ

ปริมาตรด้วยน้ำกลั่นให้ครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายเปปซิน 3 มิลลิลิตร (เตรียมให้อยู่

บนน้ำแข็งตลอดเวลาและใช้ทันทีโดยเตรียมจาก P-7000, from porcine stomach mucosa 

จำนวน 16 กรัม ละลายในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เข้มข้น 0.1M ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ) ผสมให้

เข้ากันแล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมงและเขย่าตลอดเวลา (innova 4340, 

Illuminated refrigerated incubator shaker, USA) จากนั้นจำลองการย่อยและดูดซึมของลำไส้

เล็ก (intestinal digestion) โดยนำตัวอย่างที่ผ่านการย่อยจากกระเพาะอาหารแล้วจำนวน 20 

มิลลิลิตร ใส่ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วปรับค่าพีเอชด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

(NaOH) เข้มข้น 10M และ 1M ให้มีค่าพีเอชเท่ากับ 7.5 และเตรียมถุง dialysis (10,000 MWCO, 

SnakeSkin Dialysis Tubing, USA) ก่อนนำมาใช้โดยการนำไปต้มในน้ำเดือดที่มี  EDTA เข้มข้น 

0.001M จากนั้นบรรจุสารละลายด่างโซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) ที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 7.5 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นนำถุง dialysis ที่เตรียมไว้ใส่ลงไปในฟลาสก์ที่มีตัวอย่างที่ผ่านการย่อย

จากกระเพาะอาหาร แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นเติมน้ำดีและ

น้ำดีจากตับอ่อนลงไปในฟลาสก์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (เตรียมให้อยู่บนน้ำแข็งตลอดเวลาและใช้ทันที

โดยเตรียมน้ำดีจากตับอ่อน P-1750, from porcine pancreas จำนวน 0.4 กรัม และน้ำดี B-8631, 

porcine จำนวน 2.5 กรัม ละลายในโซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) เข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร) จากนั้นบ่มต่ออีก 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาทำการหยุดปฏิกิริยา

โดยการนำไปต้มในน้ำเดือด เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนที่บรรจุอยู่ในถุง dialysis ไปวิเคราะห์ปริมาณ

แค ล เซี ย ม  แ ล ะฟ อส ฟ อรั ส ด้ ว ย เค รื่ อ ง  Inductively coupled plasma-optical emission 

spectrometry (ICP-OES) 
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2.2.7 วิเคราะห์โครงสร้างทางสัณฐานวิทยา 

วิเคราะห์โครงสร้างทางจุลภาคโดยสัณฐานวิทยา นำตัวอย่างผงไบโอแคลเซียม ผงแคลเซียม 

อนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และผงแคลเซียมทางการค้า ใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกับ

ข้อ 1.3.3.3 

2.2.8 การวิเคราะห์ทางสถิติ  

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ตัวอย่าง 3 ซ้ำ ข้อมูลที่ได้นำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 

 

ตอนที่ 3 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามชนิดบรรจุ

แคปซูล 

3.1 การเตรียมตัวอย่างไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูล 

 สูตรผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลด้วยการเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเซต แคลเซียม

แอสคอร์เบต และมอลโตรเด็กซ์ตริน ประกอบไปด้วย 4 สูตร แสดงดังตารางที่ 4 ได้แก่ สูตรที่ 1 ไบโอ

แคลเซียม (Bio-Ca) สูตรที่ 2 ไบโอแคลเซียมเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเซต (Bio-Ca + Col) สูตรที่ 3 

ไบโอแคลเซียมเสริมวิตามินซี (Bio-Ca + Vit C) และสูตรที่ 4 ไบโอแคลเซียมเสริมคอลลาเจนผสมกับ

วิตามินซี (Bio-Ca + Col + Vit C) ทุกสูตรจะบรรจุในแคปซูลขนาด 500 มิลลิกรัมต่อแคปซูล 

 

ตารางท่ี 4 ส่วนผสมของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูล 

ส่วนผสมใน 1 แคปซูล 
(500 มิลลิกรัม) 

สูตร 
(1) (2) (3) (4) 

ไบโอแคลเซียม (Bio-Ca) 400 400 400 400 
คอลลาเจนไฮโดรไลเซต (Col) 0 100 0 50 
แคลเซียมแอสคอร์เบต (Vit C) 0 0 100 50 
มอลโทรเดกซ์ทริน (MD) 100 0 0 0 
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3.2 วิเคราะห์คุณภาพทางด้านกายภาพของผลิตภัณฑ์ 

3.2.1 วิเคราะห์ค่าสี 

 วิเคราะห์ค่าสีของตัวอย่างไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามสูตรต่าง ๆ ใช้

วิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.3.1.2 

3.2.2 วิเคราะห์ปริมาณความชืน้และค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ 

วิเคราะห์ความชื้นของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ ตามวิธีของ AOAC (2000) 

โดยนำตัวอย่างมาบดให้ละเอียดชั่งน้ำหนักที่แน่นอนใส่ในถาดอะลูมิเนียมที่ทราบน้ำหนักที่แน่นอน 

นำเข้าตู้อบแห้ง (FD56, Binder, China) อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นทำ

ให้เย็นในโถดูดความชื้นและชั่งน้ำหนักหลังอบ นำไปคำนวณหาปริมาณความชื้นของตัวอย่างดังสมการ 

% ความชื้น = ((น้ำหนักตัวอย่างก่อนอบ – น้ำหนักตัวอย่างหลังอบ) × 100) / น้ำหนักก่อนอบ  

วิเคราะห์ค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ โดยนำตัวอย่างมา

บดให้ละเอียดแล้วนำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องวัดปริมาณน้ำอิสระ (AQUA LAB, series 3 TE, U.S.A.) 

3.2.3 วิเคราะห์ค่าความหนาแน่นรวม (Bulk density) และความหนาแน่นจำเพาะ 

(Tapped density)  

 วิเคราะห์ค่าความหนาแน่นรวม และค่าความหนาแน่นจำเพาะ ของผงไบโอแคลเซียมบรรจุ

แคปซูลสูตรต่าง ๆ โดยดัดแปลงจากวิธีของ Crowley และคณะ (2014) หาความหนาแน่นปรากฎ

และความหนาแน่นจำเพาะ โดยการใส่ผงตัวอย่างลงในกระบอกตวงปริมาตร 25 มิลลิลิตร นำไปชั่ง

เพ่ือหาน้ำหนักของผงตัวอย่างแล้วคำนวนหาค่าความหนาแน่นร่วม หลังจากนั้นนำกระบอกตวงไป

เคาะ 150 ครั้ง จนมีปริมาตรคงที่ อ่านปริมาตรที่ได้ แล้วคำนวนความหนาแน่นจำเพาะ 

 ค่าความหนาแน่นรวม (g/cm-3)     = น้ำหนักผงตัวอย่าง  

ปริมาตร 

 ค่าความหนาแน่นจำเพาะ (g/cm-3)   = น้ำหนักผงตัวอย่าง   

       ปริมาตรที่อ่านได ้

 

3.2.4 วิเคราะห์ความสามารถในการละลาย 

 วิเคราะห์ความสามารถในการละลายของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ ที่ช่วงค่าพี

เอช 1 - 10 ดัดแปลงจากวิธีของ ฐิตาภรณ์ (2554) โดยชั่งตัวอย่างผงไบโอแคลเซียมแต่ละสูตร 1 กรัม 

ชั่งน้ำหนักที่แน่นอน เติมสารละลายบัพเฟอร์ที่ช่วงค่าพีเอชต่าง ๆ (1 - 10) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ใน
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หลอดปั่นเหวี่ยง เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นนำไปให้ความร้อนที่ 30 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที เมื่อครบ

เวลาเขย่าให้เข้ากันอีกครั้งจึงนำไปปั่นเหวี่ยงที่  3000g เป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนใสใส่ถ้วย

อะลูมิเนียมที่แห้งและทราบน้ำหนักที่แน่นอน อบตัวอย่างในตู้อบรมร้อนอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง แล้วคำนวนค่าการละลาย 

 การละลาย (%)  = น้ำหนักของแข็งที่เหลือหลังจากละลาย × 100 

    น้ำหนักตัวอย่างก่อนละลาย 

 

3.2.5 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 

วิเคราะห์ความสามารถในการละลายของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ ใช้วิธีการ

ทดลองเช่นเดียวกับข้อ 2.2.5 

3.2.6 วิเคราะห์การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหาร 

(Bioavailability of in vitro simulated gastrointestinal digestion) 

 วิเคราะห์การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหาร (in vitro 

gastrointestinal digestion method) ของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ ใช้วิธีการทดลอง

เช่นเดียวกับข้อ 2.2.6 

3.3 การวิเคราะห์ทางสถิติ  

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ตัวอย่าง 3 ซ้ำ ข้อมูลที่ได้นำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 

 

ตอนที่ 4 การพัฒนาผลิตภัณฑ์บราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

4.1 การเตรียมตัวอย่างบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียม 

ผลิตบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับต่าง ๆ ได้แก่ สูตรควบคุม (ไม่เติมผงไบโอ

แคลเซียม) และสูตรเสริมไบโอแคลเซียมร้อยละ 10 20 และ 30 ของน้ำหนักแป้ง โดยเริ่มจากร่อน

ของแห้งเข้าด้วยกัน ได้แก่ แป้งสาลี 27.5 กรัม เกลือ 0.2 กรัม ผงฟู 0.1 กรัม และผงไบโอแคลเซียม 

(ร้อยละ 10, 20, 30 ของน้ำหนักแป้ง) แล้วพักไว้ จากนั้นละลายดาร์คช็อคโกแลต 40 กรัม และเนย

สด 15 กรัม โดยนำไปเข้าไมโครเวฟ (MS23F300EEK/ST, Samsung, Thailand) ใช้กำลังไฟ 600 

วัตต์ เวลา 40 วินาที คนส่วนผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน แล้วเติมน้ำตาลป่นละเอียด 25 กรัม ผงโกโก้ 3 
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กรัม ผสมต่อจนเป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้หัวตะกร้อด้วยเครื่องผสมอาหาร (EHM3407,Electrolux, 

Thailand) ใช้เวลา 2 นาที จากนั้นเติมกลิ่นวนิลลา 1 กรัม นมสด 7.5 กรัม และน้ำ 3 กรัม ผสมต่อให้

เป็นเนื้อเดียวกัน ใช้เวลา 2 นาที ตามด้วยส่วนผสมที่เป็นของแห้งลงไปผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วย

ความเร็วต่ำ ใช้เวลา 3 นาที ก่อนเทลงถาดอะลูมิเนียมสำหรับอบ เกลี่ยให้มีความหนา 0.5 มิลลิเมตร 

แล้วนำเข้าเตาอบ (SMEG OV-E33, Pen K Inter Trading Co.,Ltd., Thailand) โดยใช้ไฟบนและ

ล่าง อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส นาน 12 นาที เมื่อครบเวลานำออกจากเตาอบแล้วตัดเป็นชิ้นขนาด

กว้าง 2 เซนติเมตร ยาว 7 เซนติเมตร ทันทีและพลิกกลับก่อนนำเข้าเตาอบต่ออีก 5 นาที เมื่อครบ

เวลานำออกจากเตาอบและทิ้งไว้ให้เย็น ก่อนบรรจุลงถุงอะลูมิเนียมฟรอยด์ซีลให้สนิท เก็บไว้ที่

อุณหภูมิห้อง 20 -23 องศาเซลเซียส ไม่เกิน 2 วัน ก่อนทำการวิเคราะห์คุณภาพต่อไป 

4.2 การวิเคราะห์คุณภาพทางด้านกายภาพ  

 4.2.1 ค่าสี 

 วิเคราะห์ค่าสีของตัวอย่างบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมสูตรต่าง ๆ ใช้วิธีการทดลอง

เช่นเดียวกับข้อ 1.3.1.2 

4.3 การวิเคราะห์ความชื้นและค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ 

วิเคราะห์ความชื้นของบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับต่าง ๆ ใช้วิธีการทดลอง

เช่นเดียวกับข้อ 3.2.2 

4.4 ลักษณะทางด้านเนื้อสัมผัส 

การวิเคราะห์คุณภาพทางเนื้อสัมผัส (Texture profile analyzer, TPA) ของบราวนี่กรอบ

เสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับต่าง ๆ ดัดแปลงจากวิธีของ Benjakul และ Karnjanapratum (2018) 

โดยใช้เครื่องวิเคราะห์เนื้อสัมผัส (CTX, Brookfield metek, UK) ที่อัตราการกด 10 มิลลิเมตร/วินาที 

ใช้แรงกด 50 kg โดยใช้หัวอะลูมิเนียมทรงมีด (HDP/90) เพ่ือวิเคราะห์ความเปราะ (Fracturablity) 

และระยะทางที่กดให้แตกหัก (Deformation at break) 

4.5 การยอมรับทางด้านประสาทสัมผัส 

ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสในด้านลักษณะปรากฎ สี กลิ่น รสชาติ เนื้อสัมผัส และ

ความชอบโดยรวม โดยให้คะแนนความชอบ 9 ระดับ (9 -Point Hedonic scale) คือ 1 = ไม่ชอบ

มากที่สุด, 2 = ไม่ชอบมาก, 3 = ไม่ชอบปานกลาง, 4 = ไม่ชอบเล็กน้อย, 5 = เฉย ๆ , 6 = ชอบ

เล็กน้อย, 7 = ชอบปานกลาง, 8 = ชอบมาก, 9 = ชอบมากท่ีสุด และใช้ผู้ทดสอบจำนวน 50 คน ช่วง

อายุ 18 – 25 ปี  
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4.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ  

 วางแผนการทดลองแบบ CRD ตัวอย่าง 3 ซ้ำ ข้อมูลที่ได้นำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS  
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บทที่ 4  

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

ตอนที่ 1 การพัฒนากระบวนการผลิตและคุณลักษณะของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสม

บึกสยาม 

1.ร้อยละผลผลิต 

การศึกษาการพัฒนากระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม เป็น
วัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมการแปรรูปปลาแล่เนื้อแช่เยือกแข็ง โดยนำ (0) กระดูกปลาสดมาผ่าน
กระบวนการแปรรูปต่าง ๆ คือ (1) กระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง (2) กระบวนการแช่น้ำด่าง (3) 
กระบวนการแช่ตัวทำละลาย (4) กระบวนการฟอกสีและบด ได้เป็นผงไบโอแคลเซียมที่มีขนาดอนุภาค 
<100 ไมโครเมตร (ภาพที่ 8) พบว่ากระดูกปลาสดที่ผ่านการฉีดล้างด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูงมีร้อย
ละผลผลิตเท่ากับ 23.58 ± 5.06 หลังจากนั้นเมื่อนำมาผ่านกระบวนการต่าง ๆ จนถึงกระบวนการ
สุดท้ายได้เป็นผงไบโอแคลเซียมจะมีร้อยละผลผลิตเท่ากับ 14.46 ± 2.66 (ตารางที่ 5) ซึ่งในระหว่าง
กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียม ส่วนประกอบของสารอินทรีย์ที่ติดอยู่กับกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
ได้แก่ เศษเนื้อ น้ำเลือด ไขมัน และไขกระดูก จะถูกกำจัดออกไปด้วยกระบวนการต่าง ๆ ข้างต้น จะ
ทำให้กระดูกปลาสะอาดขึ้น และยังคงไว้ซึ่งสารประกอบอนินทรีย์ นอกจากนี้กระดูกแกนกลางของ
ปลาลูกผสมบึกสยามมีขนาดชิ้นใหญ่ และยาวประมาณ 30 – 40 เซนติเมตร เมื่อผ่านกระบวนการ  
ต่าง ๆ จะทำให้กระดูกปลาเกิดความสูญเสียได้น้อยกว่ากระดูกปลาที่มีขนาดชิ้นเล็ก เป็นผลทำให้ได้
ผงไบโอแคลเซียมที่มีค่าร้อยละผลผลิตที่สูง ซึ่งผงไบโอแคลเซียมมีสารประกอบอนินทรีย์ที่สำคัญ 
ได้แก่ แคลเซียม และฟอสฟอรัส และจะอยู่ในรูปของผลึก ซึ่งผลึกแคลเซียมนี้จะอยู่ในรูปไฮดรอกซี 
อะพาไทต์ (Hydroxyapatite (HA, Ca10(PO4)6(OH)2)) จัดเป็นสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต ซึ่ง
เป็นรูปแบบเดียวกับที่พบในกระดูกมนุษย์ (Best, et al., 2008) มีรายงานการผลิตผงแคลเซียมจาก
กระดูกปลาโมงซ่ึงเป็นปลาหนังน้ำจืดเช่นเดียวกัน พบว่ามีร้อยละผลผลิตแคลเซียมเท่ากับ 10.37 โดย
ลักษณะผงแคลเซียมที่ได้มีสีครีม จับตัวกันเป็นก้อน ไม่กระจายตัว และมีกลิ่นของคาวปลา (พรรณ
ทิพย์, 2555) ซึ่งต่างจากผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่พบว่า มีสีขาวนวล
บริสุทธิ์ เป็นผงละเอียด มีการกระจายตัวของผงไบโอแคลเซียมโดยไม่จับตัวกันเป็นก้อน ปราศจาก
กลิ่นเหม็นหืน และกลิ่นไม่พึงประสงค ์
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ตารางที่ 5 ร้อยละผลผลิตกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่างกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จน
ได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 

กระบวนการ ร้อยละผลผลิต 

(1) ฉีดน้ำแรงดันสูง 23.58 ± 5.06*a** 
(2) แช่สารละลายด่าง 17.25 ± 3.21ab 
(3) แช่ตัวทำละลายเอทานอล 15.29 ± 2.43b 
(4) ผงไบโอแคลเซียม 14.46 ± 2.66b 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภม์ีความแตกต่างกนัทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทีร่ะดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05)  

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 กระดูกปลาลูกผสมบึกสยามเมื่อผ่านกระบวนการผลิตต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 
 
1.2 ค่าสี 

ค่าสีของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่างกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็น
ผงไบโอแคลเซียมแสดงดังตารางที่ 6 พบว่าเมื่อนำกระดูกปลาสดมาผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง
เริ่มต้นจนกระทั่งถึงกระบวนการสุดท้าย คือ กระบวนการฟอกสี บด และร่อนเป็นผงไบโอแคลเซียม
จะมีค่าความสว่าง (L*) เพ่ิมขึ้นเท่ากับ 48.68 ± 0.23 มีความต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

       (0) กระดูกปลาสด                   (1) ฉีดน้ำแรงดันสูง                     (2) แช่สารละลายด่าง     

 (3) แช่ตัวทำละลายเอทานอล                  (4) ผงไบโอแคลเซียม  
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(p≤0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกปลาสด อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงค่าความเป็นสีเหลือง (b*) 
พบว่ากระดูกปลาสดเมื่อนำมาผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จะมีผลทำให้ค่าความเป็นสีเหลือง 
(b*) ของผงไบโอแคลเซียมลดลง (p≤0.05) ดังนั้นจากขั้นตอนการพัฒนากระบวนการผลิตผงไบโอ
แคลเซียมจากกระดูกปลาสดเริ่มต้นไปจนถึงกระบวนการสุดท้ายได้เป็นผงไบโอแคลเซียม พบว่าผงไบ
โอแคลเซียมที่ได้มีการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพด้านสีที่ดีขึ้น (ภาพที่ 6) เพราะมีค่าความ
สว่าง (L*) เพ่ิมขึ้นอย่างมาก ซึ่งสอดคล้องกับความขาวของผงไบโอแคลเซียมที่มีสีขาวเพ่ิมขึ้นจาก
กระดูกสดเมื่อพิจารณาจากการสังเกตุโดยในแต่ละขั้นตอนการผลิตมีผลทำให้สีของกระดูกปลามีความ
ขาวเพ่ิมมากขึ้น ตั้งแต่ขั้นตอนการแช่กระดูกปลาที่ผ่านการฉีดน้ำแรงดันสูงด้วยสารละลายด่าง
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งเป็นด่างแก่ ขั้นตอนนี้ด่างสามารถกำจัดโปรตีนและสิ่งตกค้างที่เหลืออยู่ 
โดยด่างจะละลายเศษเนื้อปลาที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบให้ออกจากกระดูกปลา เนื่องจากค่าพีเอชที่
เป็นด่าง (pH > 7) ห่างจากค่าพีเอชที่จุดไอโซอิเล็กตริก (Isoelectric point, pI) ของโปรตีนกล้ามเนื้อ
ปลา (pI = 4.8) ทำให้โปรตีนมีประจุสุทธิเป็นลบมากขึ้น โปรตีนจึงละลายได้มากขึ้นเช่นกัน (Batista, 
1999) จึงทำให้กระดูกที่ไม่มีเศษเนื้อติดอยู่มีสีที่ขาวมากขึ้น และกระดูกปลาจะมีสีขาวเพ่ิมขึ้นอย่าง
มากในขั้นการฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่งไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นองค์ประกอบที่ก่อ
ปฏิกิริยาในสารฟอกสีกระดูก เนื่องจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นตัวออกซิไดซ์จะแพร่กระจายไปทั่ว
กระดูก และสร้างอนุมูลอิสระ (free radical) ที่ไม่เสถียรออกมาคือไฮดรอกซิลเรดิคัล (hydroxyl 
radicals (HO-)), เปอร์ไฮดรอกซิลเรดิคัล (perhydroxyl radicals (HOO-)), เปอร์ไฮดรอกซิลแอน
ไอออน (perhydroxyl anions (OO-)) และซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (superoxide anions) โดย
อนุมูลอิสระเหล่านี้จะไปมีผลกับโมเลกุลพันธะคู่ของรงควัตถุ (organic pigmented molecules 
หรือ chromophore molecules) คือ ฮีโมโกลบิลที่เป็นรงควัตถุในเนื้อที่ติดกับกระดูกปลา พันธะคู่
เหล่านี้จะแตกออกเป็นพันธะเดี่ยว จึงส่งผลให้โมเลกุลของรงควัตถุมีขนาดที่เล็กลงทำให้ความสามารถ
ในการดูดซับแสงลดลง เกิดเป็นผลการฟอกสีกระดูก (bleaching effect) ทำให้กระดูกปลามีสีขาว
และสว่างขึ้น (Spiro and Griffith, 1997) ส่วนขั้นตอนการกำจัดไขมันในกระดูกปลาโดยใช้ตัวทำ
ละลายเอทานอล จะมีผลทำให้กระดูกปลามีสีขาวที่เพ่ิมขึ้นเช่นกัน เนื่องจากไขมันที่ยังหลงเหลืออยู่ใน
กระดูกปลาจะส่งผลต่อคุณภาพของผงไบโอแคลเซียมที่ผลิตได้  โดยเฉพาะอย่างยิ่งสามารถ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในไบโอแคลเซียม ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของไขมัน จะได้สารประกอบกลุ่มอัลดีไฮด์และคาร์บอนิล ที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดปฏิกิริยาสี
น้ำตาลโดยไม่ใช้เอนไซม์ ทำให้ผงไบโอแคลเซียมเปลี่ยนเป็นสีเหลือง มีกลิ่นหืน มีกลิ่นคาวปลา และ
กลิ่นที่ไม่พึงประสงค์สูงอีกด้วย อาจส่งผลทำให้ผงไบโอแคลเซียมไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค ดังนั้น
การใช้ตัวทำละลายเอทานอลในการกำจัดไขมันที่ตกค้างอยู่ในกระดูกปลาให้ออกมาจะทำให้มีค่าความ
สว่าง (L*) สูงขึ้นเท่ากับ 48.57 ± 0.23 มีรายงานการใช้ตัวทำละลายเอทานอลกำจัดไขมันใน
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กระบวนการสกัดโปรตีนไอโซเลตจากปลาเฮอร์ริ่ง พบว่าโปรตีนไอโซเลตที่ได้มีปริมาณไขมัน และกลิ่น
คาวปลาลดลงอย่างมากจากการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนไอโซ
เลตที่ ไม่ ได้กำจัดไขมัน  (Hoyle and Merritt, 1994) ดังนั้นการผลิตผงไบโอแคลเซียมที่ผ่ าน
กระบวนการฉีดน้ำด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง การกำจัดโปรตีนด้วยสารละลายด่างโพแทสเซียมไฮดร
อกไซด์ การกำจัดไขมันด้วยตัวทำละลายเอทานอล และการฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะทำ
ให้ได้ผงไบโอแคลเซียมมีลักษณะคุณภาพทางด้านกายภาพที่ดีขึ้น มีสีที่ขาวและสว่างขึ้น อีกทั้งยัง
สามารถกำจัดกลิ่นเหม็นหืน กลิ่นคาวปลา และกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ในผงไบโอแคลเซียมได้อีกด้วย 
 
ตารางท่ี 6 ค่าสีของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่างกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็น
ผงไบโอแคลเซียม 

กระบวนการ L* a* b* 

(0) กระดูกปลาสด 36.19 ± 2.51*d** 3.83 ± 0.11a 17.67 ± 2.15a 

(1) ฉีดน้ำแรงดันสูง 43.04 ± 0.07c -1.09 ± 0.02b 11.98 ± 0.02b 

(2) แช่สารละลายด่าง 46.56 ± 0.72b -1.10 ± 0.05b 9.00 ± 0.33c 

(3) แช่ตัวทำละลายเอทานอล 48.57 ± 0.12a -1.25 ± 0.02c 5.77 ± 0.07d 

(4) ผงไบโอแคลเซียม 48.68 ± 0.23a -1.45 ± 0.00d 5.89 ± 0.04d 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภม์ีความแตกต่างกนัทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทีร่ะดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05)  

 

1.3 องค์ประกอบทางเคมี 

การพัฒนากระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามขั้นตอนต่าง ๆ มี

ผลต่อการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของกระดูกปลา (ตารางที่ 7) ซึ่งการผลิตผงไบโอ

แคลเซียมด้วยกระบวนการต่าง ๆ ได้แก่ การฉีดน้ำแรงดันสูง การแช่สารละลายด่างโพแทสเซียม   

ไฮดรอกไซด์ การแช่ตัวทำละลายเอทานอล และการแช่ในสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ก่อนบด

และร่อนให้เป็นผงไบโอแคลเซียม พบว่าค่าปริมาณความชื้นของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามทุก

กระบวนการผลิตอยู่ในช่วงร้อยละ 1.4 – 4.7 และค่าปริมาณความชื้นมีแนวโน้มลดลง เมื่อนำกระดูก

ปลามาผ่านกระบวนการต่าง ๆ ผงไบโอแคลเซียมที่ได้จะมีค่าปริมาณความชื้นเท่ากับร้อยละ 1.42 ± 

0.45 จัดอยู่ในเกณฑ์อาหารแห้ง (aw < 0.6) ทำให้มีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน อย่างไรก็ตาม

ปริมาณโปรตีนและไขมันของกระดูกปลาจะมีปริมาณลดลงระหว่างกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียม
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ด้วยเช่นกัน ซึ่งในขั้นตอนการแช่กระดูกปลาด้วยสารละลายด่างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งเป็น

สารละลายด่างที่มีความสามารถในการกำจัดโปรตีน ทำให้สารละลายมีค่าพีเอชสูงและห่างจากค่า

ประจุสุทธิของโปรตีน หรือจุดไอโซอิเล็กตริก (pI = 4.8) ทำให้เศษเนื้อติดกระดูกที่มีโปรตีนเป็น

องค์ประกอบมีประจุลบมากขึ้น เกิดการละลายทำให้เศษเนื้อหลุดออกจากกระดูกปลาทำให้ได้กระดูก

ปลาในขั้นตอนการแช่สารละลายด่างมีปริมาณโปรตีนลดลงเท่ากับร้อยละ 7.26 ± 0.10 เมื่อเทียบกับ

กระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูงซึ่งมีปริมาณโปรตีนเท่ากับร้อยละ 10.46 ± 0.96 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Idowu และคณะ (2020) ที่ศึกษากระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมและไฮ

ดรอกซีอะพาไทต์จากโครงกระดูกปลาแซลมอนด้วยการแช่กระดูกปลาในสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด์ พบว่าการแช่กระดูกปลาในสารละลายด่างสามารถลดปริมาณโปรตีนโดยการกำจัดเศษเนื้อที่มี

โปรตีนเป็นองค์ประกอบออกจากโครงกระดูกปลาแซลมอนได้ และไม่มีผลในการละลายโปรตีนคอลลา

เจนออกจากกระดูกปลา (Idowu et al., 2020) นอกจากนี้ปริมาณเถ้าที่พบในกระดูกปลาทุกข้ันตอน

การผลิตไบโอแคลเซียมอยู่ในช่วงร้อยละ 46.77 ± 2.86 – 68.98 ± 3.60 แสดงถึงปริมาณแร่ธาตุและ

สารประกอบอนินทรีย์ทั้งหมดในกระดูกปลา จะเห็นได้ว่าเมื่อนำกระดูกปลาสดมาผ่านกระบวนการ

ผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม พบว่าผงไบโอแคลเซียมจะมีปริมาณเถ้าสูงถึงร้อยละ 

68.15 ± 3.60 เมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูงที่มีปริมาณเถ้า

เท่ากับร้อยละ 46.77 ± 2.86 เนื่องจากในแต่ละขั้นตอนการผลิตไบโอแคลเซียมสามารถกำจัด

สารประกอบอินทรีย์ออกไปจึงทำให้ผงไบโอแคลเซียมมีปริมาณสารประกอบอนินทรีย์สูงตามปริมาณ

เถ้าที่เพ่ิมมากขึ้น มีรายงานว่าไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าครีบเหลือง มีปริมาณโปรตีน ไขมัน 

ความชื้นลดลง แต่มีปริมาณมีเถ้าเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกปลาสดเริ่มต้น (Benjakul et 

al., 2017) นอกจากนี้ ในขั้นตอนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าท้องแถบ (skipjack 

tuna) มีการกำจัดไขมันออกจากกระดูกปลาเพ่ือลดปริมาณกลิ่นหืน กลิ่นคาวปลา และกลิ่นไม่พึง

ประสงค์ในไบโอแคลเซียมด้วยตัวทำละลายเฮกเซนซึ่งเป็นตัวทำละลายที่ไม่มีขั้ว ทำให้ไขมันในไบโอ

แคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าท้องแถบมีค่าลดลง (Benjakul et al., 2017) แต่จากการทดลอง

คณะผู้วิจัยได้ใช้ตัวทำละลายเอทานอลซึ่งเป็นตัวทำละลายอินทรีย์ซึ่งนิยมใช้  เนื่องจากเอทานอล

จัดเป็นสารกลุ่มที่มีขั้วปานกลางทำให้สามารถสกัดสารที่มีขั้วและสารที่ไม่มีขั้วออกมาจากกระดูกปลา

ได้ ซึ่งเอทานอลมีความสามารถในการทำละลายสารได้กว้างขวาง ไม่เป็นพิษ และมีความปลอดภัยสูง

กว่าการใช้ตัวทำละลายชนิดอ่ืน (Baümler et al., 2016) ดังนั้นการใช้ตัวทำละลายเอทานอลใน

กระบวนการผลิตผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามมีผลทำให้ผงไบโอแคลเซียมมี
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ปริมาณไขมันลดลง ส่งผลให้ไบโอแคลเซียมที่ได้ไม่มีกลิ่นคาวปลา กลิ่นเหม็นหืน และกลิ่นที่ไม่พึง

ประสงค ์

 

ตารางท่ี 7 องค์ประกอบทางเคมีของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่างกระบวนการผลิตขั้นตอน
ต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 
กระบวนการ ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถ้า 
(1) ฉีดน้ำแรงดันสูง 4.70 ± 0.46*a** 10.46 ± 0.96a 2.46 ± 0.07a 46.77 ± 2.86c 
(2) แช่สารละลายด่าง 3.33 ± 0.80ab 7.26 ± 0.10b 1.93 ± 0.09b 59.54 ± 3.71b 
(3) แช่ตัวทำละลายเอทานอล 3.11 ± 0.43b 6.17 ± 0.18c 0.13 ± 0.03c 63.99 ± 2.90ab 
(4) ผงไบโอแคลเซียม 1.42 ± 0.45b 2.86 ± 0.13d 0.07 ± 0.03d 68.15 ± 3.60a 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภม์ีความแตกต่างกนัทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทีร่ะดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 

1.4 ปริมาณแร่ธาตุและโลหะหนัก 
 ปริมาณแร่ธาตุและโลหะหนักชนิดต่าง ๆ ของกระดูกปลาสด และผงไบโอแคลเซียมจากปลา
ลูกผสมบึกสยาม แสดงดังตารางที่ 8 จากผลการทดลองพบว่าผงไบโอแคลเซียมมีปริมาณแร่ธาตุ
แคลเซียม (Ca) และฟอสฟอรัส (P) มากกว่าตัวอย่างกระดูกปลาสด ซึ่งผลการทดลองข้างต้นมีความ
สอดคล้องกับปริมาณเถ้าของผงไบโอแคลเซียมที่เพ่ิมขึ้นจากกระดูกปลาสดเริ่มต้น (ตารางที่ 7) 
Jafarpour และคณะ (2020) ศึกษาปริมาณแคลเซียม และฟอสฟอรัสจากผงแคลเซียมจากกระดูก
ปลาคอด เมื่อนำกระดูกปลาคอดสดมาผ่านกระบวนการแปรรูปเป็นผงแคลเซียมจะทำให้ได้ผง
แคลเซียมที่ มีปริมาณแคลเซียม และฟอสฟอรัสสู งขึ้น  (Jafarpour et al., 2020) โดยทั่ วไป
องค์ประกอบของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามส่วนใหญ่ประกอบไปด้วยสารประกอบอนินทรีย์ และ
สารอินทรีย์ ซึ่งสารประกอบอินทรีย์ที่สำคัญ เช่น โปรตีน และไขมัน ซึ่งโปรตีนจะถูกกำจัดออกไปใน
ขั้นตอนการแช่กระดูกปลาในสารละลายด่างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ และไขมันถูกกำจัดออกไปด้วย
การแช่ในตัวทำละลายเอทานอล ส่วนสารประกอบอนินทรีย์หรือแร่ธาตุสำคัญหลักที่พบในกระดูกปลา
สด คือแคลเซียมและฟอสฟอรัสซ่ึงพบในปริมาณร้อยละ 15.54 ± 0.37 และ 0.63 ± 0.01 ตามลำดับ 
ส่วนแร่ธาตุสำคัญหลักที่พบในผงไบโอแคลเซียม คือ แคลเซียมและฟอสฟอรัสเช่นเดียวกัน ซึ่งพบใน
ปริมาณร้อยละ 24.84 ± 0.39 และ 1.00 ± 0.01 ตามลำดับ อย่างไรก็ตามปริมาณแคลเซียมที่พบใน
กระดูกปลาลูกผสมบึกสยามนี้มีปริมาณน้อยกว่าแคลเซียมจากกระดูกปลาทะเล เช่น ปลาคอดพบร้อย
ละ 29.70 – 58.30 (Jafarpour et al., 2020) ปลาแซลมอนพบร้อยละ 27.30 – 38.84 (Idowu et 
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al., 2020) กระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบพบร้อยละ 14.00 – 23.02 (Benjakul et al., 2017) 
อย่างไรก็ตามปริมาณแคลเซียมที่ต่างกันในกระดูกปลาจะขึ้นอยู่กับชนิดปลา อายุ และอาหารที่ใช้เลี้ยง 
(ณัฐธิดา, 2552) นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโลหะหนักที่ปนเปื้อนในกระดูกปลาสด และผงไบโอ
แคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม พบว่ากระดูกปลาสดและผงไบโอแคลเซียมไม่พบการ
ปนเปื้อนของโลหะหนัก ได้แก่ ปรอท ตะกั่ว และสารหนู เป็นต้น ทำให้ผงไบโอแคลเซียมผ่านเกณฑ์
มาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ ๓๕๕) พ.ศ. ๒๕๕๖ เรื่อง อาหารในภาชนะบรรจุ
ที่ปิดสนิท (กระทรวงสาธารณสุข, 2549) ที่ระบุว่าอาหารแปรรูปต้องมีปริมาณโลหะหนัก ตะกั่ว (Pb) 
ไม่เกิน 1 mg/kg สารหนู (As) ไม่เกิน 2 mg/kg และปรอท (Hg) ไม่เกิน 0.5 mg/kg ซึ่งปลาลูกผสม
บึกสยามผ่านการเลี้ยงจากฟาร์มที่มีมาตรฐานทางการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำที่ดี (Good Aquaculture 
Practice; GAP) ซึ่งบ่อเลี้ยงอยู่ห่างไกล และไม่ได้รับผลกระทบจากแหล่งเกิดมลพิษ มีระบบการ
ถ่ายเทน้ำที่ดี มีการจัดการระบบน้ำทิ้งจากครัวเรือนแยกจากระบบบ่อเลี้ยง มีการจัดเก็บขยะที่ดีไม่มี
โอกาสปนเปื้อนเข้าสู่ระบบเลี้ยง มีบันทึกข้อมูลและปฏิบัติตามคู่มือการเลี้ยงสัตว์น้ำที่ถูกต้องตามหลัก
วิชาการ ตลอดจนการเลือกใช้ลูกพันธุ์ที่แข็งแรงไม่เป็นโรค จึงทำให้ได้มาซึ่งปลาลูกผสมบึกสยามที่มี
คุณภาพดี รวมถึงไม่พบว่ามีการปนเปื้อนโลหะหนักที่เป็นอันตรายแก่ผู้บริโภค 
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ตารางท่ี 8 ปริมาณแร่ธาตุและโลหะหนักชนิดต่าง ๆ ของกระดูกปลาสด และผงไบโอแคลเซียมจาก
กระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

แร่ธาต ุ
(g/100g sample) 

ตัวอย่าง 

กระดูกปลาสด ผงไบโอแคลเซียม 
Ca 15.54 ± 0.37*b** 24.84 ± 0.39a 
P 0.630 ± 0.01b 1.000 ± 0.01a 
Fe 0.042 ± 0.00a 0.002 ± 0.00b 
Cu 0.001 ± 0.00a ND 

Zn 0.005 ± 0.00b 0.006 ± 0.00a 

Sn ND ND 
Hg ND ND 
Pb ND ND 
As ND ND 

หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 
  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวแถวมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทีร่ะดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

  ND = ไม่พบ 

 
1.5 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน 
 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่างกระบวนการผลิตขั้นตอน
ต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม แสดงดังภาพที่ 9 จากการทดลองพบว่าปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน
ของกระดูกปลาจากกระบวนการต่าง ๆ มีค่าเพ่ิมขึ้นจากกระดูกปลาสดเริ่มต้น เนื่องจากเม่ือนำกระดูก
ปลาสดเริ่มต้นมาผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง แช่น้ำด่างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ แช่ตัวทำ
ละลายเอทานอล จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมในขั้นตอนสุดท้าย มีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนเท่ากับ 
20.52 ± 1.11 28.00 ± 0.24 29.83 ± 4.85 30.07 ± 2.42 และ 30.82 ± 1.83 mg/g sample 
ตามลำดับ ซึ่งกระดูกปลาสด พบว่ามีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนน้อยที่สุด (p≤0.05) เนื่องจากกระดูก
ปลาลูกผสมบึกสยามสด ภายหลังจากกระบวนการแล่เนื้อยังคงมีสารอินทรีย์หลายชนิด เช่น เนื้อ 
เลือด เอ็น ไขมัน เป็นต้น ปะปนอยู่ทำให้พบปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนในกระดูกสดที่ติดเนื้อปริมาณที่
น้อย แต่เมื่อนำกระดูกปลาสดมาผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมจะ
ทำให้กระดูกปลามีปริมาณสารอินทรีย์ข้างต้นลดลง และเหลืออยู่ในปริมาณที่น้อยมาก ๆ จึงทำให้พบ
ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนในกระดูกปลาจากกระบวนการต่าง ๆ ในปริมาณที่สูงขึ้นกว่ากระดูกปลาสด 
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ซึ่งไฮดรอกซีโพรลีนเป็นกรดอะมิโนที่พบเฉพาะในคอลลาเจน และมีหมู่อิมิโน (imino group) มี
บทบาทสำคัญต่อความคงตัวของเกลียวสามสายของคอลลาเจน (Burjanadeza, 2000) โดยจะ
ป้องกันการหมุนของพันธะหรือโครงสร้างคอลลาเจน เนื่องจากไฮดรอกซีโพรลีนมีตำแหน่งไฮดรอกซิล
ที่สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนและวงแหวน pyrrolidine (Schumacher, 2006) ดังนั้นการพบ
ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนในผงไบโอแคลเซียมเป็นหลักฐานบ่งชี้ว่าผงไบโอแคลเซียมยังคงมีคอลลาเจน
หลงเหลืออยู่ เนื่องจากไฮดรอกซีโพรลีนเป็นอนุพันธ์ของกรดอะมิโนโพรลีน (Proline) จะพบได้เฉพาะ
ในคอลลาเจนและเจลาตินเท่านั้น นอกจากนี้กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมในขั้นตอนการแช่
สารละลายด่างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ จะไม่มีผลต่อการกำจัดโปรตีนคอลลาเจนในกระดูกปลา โดย
สารละลายด่างเป็นสารเคมีที่ได้รับความนิยมใช้ในขั้นตอนเริ่มต้นในการกำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจน
ในกระบวนการผลิตคอลลาเจนและเจลาตินจากหนังและกระดูกปลา (Idowu et al., 2020) ซึ่ง
คอลลาเจนสามารถละลายได้ดีในสารละลายกรดแต่ไม่ละลายในสารละลายด่าง (Li et al., 2013) 
อย่างไรก็ตามผลการทดลองยังแสดงให้เห็นอีกว่ากระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการแช่ตัวทำละลายเอทา-
นอล การฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และการบดเป็นผงไบโอแคลเซียม ไม่มีผลทำให้ปริมาณ 
ไฮดรอกซีโพรลีนเปลี่ยนแปลง (p>0.05) ดังนั้นผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ได้
จากกระบวนการผลิตข้างต้นยังคงอุดมไปด้วยคอลลาเจน และอาจรวมถึงสารประกอบอินทรีย์อ่ืน ๆ 
อีกด้วย  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 10 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่างกระบวนการผลิต
ขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 
หมายเหตุ : * ค่าเฉลี่ยทีม่ีตัวอักษรแตกต่างกันบนแท่งกราฟมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคญัที่ระดบั

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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1.6 รูปแบบโปรตีน 

การศึกษารูปแบบของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม ในระหว่าง

กระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม แสดงดังภาพที่ 10 พบรูปแบบโปรตีน

จากกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม ปรากฏแถบโปรตีน

จำนวนสองแถบ ที่ตำแหน่งเดียวกัน ซึ่งมีน้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ  133 และ 116 kDa ตามลำดับ 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ogawa และคณะ (2004) ที่ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนคอลลาเจนจาก

กระดูกปลาจากปลากระพงและปลาชีพส์เฮด พบว่าคอลลาเจนที่พบในกระดูกปลาดังกล่าวเป็นคอลลา

เจน type I ประกอบไปด้วยสายโซ่แอลฟา 2 สาย คือ α1 และ α2 น้ำหนักโมเลกุล 130 และ 110 

kDa ตามลำดับ ซึ่งคอลลาเจน type I เป็นคอลลาเจนไฟบริลลาร์ที่สำคัญ พบได้ในอวัยวะส่วนใหญ่ 

(Saito et al., 2001) และยังเป็นคอลลาเจนชนิดแรกที่แยกออกจากองค์ประกอบด้วยการแยกด้วย

กระแสไฟฟ้า (Sato et al.,1988) Li และคณะ (2013) รายงานว่าคอลลาเจนที่สกัดด้วยกรดจาก

กระดูกและหนังของปลาอินทรีย์ประกอบไปด้วยคอลลาเจน type I ซึ่งเป็น heterotrimer ที่มีสายโซ่

แอลฟา 2 สาย (α1 และ α2) นอกจากนี้ปวเรศวร์ และนลินรัตน์ (2558) ศึกษารูปแบบโปรตีน

คอลลาเจนการหนังปลานิล พบว่าเป็นคอลลาเจน type I และมีโครงสร้างแบบเกลียวสามสาย ดังนั้น

จากผลการทดลองบ่งชี้ให้เห็นว่าแถบโปรตีนที่พบในกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม ที่ผ่านกระบวนการ

ผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม คือ คอลลาเจน type I ที่ประกอบด้วยสายโซ่ α1 

และ α2 ซึ่งเป็นคอลลาเจนส่วนใหญ่ที่พบในส่วนของหนัง เอ็น และกระดูกในสัตว์ชั้นสูง (Akiyama 

et al., 2021) 
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ภาพที่ 11 รูปแบบโปรตีน (SDS – PAGE) ของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่างกระบวนการ
ผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 
หมายเหตุ : M = โปรตีนมาตรฐาน, 0 = กระดูกปลาสด, 1 = ฉีดนำ้แรงดันสูง, 2 = แช่สารละลายด่าง, 3 = แช่ตัว
ทำละลายเอทานอล, 4 = ผงไบโอแคลเซียม 

 

1.7 องค์ประกอบกรดอะมิโน 
 ปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ ที่เป็นองค์ประกอบของกระดูกปลาสด และผงไบโอแคลเซียม
จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามแสดงดังตารางที่ 9 พบว่า กระดูกปลาสด และผงไบโอแคลเซียมจาก
กระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม อุดมไปด้วยกรดอะมิโนจำเป็นครบทั้ง 10 ชนิด ได้แก่ Threonine (Thr), 
Valine (Val), Methionine (Met), Isoleucine (Ile), Leucine (Leu), Phenylalanine (Phe), 
Lysine (Lys) และ Tryptophan (Trp), Histidine (His) และ Arginine (Arg) นอกจากนี้ยังพบว่า
ผงไบโอแคลเซียมมีปริมาณกรดอะมิโน Proline (Pro), Glycine (Gly) และ Arginine (Arg) สูงกว่า
กระดูกปลาสดเล็กน้อย (p≤0.05) ซึ่งกรดอะมิโน Glycine (Gly), Alanine (Ala) และ Proline (Pro) 
ที่ตรวจพบในกระดูกปลาสดและไบโอแคลเซียมสามารถบ่งชี้ได้ว่าไบโอแคลเซียมมีโปรตีนคอลลาเจน
หลงเหลืออยู่ (de Paz-Lugo et at., 2018) ซึ่งมีรายงานว่า Glycine (Gly) เป็นกรดอะมิโนขนาดเล็ก
ซึ่งพบมากที่สุดในโปรตีนคอลลาเจนโดยพบมากถึงร้อยละ 33 นอกจากนี้  Glycine (Gly) มีบทบาท
สำคัญในโปรตีนโครงสร้างของคอลลาเจน อีกทั้งยังพบว่าเป็นส่วนประกอบของคอลลาเจนซึ่งอยู่ในทุก

ตำแหน่งที่ 3 ของสายโซ่ α’ ของคอลลาเจน (Chhum et al., 2016) ดังนั้นจากการตรวจพบกรดอะ
มิโนชนิดต่าง ๆ ในผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามโดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดอะมิโน 
Proline (Pro) และ Glycine (Gly) แสดงให้เห็นว่าไบโอแคลเซียมอุดมไปด้วยสารประกอบอินทรีย์ที่
สำคัญ คือคอลลาเจนเปปไทด์ และโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ มีรายงานว่า Toppe และคณะ (2007) ศึกษา
องค์ประกอบของกรดอะมิโนในกระดูกจากปลาแมคเคอเรล ปลาเทราต์ และปลาเฮอร์ริ่ง พบว่า

α1 
α2 

  M       0      1      2      3      4      

kDa 
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กระดูกปลาทั้ง 3 ชนิด มีองค์ประกอบกรดอะมิโนที่อุดมไปด้วย Glycine (Gly), Glutamine (Glu), 
Arginine (Arg), Proline (Pro) แล ะ  Asparagine (Asn) ใน ขณ ะที่ ก ระดู กป ลาคอด  (Gadus 
morhua) พบว่ามีองค์ประกอบกรดอะมิ โน เช่น เดียวกั บปลาทั้ ง 3 ชนิด ข้ างต้นแต่ ไม่พบ 
Tryptophan (Trp) (Jafarpour et al., 2020) ซึ่งปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ ที่พบในกระดูกปลา
สดและผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามมีปริมาณที่มีแตกต่างกันอาจเนื่องมาจาก
กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมขั้นตอนต่าง ๆ จะส่งผลทำให้พบปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ มีการ
เปลี่ยนแปลงไปโดยเฉพาะอย่างยิ่งกระบวนการแช่กระดูกปลาในสารละลายด่างโพแทสเซียมไฮดรอก
ไซด์ ซึ่งขั้นตอนนี้สามารถกำจัดโปรตีนชนิดอ่ืนที่ไม่ใช่คอลลาเจนออกไป โดยสารละลายด่างจะทำ
โมเลกุลของโปรตีนมีประจุลบมากข้ึน และมีประจุสุทธิห่างจากจุดไอโซอิเล็กตริก (isoelectric point, 
pI) ของโปรตีนจึงทำให้เศษเนื้อปลาที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบละลายออกจากระดูกมากขึ้น อาจ
ส่งผลทำให้เกิดการสูญเสียปริมาณกรดอะมิโนไปกับเศษเนื้อที่ติดกับกระดูกปลา (Benjakul et al., 
2017) ทำให้พบปริมาณของกรดอะมิโน Glycine (Gly), Alanine (Ala), Proline (Pro) และปริมาณ 
Hydroxyproline (Hyp) (ภาพที่ 7) ในผงไบโอแคลเซียมสูงกว่ากระดูกปลาสดเริ่มต้น ผลการทดลอง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Idowu และคณะ (2020) ที่ศึกษาการผลิตและองค์ประกอบของกรดอะมิ
โนชนิดต่าง ๆ ในไบโอแคลเซียมจากโครงกระดูกปลาแซลมอน พบว่าไบโอแคลเซียมจากโครงกระดูก
ปลาแซลมอนมีกรดอะมิโน Glycine (Gly) เป็นองค์ประกอบหลักแต่ไม่พบ Aspartic acid (Asp) 
นอกจากนี้ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพบว่ามีกรดอะมิโน Glycine (Gly) เป็นองค์ประกอบ
หลักเช่นกันแต่ไม่พบ Cystine (Cys) (Benjakul et al., 2017) เช่นเดียวกับการสกัดคอลลาเจนจาก
กระดูกและเกล็ดปลาจวด (Pogonia cromis) และปลา sheepshead seabream (Archosargus 
probatocephalus) โดยใช้สารละลายด่าง พบว่าคอลลาเจนที่สกัดได้มีกรดอะมิโน Proline (Pro), 
Glycine (Gly) และ Alanine (Ala) ที่เป็นกรดอะมิโนหลักที่ตรวจพบ และเป็นกรดอะมิโนที่เป็น
องค์ประกอบของคอลลาเจน (Ogawa et al., 2004)  
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ตารางท่ี 9 ปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ ที่เป็นองค์ประกอบของกระดูกปลาสด และผงไบโอ
แคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 

กรดอะมิโน (g/100 g) กระดูกปลาสด ผงไบโอแคลเซียม 

Aspartic acid 17.35 ± 0.22*a** 16.87 ± 0.06b 
Threonine 8.32 ± 0.09a 7.73 ± 0.36b 
Serine 11.06 ± 0.22a 10.03 ± 0.03b 
Glutamic acid 28.18 ± 0.43a 27.08 ± 0.16b 
Proline 29.64 ± 0.36b 30.62 ± 0.04a 
Glycine 60.83 ± 0.68b 65.07 ± 1.33a 
Alanine 25.41 ± 0.28a 25.68 ± 0.24a 
Cystine 1.42 ± 0.02a 0.83 ± 0.09b 
Valine 7.32 ± 0.06a 6.68 ± 0.14b 
Methionine 3.30 ± 0.02a 2.18 ± 0.30b 
Isoleucine 4.83 ± 0.05a 4.20 ± 0.11b 
Leucine 10.30 ± 0.19a 8.34 ± 0.05b 
Tyrosine 3.41 ± 0.03a 2.40 ± 0.05b 
Phenylalanine 6.41 ± 0.10a 5.49 ± 0.03b 
Histidine 3.08 ± 0.03a 1.19 ± 0.01b 
Lysine 10.37 ± 0.13a 8.63 ± 0.04b 
Arginine 19.76 ± 0.19a 19.72 ± 0.02b 
Tryptophan 0.50 ± 0.00a 0.13 ± 0.09b 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวแถวมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทีร่ะดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 
1.8 การเกิดออกซิเดชันของไขมัน 

ค่าการเกิดปฏิกิ ริยาออกซิ เดชันของไขมัน วัดด้วยวิธี  Thiobarbituric acid-reactive 
substances (TBARS) ของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามเมื่อผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จน
ได้เป็นผงไบโอแคลเซียมแสดงดังภาพที่ 11 พบว่าค่า TBARS ของกระดูกปลาจากกระบวนการผลิต
ขั้นตอนต่าง ๆ มีแนวโน้มลดลงจากกระดูกปลาสดเริ่มต้น ซ่ึงขั้นตอนการล้างกระดูกปลาด้วยเครื่องฉีด
น้ำแรงดันสูงจนถึงขั้นตอนสุดท้ายที่ได้ผงไบโอแคลเซียมมีค่า TBARS ลดลงจาก 2.66 ถึง 0.1 mg 
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MDA/kg sample ตามลำดับ ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันเป็นสิ่งที่ไม่พึงประสงค์ใน
อาหารทุกชนิดที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบรวมไปถึงวัตถุดิบเริ่มต้น หากไม่มีการกำจัดไขมันออกจาก
อาหารอาจจะทำให้เกิดกลิ่นเหม็นหืน และกลิ่นไม่พึงประสงค์รวมถึงการเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของ
ผลิตภัณฑ์  ซึ่ งทำให้ผลิตภัณฑ์ ไม่ เป็นที่ยอมรับจากผู้บริโภค ซึ่ งค่า TBARS เป็นค่าที่บ่ งบอก
เกิดปฏิกิริยาออกซิ เดชันของไขมันขั้นที่สอง (secondary product) ซึ่ งจะเกิดผลิตภัณฑ์ เป็น
สารประกอบที่ระเหยได้จากปฏิกิริยาออกซิเดชันคือ สารกลุ่มอัลดีไฮด์ ซึ่งมีกลิ่นเหม็นหืน และกลิ่นที่
ไม่ พึงประสงค์ พบว่ากระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการต่าง ๆ มีแนวโน้มการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันลดลง โดยเฉพาะอย่างยิ่งขั้นตอนการกำจัดไขมันออกจากกระดูก
ปลาด้วยตัวทำละลายเอทานอลจะทำให้ค่า TBARS ลดลงอย่างมาก เนื่องจากผลิตภัณฑ์ไม่มีไขมัน 
หรือสารตั้งต้นของเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ซึ่งสอดคล้องกับค่า TBARS และกลิ่นหืนของไบ
โอแคลเซียมจากปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบที่ได้ถูกทดสอบประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสโดยผู้
ทดสอบที่ได้รับการฝึกฝน ซึ่งพบว่าไบโอแคลเซียมมีค่า TBARS ลดลง และผู้ทดสอบที่ได้รับการฝึกฝน
ตรวจพบว่าไบโอแคลเซียมมีกลิ่นหืนลดลงเช่นกันเมื่อเทียบกับกระดูกปลาสดเริ่มต้น (Benjakul et 
al., 2017) 

 
ภาพที่ 12 ค่า Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) ของกระดูกปลาลูกผสมบึก
สยามในระหว่างกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 
หมายเหตุ : * ค่าเฉลี่ยทีม่ีตัวอักษรแตกต่างกันบนแท่งกราฟมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคญัที่ระดบั

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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1.9 ปริมาณสารประกอบท่ีระเหยได้ชนิดต่าง ๆ  
 ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ ของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามภายหลังแต่ละ
กระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมแสดงดังตารางที่ 10 พบว่าสารประกอบที่
ระเหยได้ที่ตรวจพบในตัวอย่างกระดูกปลาทุกกระบวนการผลิต  และผงไบโอแคลเซียมสามารถแบ่ง
ออกได้เป็นกลุ่มต่าง ๆ ได้แก่ อัลดีไฮด์ คีโตน แอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ และอ่ืนๆ เป็นต้น อย่างไรก็
ตามกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามมีปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้กลุ่มต่าง ๆ ลดลง เมื่อผ่าน
กระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมในขั้นตอนสุดท้าย เนื่องจากใน
กระบวนการผลิตได้มีการกำจัดโปรตีนออกจากกระดูกปลาโดยใช้สารละลายด่าง ตามด้วยการกำจัด
ไขมันโดยใช้ตัวทำละลายเอทานอล และการใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในการฟอกสีกระดูกปลา จึงทำ
ให้ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้กลุ่มต่าง ๆ ลดลงจากกระดูกสดเริ่มต้นเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งสารประกอบที่ระเหยได้ที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ซึ่งสารประกอบที่ระเหยได้ที่
พบมากที่สุดในตัวอย่างกระดูกปลาสดเริ่มต้นดังกล่าวเป็นสารที่อยู่ในกลุ่มอัลดีไฮด์ และกรดอินทรีย์ 
เช่น benzaldehyde และ hexanoic acid เป็นต้น จากผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบที่
ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ แสดงให้เห็นว่ามีความสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ค่าการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมัน (TBARS) ในตัวอย่างกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิต
ขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม (ภาพที่ 11) โดยพบว่ากระดูกปลาสดเริ่มต้นมีค่า TBARS 
สูงกว่าตัวอย่างอ่ืน เนื่องมาจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในขั้นต้น ( innitiation) และขั้น
เพ่ิมจำนวน (propagation) ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นสารประกอบที่ระเหยได้ ซึ่งเป็นสารกลุ่มอัลดีไฮด์
และคีโตน (Thomas, 1971) Benjakul และคณะ (2017) รายงานว่าไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลา
ทูน่าพันธุ์ท้องแถบ (skipjack tuna) ที่ผลิตจากกระดูกปลาทูน่านึ่ง มีปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้มี
แนวโน้มลดลงเมื่อผ่านกระบวนการแปรรูปต่าง ๆ ได้แก่ การฉีดน้ำแรงดันสูง การแช่สารละลายด่าง 
การแช่ตัวทำละลายเฮกเซน และการฟอกสีด้วยโซเดียมไฮโปรคลอไรด์ตามด้วยไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ และบดให้เป็นผงไบโอแคลเซียม แต่ไม่พบสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ ในไบโอ
แคลเซียม (Benjakul et al., 2017) ซึ่งจากผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ใน
ตัวอย่างกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามทุกกระบวนการ พบว่าสารประกอบที่ระเหยได้ที่พบมากท่ีสุด คือ 
Benzaldehyde ตามด้วย Nonanal และ Hexanal แต่จะพบว่ามีปริมาณลดลงเมื่อนำกระดูกปลามา
ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ ถึงกระบวนการสุดท้ายจนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม  โดย
สารประกอบที่ระเหยได้ทั้ง 3 ชนิดนี้ เป็นสารที่อยู่ในกลุ่มอัลดีไฮด์ ซึ่งเป็นสารตัวกลางในการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในอาหาร (Ross and Smith, 2006) อย่างไรก็ตามสาร Hexanal 
จะมีกลิ่นที่เฉพาะตัวคือกลิ่นหืน (Rancid) ที่มีกลิ่นคล้ายกับหญ้าหรือหญ้าสด (Grassy or fresh 
green aroma) ซึ่งไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภคในผลิตภัณฑ์อาหาร (Fu et al., 2020) นอกจากนี้ 
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Sae–Laew และ Benjakul (2015) ยังรายงานอีกว่า Hexanal และ Nonanal เป็นสารประกอบที่
ระเหยได้หลักที่พบในการสกัดเจลาตินจากหนังปลากระพงขาว ดังนั้นกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียม
จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามด้วยขั้นตอนต่าง ๆ ได้แก่ การฉีดน้ำแรงดันสูง การแช่น้ำด่าง
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ การแช่ตัวทำละลายเอทานอล และการฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ก่อนบดให้เป็นผงไบโอแคลเซียม สามารถกำจัดหรือลดปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ในกระดูกปลา
ลูกผสมบึกสยามได้ ซึ่งส่งผลดีในด้านการลดกลิ่นเหม็นหืน กลิ่นคาวปลา และกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ใน
ผงไบโอแคลเซียมซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายของกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียม 
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ตารางท่ี 10 ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ ของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในระหว่าง
กระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 

สารประกอบท่ีระเหยได้ 
ตัวอย่าง 

(0) (1) (2) (3) (4) 

Aldehydes           
   Dimethyl ether 2.40 ND ND ND ND 
   Pentanal 2.24 ND ND ND ND 
   Hexanal 15.74 14.73 13.94 17.38 15.60 
   Octanal 2.69 1.89 ND 3.20 2.68 
   Heptenal 2.51 2.69 3.38 ND 2.12 
   Nonanal 15.96 9.31 7.12 24.63 17.92 
   Benzaldehyde 40.09 26.85 20.08 36.07 37.75 
Ketones           
   3-Octanone, 2-methyl- 1.93 ND ND ND ND 
Alcohols           
   1-Penten-3-ol 2.56 3.61 3.29 ND ND 
   1-Hexanol 3.73 5.35 5.59 3.01 4.78 
   1-Octen-3-ol 12.80 17.12 14.84 19.76 18.57 
   Benzyl alcohol 3.58 1.39 1.65 ND 1.60 
Acids           
   Formic acid, octyl ester 14.82 24.26 31.42 0.00 29.61 
   Hexanoic acid, anhydride 2.68 1.88 ND ND ND 
   Pentanoic acid 7.49 ND ND ND ND 
   Acetic acid, phenylmethly ester 3.53 6.87 40.52 ND 11.14 
   Hexanoic acid 17.74 19.66 2.24 ND ND 
   Heptanoic acid 4.30 4.16 ND ND ND 
   Octanoic acid 4.39 5.58 ND ND ND 
   Nonanoic acic 4.66 5.61 ND ND ND 
Others           
   Phenol 2.37 ND ND ND ND 
   2(3H)-Furanone, dihydro-5-pentyl- 3.30 ND 5.89 0.00 2.45 
   Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 2.66 ND ND 4.90 3.76 

หมายเหตุ : 0 = กระดูกปลาสด, 1 = ฉีดน้ำแรงดันสูง, 2 = แช่สารละลายด่าง, 3 = แช่ตัวทำละลายเอทานอล, 4 = 
ผงไบโอแคลเซยีม 

  ค่าที่แสดงเป็นพ้ืนท่ีใต้กราฟ (×106)  
  ND = ไม่พบ 
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1.10 โครงสร้างทางผลึก โดยใช้เทคนิคการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ (X-ray powder diffraction, 
XRD)  
 จากการวิเคราะห์โครงสร้างทางผลึกของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิต
ขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมโดยใช้เทคนิคการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ (X-ray powder 
diffraction, XRD) จากภาพที่ 12 จากผลการทดลองพบว่ากระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการต่าง ๆ พบ
มุมกระเจิงของรังสีเอกซ์ที่ตำแหน่ง 25.888, 32.188, 39.788, 47.788, 49.528 และ 53.208 ซึ่ง
ตรงกันกับผลึกของไฮดรอกซีอพาไทต์  (Hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2), HA) ในฐานข้อมูล 
(JCPDF: 01-084-1998) ซึ่งมีโครงสร้างผลึกแบบ Hexagonal (Piccirillo et al., 2013) มีรายงานว่า
เมทริกซ์ในกระดูกปลาเริ่มต้นจะเปลี่ยนแปลงเป็นผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ เนื่องมาจากการสร้าง
นิวเคลียสและการขยายตัวของนาโนคริสตัลแบบ Hexagonal – dipyramidal ในอนุภาคภายใต้
อุณหภูมิสูง (Benjakul et al., 2017) ผงแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ (skipjack 
tuna) ที่ เตรียมโดยวิธีการเผาที่ อุณหภูมิ  1,100 องศาเซลเซียส มีค่าร้อยละการเกิดผลึก (% 
Crystalality) ของไฮดรอกซีอะพาไทต์สูงกว่ากระดูกเริ่มต้น (Benjakul et al., 2017) Benjakul และ
คณะ (2017) ศึกษาคุณลักณะของผงไบโอแคลเซียมและแคลเซียมสารอนินทรีย์จากการเผากระดูก
ปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบ (skipjack tuna) โดยวิเคราะห์โครงสร้างผลึกด้วยเทคนิค XRD พบว่าผงไบโอ
แคลเซียมและแคลเซียมจากการเผากระดูกปลาที่อุณหภูมิสูง (1,100 องศาเซลเซียส) มีโครงสร้างผลึก
ที่เหมือนกัน ดังนั้นกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามขั้นตอนต่าง ๆ จน
ได้เป็นผงไบโอแคลเซียม ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้างทางผลึกของผงไบโอแคลเซียม 
 

 
ภาพที่ 13 การเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิตใน
ขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 
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1.11 การศึกษาหมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FTIR 
จากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอน

ต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectrophotometer 
(FTIR) (ภาพที่ 13) ผลการทดลองพบหมู่ amide I ในตัวอย่างกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการผลิต
ขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม ที่เลขคลื่น 1651 cm-1 มาจากการสั่นสะเทือนของการยืด
ตัวของหมู่คาร์บอนิลในเปปไทด์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน (Kristoffersen et al., 
2019) โดยหมู่ amide I ที่พบมีค่าความสูงของพีคลดลงเมื่อกระดูกปลาผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอน
ต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม เนื่องจากนำกระดูกปลามาผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จะ
ส่งผลให้เศษเนื้อที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ ถูกกำจัดออกจากกระดูกปลา ทำให้พบหมู่ amide I ที่
ลดลง นอกจากนี้ amide II ที่พบมีเลขคลื่น 1534 cm-1 จะเกี่ยวข้องกับการงอที่ตำแหน่ง N-H และ
การยืดตัวของ C-N สำหรับแถบ amide III พบที่เลขคลื่น 1235 cm-1 เกี่ยวข้องกับการยืดตัวของ C-
N และ N-H ซึ่งแสดงถึงโครงสร้างของคอลลาเจน ดังนั้นกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอน
ต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม จะมีคอลลาเจนเป็นองค์ประกอบในโครงสร้าง นอกจากนี้ตำแหน่ง
ที่เลขคลื่น 1046, 601 และ 568 cm-1 ซึ่งเป็นการสั่นของหมู่ฟอสเฟต (PO4

-3, O-P) และที่ตำแหน่ง
เลขคลื่น 3347 และ 3420 cm-1 เกี่ยวของกับการยืดของหมู่ไฮดรอกซิล (OH) ของโมเลกุลของน้ำ
และไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Pal et al., 2017) อย่างไรก็ตามในตัวอย่างกระดูกปลาสดและกระดูกปลาที่
ผ่านการฉีดน้ำแรงดันสูงจะพบการสั่นที่เลขคลื่น 2917 และ 2853 cm-1  ซึ่งเป็นการสั่นของหมู่ C-H 
ของโปรตีนและไขมัน และจะไม่พบหมู่ดังกล่าวในผงไบโอแคลเซียม แสดงให้เห็นว่าไบโอแคลเซียมเป็น
ผลิตภัณฑ์ท่ีปราศจากไขมันและโปรตีนจากกล้ามเนื้อปลา เนื่องจากกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ มี
ผลกำจัดเศษเนื้อ และไขมันที่ยังหลงเหลืออยู่ในกระดูก  
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ภาพที่ 14 FTIR spectrum ของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการ
ผลิตในขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม  
 

1.12 โครงสร้างสัณฐานวิทยา 
การศึกษาโครงสร้างสัณฐานวิทยาของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิตไบ

โอแคลเซียมขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม โดยใช้ เทคนิคถ่ายภาพอิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (SEM) แสดงดังภาพที่ 14 พบว่าโครงสร้างทางจุลภาคตัวอย่างกระดูกสดเริ่มต้น (ภาพที่ 14 (0)) 
มีลักษณะเกาะกันเป็นกลุ่มก้อนผลึก Hexagonal เมื่อผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็น
ผงไบโอแคลเซียม (ภาพที่ 14 (4)) ที่มีลักษณะเป็นก้อนขนาดเล็กกระจายตัวออกจากกัน ซ่ึงโครงสร้าง
ทางจุลภาคของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม (ภาพที่ 14 (0)) และกระดูกที่ผ่านการฉีดน้ำด้วยเครื่อง
ฉีดน้ำแรงดันสูง (ภาพที่ 14 (1)) ที่มีลักษณะเกาะกันเป็นกลุ่มก้อน เนื่องจากกระดูกปลายังมีโปรตีน 
ไขมันรวมอยู่ด้วยจึงมีหลายโครงสร้างเกาะรวมกันเป็นกลุ่มก้อน แต่เมื่อนำกระดูกปลามาผ่าน
กระบวนการผลิตขั้นตอนการฉีดน้ำแรงดันสูง (ภาพที่ 14 (2, 3)) จนได้เป็นไบโอแคลเซียมที่มีลักษณะ
เป็นก้อนขนาดเล็กกระจายตัวออกจากกัน ซึ่งผงไบโอแคลเซียมที่ได้นี้ได้ผ่านการกำจัดเศษเนื้อที่มี
โปรตีนและไขมันเป็นองค์ประกอบออกไป ทำให้ได้เป็นไบโอแคลเซียมที่มีความบริสุทธิ์มากกว่ากระดูก
ปลาสดที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นต้น ซึ่งตัวอย่างผงกระดูกปลาที่มีลักษณะการจับตัวเป็นกลุ่มก้อน
ขนาดใหญ่ อาจเนื่องมาจากโครงสร้างทางเคมีของไฮดรอกซีอะพาไทต์สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจน
และหมู่ฟังก์ชัน ไฮดรอกซิลที่มีภายในโครงสร้างไฮดรอกซีอะพาไทต์ในสภาวะที่มีความชื้นในอากาศสูง 
(กันตวัฒน์, 2555) สอดคล้องกับผลการทดลอง FTIR (ภาพที่ 13) ที่ในตัวอย่างกระดูกปลาสดพบ
หมู่ไฮดรอกซิล (OH) ที่เป็นองค์ประกอบของโมเลกุลของน้ำ และมีความสูงของพีคลดลงเมื่อผ่าน
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กระบวนการผลิตต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม เนื่องจากกระบวนการผลิตแต่ละขั้นตอนจะมีการ
กำจัดน้ำจากกระบวนการอบแห้งกระดูกปลาจนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมที่แห้งหรือมีความชื้นต่ำ 

การกระจายตัวของแร่ธาตุ (EDX mapping) ของพ้ืนผิวกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามจาก

กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมในขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม แสดงในภาพที่ 15 พบ

การกระจายตัวของแร่ธาตุต่าง ๆ ได้แก่ แคลเซียม (Ca) และฟอสฟอรัส (P) นอกจากนี้ยังรวมถึงธาตุที่

เป็นองค์ประกอบของสารประกอบอินทรีย์ เช่น คาร์บอน (C) ไนโตรเจน (N) และออกซิเจน (O) ซึ่ง

ธาตุเหล่านี้สามารถพบเป็นองค์ประกอบได้ทั่วไปในกระดูกปลา โดยเป็นส่วนประกอบของโครงสร้าง

กระดูก และโครงสร้างเส้นใยคอลลาเจนกับแคลเซียมฟอสเฟตที่อยู่ในรูปผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

(Ca10(PO4)6OH2) (Benjakul et al., 2017) เมื่อนำกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามสด ซึ่งมีการกระจาย

ตัวของธาตุ C N O Ca และ P อย่างหนาแน่น (ภาพที่  15 (a)) มาผ่านกระบวนการผลิตไบโอ

แคลเซียมในขั้นตอนต่าง ๆ ได้แก่ การฉีดล้างด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง การแช่สารละลายด่าง

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ จะพบว่าธาตุแคลเซียมและฟอสฟอรัสมีการกระจาบตัวของธาตุมากและ

หนาแน่นขึ้น  (ภาพที่  15 (b, c)) แต่คาร์บอน (C) ไนโตรเจน (N) และออกซิเจน (O) ซึ่งเป็น

องค์ประกอบของของสารประกอบอินทรีย์ ได้แก่ โปรตีน และไขมัน พบว่ามีการกระจายตัวน้อยลง

มาก เนื่องจากกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมที่ใช้สารละลายด่างโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ และ

กระบวนการกำจัดไขมันด้วยตัวทำละลายเอทานอล สามารถกำจัดสารประกอบอินทรีย์ เช่น โปรตีน 

ไขมัน ที่มีธาตุ คาร์บอน (C) ไนโตรเจน (N) และออกซิเจน (O) เป็นองค์ประกอบออกจากกระดูกได้ 

ทำให้กระดูกมีความสะอาดเพ่ิมขึ้น และมีสารประกอบอินทรีย์ลดลง ส่วนการแช่ตัวทำละลายเอทา

นอล และการฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไม่มีผลทำให้ปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัส และ

สารประกอบ อนินทรีย์ (ภาพที่ 15 (d, e)) เปลี่ยนแปลงไปมากนัก ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากภาพการ

กระจายตัวของธาตุแบบ mapping analysis โดยใช้ SEM-EDX แสดงให้เห็นว่ากระบวนการผลิตไบ

โอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามขั้นตอนต่าง ๆ สามารถกำจัดสารประกอบอินทรีย์ คือ 

โปรตีน และไขมันที่ไม่ต้องการออกไป และให้เหลือสารประกอบอนินทรีย์แคลเซียม และฟอสฟอรัส 

รวมถึงสารประกอบอินทรีย์คอลลาเจน และเปปไทด์ในผงไบโอแคลเซียม 
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ภาพที่ 15 โครงสร้างทางสัณฐานวิทยาของกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการผลิต
ขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียมที่กำลังขยาย 1500 เท่า 
 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) แช่สารละลายด่าง (0) กระดูกปลาสด 

(3) แช่ตัวทำละลายเอทานอล (4) ผงไบโอแคลเซยีม 

(1) ฉีดน้ำแรงดันสูง 
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ภาพที่ 16 การวิเคราะห์การกระจายตัวของธาตุแบบ mapping analysis โดยใช้ SEM-EDX ของ
กระดูกปลาลูกผสมบึกสยามท่ีผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม 
หมายเหตุ : a = กระดูกปลาสด, b = ฉีดน้ำแรงดันสูง, c = แช่สารละลายด่าง, d = แช่ตัวทำละลายเอทานอล, e = 
ผงไบโอแคลเซยีม 

a 

b 

c 

d 

e 
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ตอนที่ 2 การศึกษาเปรียบเทียบคุณลักษณะของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูก

ปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า 

2.1 องค์ประกอบทางเคมี  
 องค์ประกอบทางเคมีของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
และแคลเซียมทางการค้าแสดงดังตารางที่ 11 พบว่า ไบโอแคลเซียมมีปริมาณความชื้น โปรตีน และ
ไขมันสูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์ และแคลเซียมทางการค้า (p≤0.05) ส่วนแคลเซียมอนินทรีย์มีปริมาณ
ความชื้นไม่แตกต่างจากแคลเซียมทางการค้า และมีปริมาณเถ้าสูงถึงร้อยละ 97.00 ± 1.48 ซ่ึง
มากกว่าไบโอแคลเซียม และแคลเซียมทางการค้าท่ีมีปริมาณเถ้าร้อยละ 68.15 ± 3.60 และ 90.90 ± 
2.03 ตามลำดับ นอกจากนี้ยังพบว่าแคลเซียมทางการค้ามีปริมาณเถ้าเป็นองค์ประกอบหลัก ส่วน
ปริมาณโปรตีน ไขมัน และความชื้นพบเพียงเล็กน้อยเท่านั้น อย่างไรก็ตามปริมาณโปรตีนที่พบในไบโอ
แคลเซียมร้อยละ 2.86 ± 0.13  ซึ่งมากกว่าตัวอย่างแคลเซียมอนินทรีย์ และแคลเซียมทางการค้า ซึ่ง
เหตุผลที่ไบโอแคลเซียมมีปริมาณโปรตีนสูงเนื่องมาจากกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจะใช้
กระบวนการผลิตที่ไม่รุนแรงต่าง ๆ คือ กระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง การแช่สารละลายด่าง การแช่ตัว
ทำละลายเอทานอล และการฟอกสีก่อนบดให้เป็นผงไบโอแคลเซียม ทำให้ไบโอแคลเซียมที่ได้ยังคงมี
สารอินทรีย์คอลลาเจน เปปไทด์ และกรดอะมิโนเหลืออยู่ในปริมาณที่สูง ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
วิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (ภาพที่ 9) รูปแบบโปรตีน (ภาพที่ 10) และปริมาณกรดอะมิโน
ต่างๆ ที่เป็นองค์ประกอบ (ตารางที่ 9) ของไบโอแคลเซียมจากตอนที่ 1 ซึ่งโปรตีนส่วนใหญ่ที่พบใน
กระดูกสัตว์คือคอลลาเจน (Gistelinck et al., 2016) แต่ไม่พบว่ามีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนใน
แคลเซียมอนินทรีย์ และแคลเซียมทางการค้า ซึ่งไฮดรอกซีโพรลีนเป็นอนุพันธ์ของกรดอะมิโนโพรลีน 
โดยพบว่าเป็นองค์ประกอบเฉพาะและเป็นเอกลักษณ์ของคอลลาเจนและเจลาติน (Stoilov et al., 
2018) แต่แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านกระบวนการเผาที่อุณหภูมิสูง 
1,100 องศาเซลเซียส จะทำให้สารประกอบอินทรีย์ในกระดูกปลาสลายหายไปกับความร้อน จึงไม่
พบว่ามีปริมาณโปรตีน และไขมัน คงเหลือแต่สารประกอบอนินทรีย์ (Benjakul et al., 2017) ขณะที่
แคลเซียมทางการค้า เป็นแคลเซียมชนิดแคลเซียมคาร์บอเนต มีรายงานว่าแคลเซียมจากกระดูกปลา
เป็นแคลเซียมที่อยู่ในรูปแบบไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Ca10(PO4)6(OH)2) (Benjakul et al., 2017) และ
ยังมีรายงานอีกว่าการเผากระดูกสัตว์ที่อุณหภูมิสูง (›1000 องศาเซลเซียส) ทำให้ได้สารประกอบอนิ
นทรีย์ที่ค่าอัตราการซึมผ่านของน้ำต่ำ และมีความสามารถในการจับกับน้ำลดลง (เอกสิทธิ์ และคณะ, 
2563)  
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ตารางท่ี 11 องค์ประกอบทางเคมีของไบโอแคเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึก
สยาม และแคลเซียมทางการค้า 

ตัวอย่าง องค์ประกอบทางเคมี (% โดยน้ำหนักสด) 

ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถ้า 
ไบโอแคลเซียม 1.42 ± 0.45*a** 2.86 ± 0.13a 0.07 ± 0.03a 68.15 ± 3.60c 
แคลเซียมอนินทรีย ์ 0.39 ± 0.28b 0.07 ± 0.02c 0.03 ± 0.01b 97.00 ± 1.48a 
แคลเซียมทางการค้า 0.93 ± 0.37b 1.68 ± 0.34b 0.05 ± 0.02ab 90.90 ± 2.03b 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดั บ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 

2.2 ค่าสี 
 ค่าสีของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียม
ทางการค้า แสดงดังตารางที่ 12 พบว่าตัวอย่างไบโอแคลเซียมและแคลเซียมทางการค้ามีค่าความ
สว่าง (L*) และค่าความต่างของสี ∆E* ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) ส่วนค่า a* 
แสดงถึงค่าความเป็นสีเขียว (-a*) และสีแดง (+a*) จากผลการทดลองแคลเซียมทั้ง 3 ตัวอย่างมีค่า
ค่อนไปทางสีเขียว (-a*) โดยแคลเซียมอนินทรีย์มีความเป็นสีเขียว (-a*) มากที่สุด (-3.09 ± 0.07) 
ตามด้วยไบโอแคลเซียม (-1.43 ± 0.02) และแคลเซียมทางการค้า (-1.26 ± 0.02) อย่างไรก็ตามค่า 
b* แสดงถึงค่าความเป็นสีน้ำเงิน (-b*) และสีเหลือง (+b*) จากผลการทดลองพบว่าไบโอแคลเซียมมี
ค่าความเป็นสีเหลือง (+b*) สูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์และแคลเซียมทางการค้า เมื่อพิจารณามองผง
แคลเซียมทั้ง 3 ชนิด ด้วยตาเปล่า พบว่าผงไบโอแคลเซียมมีสีขาวนวล ปนสีเหลืองอ่อน เนื่องจาก
ผงไบโอแคลเซียมผ่านกระบวนการฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ทำให้ไบโอแคลเซียมมีสีขาว
สว่างมากขึ้น อย่างไรก็ตามจากการวิเคราะห์ปริมาณไขมันในไบโอแคลเซียม ตารางที่ 11 พบว่าไบโอ
แคลเซียมมีปริมาณไขมันร้อยละ 0.07 ± 0.03 ซึ่งปริมาณไขมันที่หลงเหลืออยู่ในไบโอแคลเซียมมี
โอกาสเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ ทำให้ไบโอแคลเซียมเกิดการเปลี่ ยนแปลงจากสีขาวเป็นสีเหลือง
อ่อน ซึ่งจากรายงานการวิจัยของ Hamre และคณะ (2003) ที่ศึกษาการเก็บรักษาเนื้อปลาเฮอร์ริ่งใน
ระหว่างการแช่เยือกแข็ง พบว่าในระหว่างการเก็บรักษาเนื้อปลาเฮอร์ริ่งที่อุณหภูมิแช่เยือกแข็ง (<-18 
องศาเซลเซียส) พบว่าจะมีค่าความเป็นสีเหลือง และค่า TBARS ที่สูงขึ้น ซึ่งเกี่ยวข้องกับการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน นอกจากนี้ไขมันที่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันจะได้ผลิตภัณฑ์เป็น
สารประกอบคาร์บอนิลและอัลดีไฮด์ ซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาสีน้ำตาลที่ไม่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ 
(non-enzymatic reaction) จึงทำให้มีค่าความเป็นสีเหลือง (+b*) สูงขึ้น ส่วนแคลเซียมอนินทรีย์
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จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ผ่านการเผาที่อุณหภูมิ 1,100 องศาเซลเซียส เพ่ือกำจัดสารอินทรีย์ 
ได้แก่ โปรตีน และไขมัน ให้สลายหายไป ทำให้ผงแคลเซียมอนินทรีย์ที่ได้ ไม่มีสารตั้งต้นสำหรับ
ปฏิกิริยาสีน้ำตาลที่ไม่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ (non-enzymatic reaction) นอกจากนี้เม็ดสีบางชนิด
โดยเฉพาะไมโอโกลบิน และฮีโมโกลบินยังถูกทำลายในระหว่างการเผา (Benjakul et al., 2017) 
 
ตารางท่ี 12 ค่าสีของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และ
แคลเซียมทางการค้า 
ตัวอย่าง L* a* b* ∆E* 

ไบโอแคลเซียม 49.18 ± 0.37*a** -1.43 ± 0.02b 5.93 ± 0.04a 51.00 ± 0.35b 
แคลเซียมอนินทรีย์ 44.07 ± 0.41b -3.09 ± 0.07c 2.96 ± 0.13b 55.76 ± 0.39a 
แคลเซียมทางการค้า 49.58 ± 0.08a -1.26 ± 0.02a 1.68 ± 0.05c 50.49 ± 0.08b 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 
 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 17 ภาพถ่ายแสดงลักษณะของผงไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสม
บึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า 
 
2.3 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน 
 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึก
สยาม และแคลเซียมทางการค้าแสดงดังตารางที่ 13 พบว่าปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนจะพบเฉพาะใน
ตัวอย่างผงไบโอแคลเซียมซึ่งพบในปริมาณ 27.70 ± 2.84 mg/g sample แต่ไม่พบปริมาณไฮดรอกซี
โพรลีนในแคลเซียมอนินทรีย์  และแคลเซียมทางการค้า  จากผลการทดลองแสดงให้ เห็นว่า 
กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมด้วยกระบวนการที่ไม่รุนแรงโดยการนำกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม

       ผงไบโอแคลเซียม                ผงแคลเซียมอนินทรยี์              ผงแคลเซียมทางการค้า 
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มาผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ จนได้เป็นผงไบโอแคลเซียม ได้แก่ การฉีดน้ำแรงดันสูง การแช่
สารละลายด่าง การแช่ตัวทำละลายเอทานอล และการฟอกสีก่อนบดเป็นผงไบโอแคลเซียม จะทำให้
กระดูกปลายังคงหลงเหลือสารประกอบอินทรีย์ คือ คอลลาเจนอยู่ในโครงสร้างในปริมาณที่สูง ซึ่งไฮ
ดรอกซีโพรลีนเป็นอนุพันธ์กรดอะมิโนโพรลีนที่พบเฉพาะในคอลลาเจน (Stoilov et al., 2018) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยการสกัดคอลลาเจนจากเกล็ดปลากะพงแดงโดยใช้น้ำร้อนอุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส จะทำให้ได้เปปไทด์ที่มีความยาวสายที่สั้นและได้ร้อยละผลผลิตคอลลาเจนต่ำกว่าการ
ไม่ใช้ความร้อน (ฉลองขวัญ และคณะ, 2551) อย่างไรก็ตามแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลา
ลูกผสมบึกสยามที่ผ่านการเผาด้วยการใช้ความร้อนสูงที่ อุณหภูมิ 1,100 องศาเซลเซียส ทำให้
แคลเซียมที่ได้ไม่หลงเหลือสารประกอบอินทรีย์โดยเฉพาะอย่างยิ่งคอลลาเจน จึงทำให้ไม่พบว่ามี
ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนในตัวอย่างแคลเซียมอนินทรีย์ ดังนั้นการใช้กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียม
ด้วยกระบวนการที่ไม่รุนแรงข้างต้น ไม่เพียงแต่จะทำให้ได้สารประกอบอนินทรีย์แคลเซียมและ
ฟอสฟอรัสเท่านั้น แต่ยังทำให้ได้สารประกอบอินทรีย์ คอลลาเจน และเปปไทด์ที่จับกับแคลเซียม
ไอออน (peptide binding Ca2+) ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ มีรายงานว่าคอลลาเจนและคอลลาเจน
ไฮโดรไลเซต มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ (Wang et al., 2013) อีกทั้งคอลลาเจนที่มีโมเลกุลขนาด
เล็กสามารถให้ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระได้ดี (Lassoued et al., 2015) ต้านมะเร็ง (Yamazaki 
etal., 2020) ต้ าน ก าร อั ก เสบ  (Offengenden et al., 2018) ยั บ ยั้ ง เอน ไซ ม์  angiotensin-I 
converting enzyme (ACE) (Fu et al., 2016)  
 
ตารางท่ี 13 ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนของไบโอแคลเซียมของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จาก
กระกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า 

ตัวอย่าง 
ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน 

(mg/g sample) 

ไบโอแคลเซียม 27.70 ± 2.84a 
แคลเซียมอนินทรีย์ 0.00 ± 0.05b 
แคลเซียมทางการค้า 0.00 ± 0.00b 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภม์ีความแตกต่างกนัทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทีร่ะดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 
 
 



 76 

2.4 ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ  
 ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ ของไบโอแคลเซียม และแคลเซียมอนินทรีย์จาก
กระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม แสดงดังตารางที่ 14 พบว่าปริมาณของสารประกอบที่ระเหยได้ชนิด  
ต่าง ๆ ในไบโอแคลเซียมพบมากกว่าแคลเซียมอนินทรีย์ ซึ่งสารประกอบที่ระเหยได้ส่วนใหญ่ที่พบ
ในไบโอแคลเซียมเป็นสารประกอบในกลุ่มของอัลดีไฮด์ (Aldehyde) โดยพบว่าสารกลุ่มนี้ เป็น
ผลิตภัณฑ์จากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน เช่น Heptanal, Octanal และ Nonanal โดย
สารประกอบทั้ง 3 ชนิดนี้จะพบในไบโอแคลเซียมมากกว่าแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสม
บึกสยาม ซึ่งเกิดจากการออกซิเดชันของไขมันไม่อ่ิมตัว  (Polyunsaturated fatty acid, PUFA) 
(Iglesias and Medina, 2008) จากการวิเคราะห์ปริมาณไขมันในไบโอแคลเซียม (ตารางที่ 11) 
พบว่าไบโอแคลเซียมยังมีไขมันหลงเหลืออยู่ ซึ่งไขมันที่หลงเหลืออาจเป็นสารตั้งต้น (substrate) ของ
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในไบโอแคลเซียม นอกจากนี้ยังพบว่าไบโอแคลเซียมมี
สารประกอบที่ระเหยได้กลุ่มแอลกอฮอล์ แอลดีไฮด์ และคีโตนในปริมาณที่สูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์
จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม ซึ่งสารประกอบที่ระเหยได้ในกลุ่มแอลกอฮอล์ แอลดีไฮด์ และ คีโตน 
เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการสลายตัวของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Girad and Durance, 2000) 
ดังนั้นแคลเซียมอนินทรีย์ที่ผ่านกระบวนการเผาโดยใช้อุณหภูมิสูง (1,100 องศาเซลเซียส) จะส่งผลทำ
ให้สารประกอบที่ระเหยได้บางชนิดสลายไปได้มากกว่าไบโอแคลเซียมที่ผลิตด้วยกระบวนการที่ไม่
รุนแรง ซึ่งผลการทดลองมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ Benjakul และคณะ (2017) ที่ได้ศึกษา
ประมาณสารประกอบที่ระเหยได้ในไบโอแคลเซียม และแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์
ท้องแถบ (skipjack tuna) พบว่าปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ ในแคลเซียมอนินทรีย์ที่
ผ่านกระบวนการเผาที่อุณหภูมิสูงกว่า 900 องศาเซลเซียส มีปริมาณลดลงเป็นอย่างมากเมื่อเทียบ
กับไบโอแคลเซียม 
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ตารางท่ี 14 ปริมาณสารประกอบที่ระเหยได้ชนิดต่าง ๆ ของไบโอแคเซียม และแคลเซียมอนินทรีย์
จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
สารประกอบท่ีระเหยได ้ ไบโอแคลเซยีม แคลเซยีมอนินทรยี ์
Aldehydes  

 
     Dimethyl ether ND ND 
     Pentanal ND ND 
     Hexanal 15.60 ND 
     Octanal 2.68 ND 
     Heptenal 2.12 ND 
     Nonanal 17.92 9.33 
     Benzaldehyde 37.75 ND 
Ketones  

 
     3-Octanone, 2-methyl- ND ND 
Alcohols  

 
     1-Penten-3-ol ND ND 
     1-Hexanol 4.78 6.94 
     1-Octen-3-ol 18.57 13.08 
     Benzyl alcohol 1.60 3.10 
Acids  

 
     Formic acid, octyl ester 29.61 30.38 
     Hexanoic acid, anhydride ND ND 
     Pentanoic acid ND ND 
     Acetic acid, phenylmethly ester 11.14 ND 
     Hexanoic acid ND ND 
     Heptanoic acid ND ND 
     Octanoic acid ND ND 
     Nonanoic acic ND ND 
Other  

 
     Phenol ND ND 
     2(3H)-Furanone, dihydro-5-pentyl- 2.45 ND 
     Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 3.76 2.50 

หมายเหต ุ : ค่าที่แสดงเป็นพ้ืนท่ีใต้กราฟ (×106)  
  ND = ไม่พบ 
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2.5 กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน 
 กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน DPPH• (ภาพที่ 17 (A)) และ ABTS• (ภาพที่ 17 (B)) ของไบโอ
แคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า พบว่า
แคลเซียมอนินทรีย์มีกิจกรรมการต้านออกซิเดชัน DPPH• และ ABTS•  สูงกว่าไบโอแคลเซียมและ
แคลเซียมทางการค้าอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) ซึ่งกิจกรรมการต้านออกซิเดชัน DPPH• และ 
ABTS• เป็นการศึกษาการดักจับอนุมูลอิสระ (radical scavenging) กลไกการดักจับอนุมูลอิสระ
เกิดขึ้นโดยการให้ไฮโดรเจนและอิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ (Valacchi et al., 2004) เพ่ือให้อนุมูล
อิสระมีความเสถียรขึ้น มีรายงานว่าในผงไข่มุกที่มีธาตุแคลเซียมเป็นองค์ประกอบมีกิจกรรมการต้าน
อนุมูลอิสระสูงมาก โดยแคลเซียมจะทำหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ในกิจกรรมการต้านอนุมูล
อิสระ (Iranzo, 2011) อาจเป็นไปได้ว่าแคลเซียมอนินทรีย์มีความสามารถที่จะปลดปล่อยอิเล็กตรอน
ให้กับอนุมูลอิสระ  DPPH• และ ABTS• ซึ่ งเป็นอนุมูลอิสระที่ ไม่ เสถียร สามารถเหนี่ยวนำให้
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ ซึ่ง DPPH• เป็นอนุมูลอิสระอยู่ในสารละลายจะมีสีม่วงเข้ม จะสูญเสีย 
อิเล็กตรอนให้กับโมเลกุลอ่ืน โดยมีตัวรับอิเล็กตรอนคือสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH• จะเปลี่ยนแปลง
ไปอยู่ในรูปออกซิไดซ์ (DPPH) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่มีความเสถียร (stable free radical) (Chen et 
al., 2020) และ ABTS• เป็นอนุมูลอิสระที่มีประจุบวก ในสารละลายจะมีสีเขียวเข้มเกิดจากการ
ออกซิเดชันของ ABTS ด้วยโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต เมื่อทำปฏิกิริยากับสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
สีเขียวของสารสารละลายจะจางลง (Ciou et al., 2020) หากมีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นในปริมาณมากเกิน
กว่าที่ระบบป้องกันจะยับยั้งได้หมด จะทำให้เกิดสภาวะที่เรียกว่า oxidative stress ขึ้น ภายใต้
สภาวะดังกล่าวอนุมูลอิสระจะทำอันตรายต่ออวัยวะและเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของร่างกาย (เจนจิรา, 2554) 
การทำลายหรือควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระดังกล่าว จะช่วยป้องกันหรือรักษาโรคต่างๆ ที่เกิดขึ้น 
สามารถลดอัตราเสี่ยงการเกิดโรคมะเร็ง โรคเกี่ยวกับหลอดเลือดและหัวใจ รวมถึงโรคอ่ืนๆ ที่มี
ความสัมพันธ์กับอนุมูลอิสระ (Liu, 2016) 

ก าร วิ เค ร าะห์  Ferric reducing antioxidant power (FRAP) ข อ ง ไบ โอ แ ค ล เซี ย ม 
แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามแม่โจ้ และแคลเซียมทางการค้า แสดงดังภาพที่ 
17 (C) ซึ่ง FRAP เป็นการวัดความสามารถในการให้อิเล็กตรอนของตัวอย่างโดยการรีดิวซ์เฟอร์ริก 
(Fe3+) ให้เป็นเฟอร์รัส (Fe2+) (ปวีณา, 2559) ตัวอย่างผงไบโอแคลเซียมมีค่า FRAP สูงกว่าแคลเซียม 
อนินทรีย์ และแคลเซียมทางการค้า (p≤0.05) ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าไบโอแคลเซียมมีส่วนประกอบของ
สารอินทรีย์ เช่น คอลลาเจน และเปปไทด์ ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในธรรมชาติ (Vázquez 
et al., 2008) มีรายงานว่าปลายสายของโปรตีนทุกชนิดประกอบไปด้วยหมู่อะมิโน (NH2) และหมู่คาร์
บอกซิลิก (COOH) ซึ่งมีความสามารถในการรับส่งอิเล็กตรอนให้กับอนุมูลอิสระ (Chi et al., 2014) 
อีกทั้งเปปไทด์ที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำสามารถให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนไอออนให้กับอนุมูลอิสระ 
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นอกจากนี้กรดอะมิโน เช่น Glycine (Gly), Alanine (Ala) และ Aspartic acid (Asp) จะช่วยเสริม
การทำงานของเปปไทด์ร่วมกับไขมัน ส่งผลทำให้อนุมูล อิสระมีความเสถียร (Zamorano et al., 
2020) ซึ่งชนิดของกรดอะมิโน เปปไทด์ ที่แตกต่างกันที่โซ่ข้าง (R- groups) เช่น Tyrosine (Tyr), 
Tyrosine (Trp) และ cysteine (Cys) ที่จะประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group, -OH), 
กลุ่มอินโดล (indole group, -NH) และหมู่ไทออล (thiol group, -SH) ตามลำดับ ซึ่งกรดอะมิโน
ดังกล่าวมีโซ่ข้าง (R- groups) เป็นวงแหวน สามารถทำให้อนุมูลอิสระเสถียรผ่านเรโซแนนซ์ 
(resonance) หรือการทำให้อนุมูลอิสระอยู่ประจำที่ (delocalization) เป็นผลทำให้สลายปฏิกิริยา
ลูกโซ่ออกซิเดชันได้ (Tsopmo et al., 2009) 

การวิเคราะห์ค่าความสามารถในการจับโลหะ (Fe2+) ของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์
จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้าแสดงดังภาพที่ 17 (D) พบว่าตัวอย่าง
แคลเซียมทางการค้ามีค่าความสามารถในการจับโลหะเฟอร์รัส (Fe2+) สูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์ 
และไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) เนื่องจาก
แคลเซียมทางการค้าเป็นแคลเซียมที่อยู่ในรูปของแคลเซียมคาร์บอเนต โดยเมื่อละลายจะเพ่ิมความ
เป็นด่างและจับกับโลหะเฟอร์รัส (Fe2+) ได้ดี ซึ่งโลหะไอออนโดยเฉพาะธาตุเหล็กที่อยู่ในรูปเฟอร์รัส 
(Fe2+) จะทำปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศเกิดเป็นอนุมูลอิสระ (Saiga et al., 2003)  
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ภาพที่  18 กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน  DPPH• (A) กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน  ABTS• (B) 
ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริก (C) และความสามารถในการจับกับโลหะ Fe2+ (D) ของไบโอ
แคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า  
หมายเหตุ : * ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันบนแท่งกราฟมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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2.6 การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหารที่ทดสอบในหลอดทดลอง 
(Calcium bioavailability of in vitro simulated gastrointestinal digestion) 

การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหารที่ทดสอบในหลอดทดลอง
ของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า
แสดงดังตารางที่ 15 พบว่าที่สภาวะจำลองการย่อยของกระเพาะอาหารในหลอดทดลอง พบว่า
แคลเซียมอนินทรีย์มีปริมาณแคลเซียม 4081.00 ± 81.00 mg/L ซึ่งสูงกว่าไบโอแคลเซียมและ
แคลเซียมทางการค้าที่มีปริมาณแคลเซียมเท่ากับ 2439.00 ± 1.00 และ 3139.00 ± 49.00 mg/L 
ตามลำดับ (p≤0.05) ในขณะที่แคลเซียมอนินทรีย์มีปริมาณฟอสฟอรัสเท่ากับ 1736.00 ± 26.00 
mg/L ซึ่งสูงกว่าไบโอแคลเซียมและแคลเซียมทางการค้าที่มีปริมาณฟอสฟอรัสเท่ากับ 1060.00 ± 
1.00 และ 26.45 ± 0.66 mg/L ตามลำดับ (p≤0.05) และที่สภาวะจำลองการย่อยของลำไส้ส่วนดู
โอดินัมในหลอดทดลอง พบว่าไบโอแคลเซียมมีปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสไม่ต่างจากแคลเซียม 
อนินทรีย์ (p>0.05) แต่กลับมีปริมาณแคลเซียมสูงกว่าแคลเซียมทางการค้า (p≤0.05) เมื่อพิจารณาถึง
ค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม (Calcium Bioavailability) หรือค่าความสามารถของ
แคลเซียมที่ร่างการนำไปใช้ประโยชน์ได้ พบว่าไบโอแคลเซียมมีค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม
เท่ากับ 18.94 ± 0.19 % ซึ่งสูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม (11.53 ± 
0.12 %) และแคลเซียมทางการค้า (11.19 ± 0.11 %) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) ซึ่งจากผล
การทดลองมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wijayanti และคณะ (2020) ที่ ได้ศึกษาผลของ
กระบวนการผลิตและการฟอกสีต่อคุณสมบัติของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลากระพงดำ พบว่าค่า
การละลายของไบโอแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหารของไบโอแคลเซียมจากกระบวนการ
ฟอกสีมีค่าสูงกว่าแคลเซียมจากกระบวนการนึ่งกระดูกปลาในหม้อแรงดัน ซึ่งเป็นสภาวะที่ใช้ความ
ร้อนและแรงดันสูงจึงทำให้โปรตีน ไขมัน และสารอินทรีย์อ่ืน ๆ เสียสภาพ คล้ายกับการนำไปเผาที่
เป็นการกำจัดสารอินทรีย์ออกไป ซึ่งไบโอแคลเซียมมีค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมที่สูง
เท่ากับ 18.94 ± 0.19 % เนื่องจากไบโอแคลเซียมเป็นแคลเซียมที่มีสารอินทรีย์เป็นองค์ประกอบอยู่ 
ได้แก่ คอลลาเจน เปปไทด์ และคอนดรอยติน เป็นต้น มีรายงานว่าแคลเซียมที่จับกับสารอินทรีย์จะ
ถูกดูดซึมได้ดีในลำไส้ (Jung et al., 2006) ซึ่งเป็นที่ทราบกันว่าโปรตีนเป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มี
ประจุบวก และประจุลบในโมเลกุล จึงทำให้มีสมบัติเชิงหน้าที่ในการละลาย การเกิดโฟม การเกิด
อิมัลชัน และการเกิดเจล มีรายงานว่าการใช้เคซีนหรือเคซีนฟอสโฟเปปไทด์ช่วยเพ่ิมการดูดซึม
แคลเซียมในหนูทดลอง (Bennett et al., 2000) นอกจากนี้ยังมีรายงานอีกว่าเปปไทด์ที่ เป็น
องค์ประกอบในกระดูกปลาช่วยเพ่ิมค่าการละลายของแคลเซียม และการดูดซึมทางชีวภาพในหนู
ทดลองเพศเมียที่ถูกตัดรังไข่ (Jung et al., 2006) อย่างไรก็ตามการรับประทานอาหารที่มีโปรตีนสูง
ในสตรีวัยผู้ใหญ่จะทำให้มีการดูดซึมแคลเซียมในลำไส้ เพ่ิมขึ้น (Kerstetter et al., 2005) Lorieau 
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และคณะ (2018) พบว่าแคลเซียมจากแหล่งนมที่แตกต่างกันที่มีไฮดรอกซีโพรลีนที่เป็นอนุพันธ์ของ
กรดอะมิโนโพรลีนช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการดูดซึมแคลเซียมดีขึ้นในระบบจำลองการย่อยอาหารใน
ลำไส้ เนื่องจากกระบวนการย่อยและการดูดซึมแคลเซียมของลำไส้จะมีค่าพีเอชประมาณ 7 ส่วนใหญ่
จะทำให้แคลเซียม และสารประกอบอนินทรีย์เกิดการตกตะกอน (Lorieau et al., 2018) แต่ไบโอ
แคลเซียมมีสารประกอบอินทรีย์ ได้แก่ คอลลาเจน และเปปไทด์ เมื่อผ่านกระบวนการย่อยจาก
กระเพาะอาหารก็จะปลดปล่อยกรดอะมิโนออกมาทำให้ค่าพีเอชลดต่ำลงส่งผลให้แคลเซียมและ
ฟอสฟอรัสยังคงละลายได้ และอยู่ในรูปของไอออนอิสระ จึงทำให้ดูดซึมแคลเซียมได้เพ่ิมมากขึ้น  
(Benjakul et al., 2017) 
 
ตารางที่ 15 การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม (Calcium bioavailability) ในระบบจำลองการ
ย่อยอาหารในหลอดทดลองของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
และแคลเซียมทางการค้า 

Conditions ไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์ แคลเซียมทางการค้า 
Stomach      
     Ca mg/L 2439.00 ± 1.00c 4081.00 ± 81.00a 3139.00 ± 49.00b 
     P mg/L 1060.00± 1.00b 1736.00 ± 26.00a 26.45.00 ± 0.66c 
Duodenal    
     Ca mg/L 461.89 ± 0.19a 470.43 ± 9.34a 351.40 ± 5.49b 
     P mg/L 200.74 ± 1.07a 200.12 ± 27.18a 2.96 ± 0.80b 
Ca Bioavialability (%)  18.94 ± 0.19a 11.53 ± 0.12b 11.19 ± 0.11c 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวแถวมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 
2.7 โครงสร้างทางสัณฐานวิทยา 
 โครงสร้างทางสัณฐานวิทยาของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์จากกระดูกปลาลูกผสม
บึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า จากภาพถ่ายอิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) แสดงดังภาพที่ 18 
ซึ่งจะเห็นได้ว่าผงแคลเซียมทั้ง 3 ชนิด มีลักษณะที่แตกต่างกัน โดยผงไบโอแคลเซียมมีลักษณะเป็น
ก้อนขนาดเล็กขนาดประมาณ 5 – 10 ไมโครเมตร และมีการกระจายตัวออกจากกันดีดีกว่า
แคลเซียมอนินทรีย์ ซึ่งมีขนาดอนุภาคประมาณ 10 – 20 ไมโครเมตร แต่เมื่อพิจารณาลักษณะของผง
แคลเซียมทางการค้าจะพบว่ามีลักษณะเป็นกลุ่มก้อนขนาดเล็กกระจายตัวอย่างสม่ำเสมอ และมีขนาด
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อนุภาคประมาณ 0.5 – 2 ไมโครเมตร อย่างไรก็ตามไบโอแคลเซียมมีองค์ประกอบของสารอินทรีย์ 
ได้แก่ โปรตีน ไขมัน ทำให้สามารถรวมตัวกับความชื้นได้ดี จึงส่งผลทำให้ผงแคลเซียมที่ได้มีลักษณะ
กลุ่มก้อนที่จับตัวกันมากกว่า อีกท้ังแคลเซียมอนินทรีย์ที่ผ่านการใช้ความร้อนจากการเผาที่อุณหภูมิสูง 
ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างกระดูกซึ่งสามารถช่วยให้อนุภาคของแคลเซียมมีความ
สม่ำเสมอมากขึ้น รวมทั้งมีความละเอียดและเป็นทรงกลมมากขึ้นอีกด้วย (Idowu et al., 2020) 
 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 19 โครงสร้างทางจุลภาคของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์สารจากกระดูกปลาลูกผสม
บึกสยาม และแคลเซียมทางการค้า 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          ไบโอแคลเซียม                            แคลเซียมอนินทรีย์                      แคลเซียมทางการค้า 
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ตอนที่ 3 การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามชนิดบรรจุ

แคปซูล 

การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูล (ภาพ
ที่ 19) เพ่ือต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ต้นแบบทางการค้า ประกอบไปด้วย 4 สูตร ดังนี้ สูตรที่ 1 ไบโอ
แคลเซียม สูตรที่ 2 ไบโอแคลเซียมเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเซต สูตรที่ 3 ไบโอแคลเซียมเสริม
แคลเซียมแอสคอร์เบต (Vitamin C) และสูตรที่ 4 ไบโอแคลเซียมเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเซตผสม
กับวิตามินซี ซึ่งทุกสูตรจะถูกบรรจุลงแคปซูล ขนาดบรรจุ 500 มิลลิกรัม/แคปซูล 

 
ตารางท่ี 16 ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ  

ส่วนผสมใน 1 แคปซูล 
(500 มิลลิกรัม) 

สูตร  

(1) (2) (3) (4) 

ไบโอแคลเซียม (Bio-Ca) 400 400 400 400 
คอลลาเจนไฮโดรไลเซต (Col) 0 100 0 50 
แคลเซียมแอสคอร์เบต (Vit C) 0 0 100 50 
มอลโทรเดกซ์ทริน (MD) 100 0 0 0 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20 ภาพแสดงลักษณะของผงไบโอแคลเซียม (A) และไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูล (B) 
 

3.1 ค่าสี 
ค่าสีของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูล 4 สูตร แสดงดังตาราง

ที่ 17 พบว่า ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม มีลักษณะเป็นผงละเอียด สีขาวนวล เมื่อ
นำมาบรรจุลงแคปซูลขนาดบรรจุ 500 มิลลิกรัม กับส่วนผสมต่าง ๆ ได้แก่ คอลลาเจนไฮโดรไลเซต 
และแคลเซียมแอสคอร์เบต (Vit C) พบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit 
C) และสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) มีค่าความสว่าง (L*) เท่ากับ 49.53 ± 0.53 และ 49.11 ± 0.22 

(A) (B) 
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ตามลำดับ ซึ่งมากกว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 1 (Bio-Ca) และสูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) 
ซึ่งมีค่าความสว่าง (L*) เท่ากับ 48.64 ± 0.21 และ 48.73 ± 0.21 ตามลำดับ นอกจากนี้ไบโอ
แคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) และสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) มีค่าความ
เป็นสีเหลือง (+b*) เท่ากับ 5.25 ± 0.09 และ 5.17 ± 0.03 ตามลำดับ ซึ่งมากกว่าไบโอแคลเซียม
บรรจุแคปซูลสูตรที่ 1 (Bio-Ca + MD) และสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) มีค่าความเป็นสีเหลือง (+b*) 
เท่ากับ 4.49 ± 0.02 และ 4.89 ± 0.02 ตามลำดับ อีกทั้งไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 3 (Bio-
Ca + Vit C) และสูตรที่ 1 (Bio-Ca + MD) มีค่าความเป็นสีแดง (+a*) เท่ากับ -0.89 ± 0.22 และ -
1.19 ± 0.02 ตามลำดับ ซึ่งมากกว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) และสูตรที่ 
4 (Bio-Ca + Col + Vit C) ที่มีค่าความเป็นสีแดง (+a*) เท่ากับ -1.32 ± 0.01 และ -1.30 ± 0.02 
ตามลำดับ ส่วนค่าความต่างสี (∆E*) ของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกับ
แผ่นสีขาวมาตรฐาน พบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) มีค่าความต่างสี 
(∆E*) แตกต่างจากสูตรที่  3 (Bio-Ca + Col + Vit C) และสูตรที่  4 (Bio-Ca + Col + Vit C) 
เนื่องจากไบโอแคลเซียมสูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซต ซึ่งคอลลา-
เจนไฮโดรไลเซตมีลักษณะเป็นผงละเอียดสีเหลืองอ่อน ทำให้ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 2 มี
ค่าสีเหลืองมากกว่าสูตรอื่น ๆ 

 
ตารางท่ี 17 ค่าสีของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูลสูตร
ต่างๆ  

ตัวอย่าง L* a* b* ∆E* 
(1) Bio-Ca 48.64 ± 0.21*b** -1.19 ± 0.02b 4.49 ± 0.02c 2.25 ± 0.09c 
(2) Bio-Ca + Col 48.73 ± 0.21b -1.32 ± 0.01c 5.25 ± 0.09a 2.70 ± 0.07a 
(3) Bio-Ca + Vit C 49.11 ± 0.22ab -0.89 ± 0.02a 4.89 ± 0.02b 2.44 ± 0.05b 
(4) Bio-Ca + Col + Vit C 49.53 ± 0.53a -1.30 ± 0.02c 5.17 ± 0.03a 2.55 ± 0.02b 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 

3.2 ร้อยละปริมาณความชื้นและค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ 
 ร้อยละปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุ
แคปซูล 4 สูตร แสดงดังตารางที่ 18 พบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลทุกสูตรมีค่าร้อยละปริมาณ
ความชื้นอยู่ ในช่วงร้อยละ 2.54 – 4.30 และค่าร้อยละปริมาณความชื้นที่พบในผลิตภัณฑ์              
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ไบโอแคลเซียมทุกสูตรไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) อย่างไรก็ตามค่าร้อย
ละปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลอยู่ในเกณฑ์อาหารแห้ง ซึ่งสามารถเก็บ
รักษาไว้ได้นาน อีกทั้งแคปซูลเจลาตินที่ใช้เป็นวัสดุบรรจุผงไบโอแคลเซียมสามารถรักษาคุณภาพของ
ผลิตภัณฑ์ได้ โดยแคปซูลมีความสามารถในการป้องกันการซึมผ่านของอากาศและไอน้ำได้ดี เมื่อ
อ้างอิงตามมาตรฐานตำรับยาของสหรัฐอเมริกา  (USP 34) ค่ าความชื้ นต้องไม่ เกิน  5% 
(Saiyasombat et al., 2014) ซึ่งผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลมีค่าความชื้นเป็นไปตาม
เกณฑ์มาตรฐานของผลิตภัณฑ์ที่มีความชื้นต่ำทำให้มีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน ซึ่งความชื้นเป็น
ปัจจัยสำคัญที่ทำให้เกิดปฏิกิริยาต่าง ๆ ในอาหาร โดยเฉพาะอย่างยิ่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่
ทำให้เกิดกลิ่นเหม็นหืน และกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ในผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมได้ 
 ค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ (aw) ของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบรรจุแคปซูล
สูตรต่าง ๆ ทั้ง 4 สูตร แสดงดังตารางที่ 17 พบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลทั้ง 4 สูตร มีค่าวอเตอร์
แอคติวิตี้อยู่ในช่วง 0.226 – 0.241 ซ่ึงค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ที่พบในแต่ละสูตรไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) ปริมาณความชื้นที่พบในตัวอย่างไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลมีค่า
ต่ำกว่า 5% และค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ต่ำกว่า 0.6 ดังนั้นผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลา
ลูกผสมบึกสยามนี้จัดอยู่ในกลุ่มอาหารแห้ง ซึ่งมีอายุการเก็บรักษาท่ีนาน เนื่องจากค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ 
(aw) แสดงถึงปริมาณน้ำอิสระที่จุลินทรีย์สามารถนำไปใช้ได้ ดังนั้นผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุ
แคปซูลไม่มีน้ำอิสระที่จุลินทรีย์สามารถนำไปใช้ได้ ทำให้จุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญได้ ไบโอแคลเซียม
จึงไม่เสื่อมเสียจากจุลินทรีย์ อย่างไรก็ตามเพ่ือรักษาคุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหารจึงต้องเก็บรักษาใน
บรรจุภัณฑ์ที่เหมาะสมและเก็บในที่แห้งและเย็นเพ่ือป้องกันการดูดน้ำกลับ  
 
ตารางท่ี 18 ปริมาณความชื้นและค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ (aw) ของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูก
ปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ  

ตัวอย่าง ความชื้น (%) ค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ (aw) 

(1) Bio-Ca 4.30 ± 0.29a 0.241 ± 0.02a 
(2) Bio-Ca + Col 2.54 ± 1.28a 0.241 ± 0.02a 
(3) Bio-Ca + Vit C 2.99 ± 1.21a 0.226 ± 0.02a 
(4) Bio-Ca + Col + Vit C 3.75 ± 0.60a 0.234 ± 0.01a 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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3.3 ค่าความหนาแน่นรวม (Bulk density) และความหนาแน่นจำเพาะ (Tapped density) 
 ค่าความหนาแน่นรวม (Bulk density) ของผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึก
สยามสูตรต่าง ๆ แสดงดังภาพที่ 20 (A) พบว่าผงไบโอแคลเซียมสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) และสูตร
ที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) มีค่าความหนาแน่นรวมเท่ากับ  0.67 ± 0.01 และ 0.59 ± 0.01 
g/cm-3 ตามลำดับ สูงกว่าสูตรที่ 1 (Bio-Ca) มีความหนาแน่นรวมเท่ากับ 0.56 ± 0.03 g/cm-3 และ
สูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) มีความหนาแน่นรวมเท่ากับ 0.54 ± 0.01 g/cm-3 ซึ่งมีค่าความหนาแน่นต่ำ
ที่สุด (p≤0.05) ความหนาแน่นรวม (bulk density) เป็นสมบัติทางกายภาพของวัสดุ ซึ่งแสดงถึง
ความหนาแน่นของวัสดุมวลต่อปริมาตร หรือมวลของวัสดุหารด้วยปริมาตรของวัสดุซึ่งรวมช่องว่าง
ระหว่างวัสดุด้วย ดังนั้นผงไบโอแคลเซียมสูตรที่ 1 (Bio-Ca) และสูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) มีน้ำหนักท่ี
เท่ากันแต่ปริมาตรของอากาศแทรกอยู่ในปริมาณที่สูงทำให้มีปริมาตรมากกว่า เมื่อนำมาบรรจุแคปซูล
จึงต้องระวังการฟุ้งกระจาย เนื่องจากมีมวลเบาแต่ปริมาตรสูง ส่วนค่าความหนาแน่นจำเพาะ 
(Tapped density) ของผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามสูตรต่าง ๆ แสดงดังภาพที่ 
20 (B) เป็นค่าความหนาแน่นของตัวอย่างเมื่อถูกกดอัดลงไป พบว่าผงไบโอแคลเซียมทั้ง 4 สูตรมีค่า
ความหนาแน่นจำเพาะแตกต่างกันเล็กน้อย อย่างไรก็ตามผงไบโอแคลเซียมสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + 
Vit C) มีค่าความหนาแน่นจำเพาะน้อยกว่าผงไบโอแคลเซียมสูตรอื่น ๆ (p≤0.05) 
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ภาพที่ 21 ค่าความหนาแน่นรวม (A) และความหนาแน่นจำเพาะ (B) ของผงไบโอแคลเซียมจาก
กระดูกปลาลูกผสมสูตรต่าง ๆ  
หมายเหตุ : * ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันบนแท่งกราฟมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 
3.4 ร้อยละของการละลายของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียม 
 ค่าร้อยละของการละลายของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลที่ช่วงค่าพีเอช 1 – 10 
แสดงดังภาพที่ 21 จากผลการทดลองพบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลทั้ง 4 สูตร มีค่าร้อยละของ
การละลายสูงในช่วงพีเอชที่เป็นกรด (pH 1 - 4) โดยไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลมีค่าการละลาย
สูงสุดที่พีเอช 1 อยู่ในช่วงร้อยละ 93.73 – 98.44  อย่างไรก็ตามค่าร้อยละการละลายของไบโอ
แคลเซียมบรรจุแคปซูลทั้ง 4 สูตร จะค่อย ๆ ลดลงจนถึงที่ค่าพีเอชเท่ากับ 4 จะมีค่าร้อยละการ
ละลายอยู่ในช่วงร้อยละ 15.99 – 23.83 และร้อยละการละลายของไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลทุก
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สูตรจะมีค่าลดลงอย่างช้า ๆ และคงที่เมื่อค่าพีเอชเพ่ิมขึ้น ซึ่งค่าร้อยละของการละลายของไบโอ
แคลเซียมบรรจุแคปซูลทุกสูตรที่ช่วงค่าพีเอช 5 – 10 จะมีค่าเท่ากับร้อยละ 7.73 – 20.25 ซึ่งมีค่า
ร้อยละของการละลายลดลงเป็นอย่างมาก เนื่องจากสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ที่ใช้ปรับค่าพี
เอชในช่วง 1 - 6 จะปล่อยไฮโดรเจนไอออน (H+) ออกมาละลายแร่ธาตุในไบโอแคลเซียมแตกตัวเป็น
ไอออนละลายอยู่ในสารละลาย และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ที่ใช้ปรับค่าพีเอชในช่วง 
7 - 10 จะปล่อยไอออนลบ (OH-) จับกับแร่ธาตุในไบโอแคลเซียมที่แตกตัวเป็นไอออนจึงไม่ละลาย 
นอกจากนี้ในไบโอแคลเซียมมีคอลลาเจนเป็นองค์ประกอบที่จะส่งผลต่อค่าร้อยละของการละลาย
ของไบโอแคลเซียม เนื่องจากค่าพีเอชที่ห่างจากจุดไอโซอิเล็กตริก (isoelectric points, PI) จะทำให้
ประจุสุทธิของโปรตีนที่มีค่าเป็นบวกหรือลบเพ่ิมข้ึนทำให้โปรตีนมีการละลายที่สูง (Vojdani, 1996) Li 
และคณะ (2013) ศึกษาการสกัดและคุณลักษณะของคอลลาเจนที่ละลายด้วยกรดและเปปซินจาก
กระดูกและหนังปลาอินทรีย์ พบว่าเมื่อค่าพีเอชน้อยกว่าหรือมากกว่าค่าจุดไอโซอิเล็กตริก ส่งผลให้
โปรตีนมีผลรวมของประจุสุทธิเป็นบวกและเป็นลบ ตามลำดับ จึงเกิดแรงผลักกันระหว่างประจุของ
โปรตีนทำให้เกิดการละลายและคงตัวในสารละลายนั้นได้ ในทางกลับกันถ้าพีเอชเข้าใกล้หรือเท่ากับ
ค่า PI ส่งผลให้โปรตีนมีผลรวมของประจุสุทธิเป็นศูนย์ จึงไม่เกิดแรงผลักกันระหว่างประจุของโปรตีน 
ทำให้ เกิดการรวมกลุ่มกันด้วยแรง hydrophobic – hydrophobic reaction และตกตะกอน 
(Vojdani, 1996) มีรายงานว่า PI ของคอลลาเจนอยู่ในช่วงค่าพีเอช 6 – 9 (Foegeding et al., 
1996)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 22 ร้อยละของการละลายที่ค่าพีเอชต่าง ๆ ของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูล 4 สูตร  
หมายเหตุ : * ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันบนแท่งกราฟมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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3.5 กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน 
 กิจกรรมการต้านออกซิเดชันของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม
บรรจุแคปซูลสูตรต่าง ๆ แสดงในภาพที่ 22 จากผลการทดลองพบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตร
ที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) มีกิจกรรมการต้านออกซิเดชัน DPPH• (ภาพที่ 22 (A)) และ ABTS• (ภาพที่ 22 
(B)) รวมถึงค่าความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริก (ภาพที่ 22 (C)) และความสามารถในการจับกับ
โลหะ Fe2+ (ภาพที่ 22 (D)) สูงกว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรอ่ืนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) ตามด้วยไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) และสูตรที่ 1 (Bio-
Ca) อย่างไรก็ตามไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) มีค่ากิจกรรมการต้าน
ออกซิเดชันทั้ง 4 วิธี น้อยที่สุด ซึ่งไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 1 และสูตรที่ 2 มีค่ากิจกรรมการ
ต้านออกซิเดชันทั้ง 4 วิธี น้อยมากและไม่แตกต่างกัน (p>0.05) อนุมูลอิสระ DPPH• และ ABTS• เป็น
อนุมูลอิสระที่ไม่เสถียรสามารถเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ นอกจากนี้ไบโอแคลเซียม
บรรจุแคปซูลสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) มีค่ากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• และ ABTS• สูง
กว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) และสูตรอ่ืน ๆ อย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (p≤0.05) เนื่องจากสูตรที่ 4 มีการผสมวิตามินซีเช่นกันแต่ผสมในสัดส่วนที่น้อยกว่า จึงมีค่า
กิจกรรมการต้านออกซิเดชันที่ต่ำกว่า มีรายงานว่าคอลลาเจนมีหมู่อะมิโน (NH2) และหมู่คาร์บอกซิลิก 
(COOH) ที่ปลายสายของโมเลกุลสามารถทำหน้าที่ให้โปรตรอนและอิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ ทำให้
อนุมูลอิสระมีความเสถียรและยุติปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูล อิสระ (Baehaki et al., 2015) อีกทั้ง
กรดอะมิโน Histridine (His), Phenylalanine (Phe), Tyrosine (Tyr), Tryptophan (Trp) รวมถึง
กรดอะมิโนที่มีวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) และกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ำ (hydrophobic 
amino) มีส่วนเกี่ยวข้องในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีนไฮโดรไลเซต (Sarmadi and Ismail, 
2010) นอกจากนี้ยังมีรายงานอีกว่าเปปไทด์มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS• โดยการ
ถ่ายโอนอะตอมของไฮโดรเจนให้แก่ ABTS•+ ทำให้อนุมูลอิสระมีความเป็นกลางและเสถียรขึ้น (Park 
and Jo, 2019) อีกทั้งวิตามินซีที่เป็นส่วนผสมในสูตรของไบโอแคลเซียมยังมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
ที่สูงอีกด้วย ซึ่งมีรายงานว่าวิตามินซีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติในเซลล์ (ศรมน, 2559)  
สามารถให้อิเล็กตรอน 1 หรือ 2 อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ โดยมีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างคือ เมื่อ
แอสคอร์เบตถูกออกซิไดส์จะเปลี่ยนไปเป็น  ascorbyl radical ซึ่งเป็น mono-oxidized form ที่
เสถียรและมีความว่องไวในการทำปฏิกิริยาลดลง และทำหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระที่เกิดจากการใช้
ออกซิเจน โดยให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ อนุมูลเปอร์ออกซิล และอนุมูลไฮดรอกซิลที่
จะมาทำอันตรายต่อผนังเซลล์ (Stadtman, 1991)  

จากการวิเคราะห์ค่าความสามารถในการรีดิวซ์เฟอรร์ริก (FRAP) (ภาพที่ 22 (C)) ผลการ
ทดลองพบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) มีค่า FRAP สูงกว่าสูตรอ่ืนอย่าง
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มีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) ซึ่งการวิเคราะห์ FRAP เป็นการวัดความสามารถในการให้อิเล็กตรอน
ของตัวอย่างโดยการรีดิวซ์เฟอรร์ริก (Fe3+) ให้เป็นเฟอรร์รัส (Fe2+) (ปวีณา, 2559) ความสามารถใน
การให้อิเล็กตรอนที่เพ่ิมขึ้น เนื่องมาจากหมู่ไพรโรลและหมู่ไฮดรอกซิลในคอลลาเจนเปปไทด์ ซึ่งจะ
ถ่ายโอนอิเล็กตรอนโดยปฏิกิริยารีดอกซ์ และความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมก็เป็นอีกกลไก
หนึ่งที่ทำให้ค่าความสามารถในการให้อิเล็กตรอนเพ่ิมขึ้น (Chen et al., 2020) นอกจากนี้วิตามินซี
เป็นโคแฟคเตอร์ของเอนไซม์ออกซีจิเนส (oxygenase) โดยจะให้อิเล็กตรอนไปรีดิวซ์ออกซิเจน หรือ 
ทำให้ Cu2+ และ Fe2+ อยู่ในรูปรีดิวซ์ตลอด การทำลายหรือควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระดังกล่าว จะ
ช่วยป้องกันหรือรักษาโรคต่างๆ ที่เกิดขึ้น สามารถลดอัตราเสี่ยงการเกิดโรคมะเร็ง โรคเกี่ยวกับหลอด
เลือดและหัวใจ รวมถึงโรคอ่ืนๆ ที่มีความสัมพันธ์กับอนุมูลอิสระ 

การวิเคราะห์ความสามารถในการจับกับโลหะเฟอรร์รัส (Fe2+) ของไบโอแคลเซียมบรรจุ
แคปซูลสูตรต่าง ๆ แสดงดังภาพที่ 22 (D) พบว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 3 (Bio Ca + Vit 
C) มีค่าความสามารถในการจับโลหะเฟอร์รัส (Fe2+) สูงกว่าสูตรอ่ืนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) ซึ่งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลเกิดจากอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ และไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์จับกับโลหะไอออน เช่น Cu2+ และ Fe2+ กลไกการจับกับโลหะไอออนของสารต้าน
ออกซิเดชันนี้จะยับยั้ งการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลได้  (Zhou et al., 2008) มีรายงานว่า
ความสามารถในการจับกับโลหะของเปปไทด์มีความสัมพันธ์กับน้ำหนักโมเลกุลของเปปไทด์ที่มี
บทบาทสำคัญในการจับกับโลหะ โดยค่าความสามรถในการจับกับโลหะจะเพ่ิมขึ้นเมื่อน้ำหนักโมเลกุล
ลดลง (Megías et al., 2007) ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูลเสริม
คอลลาเจนไฮโดรไลเซต และแคลเซียมแอสคอร์เบต มีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระที่สูงเป็นผลมาจาก
คอลลาเจนไฮโดรไลเซต และแคลเซียมแอสคอร์เบต ดังนั้นสารทั้ง 2 ชนิดนี้ เหมาะแก่การนำมาเป็น
ส่วนผสมในผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมเพื่อการค้า 
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ภาพที่ 23 กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน DPPH• (A), กิจกรรมการต้านออกซิเดชัน ABTS• (B), 
ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริก (C), ความสามารถในการจับกับโลหะ Fe2+ (D) ของไบโอแคลเซียม
บรรจุแคปซูล 4 สูตร 
หมายเหตุ : * ค่าเฉลี่ยทีม่ีตัวอักษรแตกต่างกันบนแท่งกราฟมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคญัที่ระดบั

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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3.6 การดู ดซึ มทางชี วภาพ ของแคลเซี ยม ในระบบจำลองการย่อยอาหาร (Calcium 
bioavailability of in vitro simulated gastrointestinal digestion) 
 การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหารของผลิตภัณฑ์ไบโอ
แคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูลทั้ง 4 สูตร แสดงดังตารางที่ 19 พบว่าใน
สภาวะการจำลองการย่อยของกะเพาะอาหารในหลอดทดลองไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 3 
(Bio-Ca + Vit C) มีปริมาณแคลเซียมเท่ากับ 2524 ± 42 mg/L ซึ่งสูงกว่าไบโอแคลเซียมบรรจุ
แคปซูลสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) สูตรที่ 2 (Bio-Ca + Col) และสูตรที่ 1 (Bio-Ca) มีปริมาณ
แคลเซียมเท่ากับ 2200 ± 8, 2192 ± 23 และ 2109 ± 26 mg/L ตามลำดับ นอกจากนี้ ไบโอ
แคลเซียมบรรจุแคปซูลทั้งสูตรที่  2 (Bio-Ca + Col) และสูตรที่  3 (Bio-Ca + Vit C) มีปริมาณ
ฟอสฟอรัสเท่ากับ 950.6 ± 8.1 และ 947.1 ± 2.8 mg/L ตามลำดับ ซึ่งสูงกว่าไบโอแคลเซียมบรรจุ
แคปซูลสูตรที่ 4 (Bio-Ca + Col + Vit C) และสูตรที่ 1 (Bio-Ca) ที่มีฟอสฟอรัสเท่ากับ 921.4 ± 7.3 
และ 921.8 ± 5 mg/L ตามลำดับ เนื่องจากระบบจำลองการย่อยอาหารของกระเพาะในหลอด
ทดลองมีค่าความเป็นกรดสูง (pH 1-2) ทำให้สารประกอบต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารประกอบ
แคลเซียมจะละลายและแตกตัวเป็นแคลเซียมไอออนได้ดี อย่างไรก็ตามในสภาวะจำลองการย่อยและ
การปลดปล่อยแคลเซียมของลำไส้ในหลอดทดลอง พบว่าปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสของ
ผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลทั้ง 4 สูตร มีปริมาณความเข้มข้นของแคลเซียมและฟอสฟอรัส
ที่ลดลงอย่างชัดเจน ซึ่งพบปริมาณความเข้มข้นของแคลเซียมอยู่ในช่วง 334 – 462 mg/L และ
ฟอสฟอรัสอยู่ในช่วง 145 – 174 mg/L เนื่องจากการเปลี่ยนค่าพีเอชจากค่าพีเอชที่เป็นกรดสูงมาเป็น
ค่าพีเอชที่เป็นกลาง (pH 7) ในระบบจำลองการย่อยและการปลดปล่อยแคลเซียมของลำไส้ในหลอด
ทดลอง ทำให้สารประกอบอนินทรีย์ส่วนใหญ่จะเกิดการตกตะกอนที่ค่าพีเอชเท่ากับ 7.5 จึงไม่
สามารถดูดซึมได้หรือดูดซึมได้น้อยลง นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงค่าการดูดซึมทางชีวภาพของ
แคลเซียม (Calcium bioavailability) ในระบบจำลองการย่อยอาหารในหลอดทดลอง พบว่าไบโอ
แคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 1 (Bio-Ca) และสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) มีค่าการดูดซึมทางชีวภาพ
ของแคลเซียมสูงกว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรอ่ืน ๆ อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) แสดง
ให้เห็นว่าไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 1 (Bio-Ca) มีค่าการดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียม
เทียบเท่ากับไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูลสูตรที่ 3 (Bio-Ca + Vit C) ที่มีการเติมแคลเซียมแอสคอร์
เบต มีรายงานว่าการเสริมแคลเซียมเพียงอย่างเดียวสามารถเพ่ิมความหนาแน่นของกระดูกได้จริง แต่
ไม่ได้แสดงถึงความสมบูรณ์หรือความแข็งแรงของกระดูกได้อย่างแท้จริง เพราะไม่สามารถลดหรือ
ป้องกันกระดูกหักในสภาวะกระดูกพรุนได้ (Kurabayashi, 2012) ดังนั้น การรับประทานแคลเซียม
เสริมอาหารจึงควรรับประทานอาหารที่มีสารอาหารเพียงพอไปด้วย เช่น โปรตีน ที่สามารถให้กรดอะ
มิโนที่จำเป็นต่อการสร้างมวลกระดูก และส่งเสริมระดับสารคล้ายอินซูลิน ( Insulin-like growth 
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factor I [IGF-I]) ในกระแสเลือดซึ่งมีส่วนสำคัญในการก่อตัวของกระดูก วิตามินดีจากการรับรังสียูวีบี 
(UVB) จากแสงแดดที่มีความสำคัญมากกว่าการได้รับจากอาหาร (วัชรินทร์ และมโนไท, 2563) ดังนั้น 
ผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามบรรจุแคปซูลเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเซต 
และแคลเซียมแอสคอร์เบต นอกจากจะมีแคลเซียมและฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบหลักแล้วยังมี
สารอินทรีย์ ได้แก่ โปรตีน เปปไทด์ คอลลาเจน และวิตามินซี ที่มีส่วนช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการดูด
ซึมแคลเซียมในร่างกายให้ดียิ่งขึ้น และยังมีการรายงานอีกว่าวิตามินซีสามารถป้องกันหรือแก้ไขภาวะ
กระดูกพรุนได้ (มาศ, 2562) ซึ่งวิตามินซีมีบทบาทสำคัญในการสร้างเส้นใยคอลลาเจนชนิดที่ 3 
จำเป็นต่อการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูก (Osteoblast) อีกทั้งวิตามินซีมีความเป็น
กรด ทำให้แคลเซียมละลายในกรดได้ดีขึ้นจึงเพ่ิมความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ดีขึ้น 
 
ตารางท่ี 19 การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหารของผลิตภัณฑ์ไบโอ
แคลเซียมชนิดบรรจุแคปซูลทั้ง 4 สูตร 
Condition  (1) Bio-Ca (2) Bio-Ca + Col (3) Bio-Ca + Vit C (4) Bio-Ca + Col + Vit C 

Stomach     
     Ca mg/L 2109 ± 26c 2192 ± 23b 2524 ± 42a 2200 ± 8b 
     P mg/L 921.8 ± 5b 950.6 ± 8.1a 947.1 ± 2.8a 921.4 ± 7.3b 
Duodenal     
     Ca mg/L 399.4 ± 4.92b 334.67 ± 3.51d 462.37 ± 7.69a 376.52 ± 1.37c 
     P mg/L 174.57 ± 0.95a 145.13 ± 1.24c 173.50 ± 0.51a 157.69 ± 1.25b 
Ca Bioavialability  18.94 ± 0.19a 15.27 ± 0.15d 18.32 ± 0.18b 17.11 ± 0.17c 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวแถวมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทีร่ะดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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ตอนที่ 4 การพัฒนาผลิตภัณฑ์ขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึก

สยาม 

4.1 ลักษณะทางกายภาพและค่าสี 

ลักษณะพ้ืนผิวและภาพตัดขวางของผลิตภัณฑ์ขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับ

ร้อยละ 0 10 20 และ 30 ของน้ำหนักแป้ง แสดงดังภาพที่ 23 (A) และ (B) พบว่าลักษณะภายนอก

ของขนมบราวนี่กรอบที่เสริมผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ระดับต่าง ๆ มีสี

น้ำตาลเข้ม และมีผิวที่มันวาว เมื่อพิจารณาค่าความหนาของชิ้นขนมบราวนี่กรอบ พบว่าขนมบราวนี่

กรอบสูตรควบคุม (ไม่เติมผงไบโอแคลเซียม) มีค่าความหนาของชิ้นขนมบราวนี่มากกว่าชิ้นขนมบราว

นี่กรอบที่เติมผงไบโอแคลเซียม นอกจากนี้ยังสังเกตได้ว่าลักษณะโครงสร้างของขนมบราวนี่กรอบที่

เสริมผงไบโอแคลเซียมในระดับที่สูงขึ้นถึงร้อยละ 30 จะพบว่ามีรูพรุนเพ่ิมขึ้นเป็นอย่างมากแต่มีขนาด

ของรูพรุนทีเ่ล็กลง และขนมบราวนี่กรอบที่เติมผงไบโอแคลเซียมมีลักษณะเนื้อสัมผัสที่เปราะและแตก

ง่ายกว่าบราวนี่กรอบสูตรควบคุม นอกจากนี้ขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมในระดับที่ต่ำ (10 

% Bio-Ca) จะมีการขยายตัวของชิ้นขนมบราวนี่น้อยในระหว่างการอบ เนื่องจากผงไบโอแคลเซียมใน

โครงสร้างของขนมบราวนี่กรอบจะขัดขวางการสร้างโครงข่ายเจลที่ เหนียวและแน่น ทำให้มี

ความสามารถในการกักเก็บแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์น้อยลง ทำให้บราวนี่กรอบเกิดการพองตัวไม่

เต็มที่ (Benjakul and Karnjanapratum, 2018)  
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
ภาพที่ 24 ภาพลักษณะพ้ืนผิว (A) และภาพตัดขวาง (B) ของผลิตภัณฑ์ขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอ
แคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ระดับต่าง ๆ  
  

Control 10% Bio-Ca 20% Bio-Ca 30% Bio-Ca 

(B) 

(A) 
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ค่าสีของตัวอย่างขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่

ระดับต่าง ๆ พบว่าขนมบราวนี่กรอบชุดควบคุมมีค่าความสว่าง (L*) น้อยที่สุด (p≤0.05) เนื่องจาก

ขนมบราวนี่กรอบมีส่วนผสมของผงโกโก้เป็นหลัก ซึ่งผงโกโก้มีสีน้ำตาลเข้มทำให้ขนมบราวนี่กรอบที่

เสริมไบโอแคลเซียมในปริมาณที่มากขึ้นมีค่าความสว่าง (L*) เพ่ิมขึ้นตามสัดส่วนของปริมาณผงไบโอ

แคลเซียมที่เพ่ิมข้ึน เนื่องจากผงไบโอแคลเซียมมีสีขาวนวลเมื่อผสมลงในขนมบราวนี่กรอบจะทำให้ผง

โกโก้มีสีน้ำตาลเข้มลดลงในขนมบราวนี่กรอบ ขนมบราวนี่กรอบทุกสูตรมีค่าสีแดง (a*) และสีเหลือง 

(b*) ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสิติ (p>0.05)  

 
ตารางท่ี 20 ค่าสีของขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ระดับ
ต่าง ๆ  

ค่าสี 
ขนมบราวนี่กรอบเสรมิไบโอแคลเซียมที่ระดับต่าง ๆ (% น้ำหนักแปง้) 

0 % (ชุดควบคุม) 10 % Bio-Ca 20 % Bio-Ca 30 % Bio-Ca 
   L* 9.81 ± 0.20c 9.98 ± 0.14bc 10.31 ± 0.05a 10.19 ± 0.06ab 
   a* 3.74 ± 0.06a 3.67 ± 0.13a 3.67 ± 0.10a 3.62 ± 0.04a 
   b* 3.19 ± 0.02a 3.11 ± 0.06a 3.12 ± 0.08a 3.09 ± 0.04a 
หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 

  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวแถวมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 

4.2 ปริมาณความชื้นและค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ 

ค่าปริมาณความชื้นและค่าวอเตอร์แอคติวิตี้  (aw) ของขนมบราวนี่กรอบเสริมผงไบโอ

แคลเซียมที่ระดับร้อยละ 0 10 20 และ 30 ของน้ำหนักแป้ง แสดงดังตารางที่ 21 ผลการทดลอง

พบว่าขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับต่าง ๆ มีปริมาณความชื้นอยู่ในช่วงร้อยละ 1.12 – 

3.89 โดยค่าปริมาณค่าชื้นในขนมบราวนี่กรอบชุดควบคุม และขนมบราวนี่กรอบเสริมผงไบโอ

แคลเซียมทั้ง 4 สูตรไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) อย่างไรก็ตามค่า

กิจกรรมของน้ำอิสระของขนมบราวนี่กรอบชุดควบคุม และขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมที่

ระดับต่าง ๆ ทั้ง 4 สูตร อยู่ในช่วง 0.239 – 0.341 ซึ่งขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมร้อยละ 

20 และ 30 จะมีค่ากิจกรรมของน้ำอิสระเท่ากับ 0.331 ± 0.003 และ 0.391 ± 0.003 ตามลำดับ สูง

กว่าขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมร้อยละ 10 และชุดควบคุม (ไม่เติมผงไบโอแคลเซียม) ซึ่งมี

ค่ากิจกรรมของน้ำอิสระเท่ากับ 0.292 ± 0.008 และ 0.239 ± 0.024 ตามลำดับ (p≤0.05) ซึ่งขนม 
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บราวนี่กรอบที่เสริมผงไบโอแคลเซียมในระดับที่สูงขึ้นจะมีปริมาณน้ำในแป้งขนมบราวนี่ลดลงอย่าง

มากในระหว่างการอบจนได้เป็นขนมบราวนี่กรอบสำเร็จรูป (Benjakul and Karnjanapratum, 

2018) อย่างไรก็ตามขนมบราวนี่กรอบทั้ง 4 สูตร มีความชื้นและค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ที่ต่ำ จัดอยู่ใน

เกณฑ์อาหารแห้ง สามารถเก็บรักษาได้นานที่อุณหภูมิห้องโดยไม่เกิดการเสื่อมเสียเนื่องจากจุลินทรีย์ 

นอกจากนี้ขนมบราวนี่กรอบที่เสริมผงไบโอแคลเซียมจากการทดลองมีน้ำตาลเป็นส่วนผสมโดยน้ำตาล

เป็นสารกลุ่มฮิวเมกแทนท์ (Humectant) ที่สามารถเกิดพันธะกับโมเลกุลของน้ำได้ดี เกิดโมเลกุลพอลิ

เด็กซ์โตรส จับกับโมเลกุลของน้ำและดูดความชื้นได้ดี ทำให้เกิดโครงสร้างร่างแหจึงทำให้อาหารที่มี

น้ำตาลเป็นส่วนผสมมีค่ากิจกรรมของน้ำอิสระต่ำ (Alizadeh et al., 2014)  

 

ตารางท่ี 21 ปริมาณความชื้นและค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ของขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจาก
กระดูกปลาลูกผสมบึกสยามที่ระดับต่าง ๆ  

ตัวอย่าง ความชื้น (ร้อยละ) ค่าวอเตอร์แอคติวิตี้ (aw) 
0 % (ชุดควบคุม) 1.12 ± 0.51*a** 0.239 ± 0.024c 
10 % Bio Ca 1.45 ± 0.18a 0.292 ± 0.008b 
20 % Bio Ca 3.89 ± 2.22a 0.331 ± 0.003a 
30 % Bio Ca 3.62 ± 2.77a 0.341 ± 0.003a 

หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 
  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 

4.3 คุณลักษณะทางด้านเนื้อสัมผัส 

 คุณลักษณะทางด้านเนื้อสัมผัสของขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลา

ลูกผสมบึกสยามที่ระดับร้อยละ 0 10 20 และ 30 ของน้ำหนักแป้ง แสดงดังตารางที่ 22 พบว่าขนมบ

ราวนี่กรอบสูตรควบคุม (ไม่เติมผงไบโอแคลเซียม) มีค่าความแตกเปราะ (Fracturability) เท่ากับ 

952.35 ± 272.82 g ซึ่งสูงกว่าขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมทุกระดับ (ร้อยละ 10 20 และ 

30) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) นอกจากนี้ขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับร้อย

ละ 10 20 และ 30 จะมีค่าความแตกเปราะไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) จากผล

การทดลองเป็นไปได้ว่าผงไบโอแคลเซียมที่เสริมในขนมบราวนี่กรอบนั้นจะไปขัดขวางการเชื่อมต่อ

พันธะของอะไมโลสและอะไมโลเพคตินที่เป็นองค์ประกอบของแป้งที่เป็นส่วนผสมในขนมบราวนี่



 98 

กรอบ และไปขัดขวางการเกิดพันธะไดซัลไฟต์ของโปรตีนไกลอะดิน และกลูเตนินในแป้งสาลี เมื่อ

โครงสร้างเชื่อมต่อพันธะกันน้อยลงจึงทำให้ค่าความแตกเปราะน้อยลงด้วยเช่นกัน (Benjakul and 

Karnjanapratum, 2018) นอกจากนี้เมื่อพิจารณาค่าระยะที่ทำให้วัตถุแตก (Deformation) พบว่า

ขนมบราวนี่กรอบสูตรควบคุม และขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมร้อยละ 10 มีค่าระยะท่ีทำให้

วัตถุแตกน้อยกว่าขนมบราวนี่กรอบที่เสริมไบโอแคลเซียมร้อยละ 20 และ 30 (p≤0.05) ซึ่งสอดคล้อง

กับค่าความแตกเปราะที่เมื่อใช้แรงกดที่มากจะทำให้มีระยะการกดน้อยลง เนื่องจากขนมบราวนี่กรอบ

สูตรควบคุมมีปริมาณแป้งสาลีในสูตรส่วนผสมสูงกว่าขนมบราวนี่กรอบเสริมผงไบโอแคลเซียม ซึ่งใน

แป้งสาลีจะมีโปรตีนกลูเตนที่สามารถถูกออกซิไดซ์ด้วยน้ำจากการนวดทำให้เกิดพันธะไดซัลไฟต์ ซึ่ง

เป็นพันธะโควาเลนต์ที่มีโครงสร้างที่แข็งแรงจึงทำให้ผลิตภัณฑ์มีความคงตัว (da Rosa Machado 

and Thys, 2019) จากผลการทดลองมี ค วามสอดคล้ อ งกับ งาน วิ จั ยของ Benjakul และ 

Karnjanapratum (2018) ที่ได้ทำการศึกษาการเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้อง

แถบ (skipjack tuna) ในผลิตภัณฑ์แครกเกอร์โฮลวีต พบว่าแครกเกอร์โฮลวีตเสริมผงไบโอแคลเซียม

ในระดับที่สูงขึ้นจะทำให้ค่าความแตกเปราะลดลง และสามารถเสริมผงไบโอแคลเซียมลงในแครกเกอร์

โฮลวีตได้สูงถึงร้อยละ 30 ซ่ึงไม่มีผลต่อคุณภาพทางประสาทสัมผัสของแครกเกอร์ นอกจากนี้ Idowu 

และคณะ (2019) ศึกษาการเสริมไบโอแคลเซียมและโปรตีนไฮโดรไลเซตจากโครงกระดูก

ปลาแซลมอนในผลิตภัณฑ์แครกเกอร์โฮลวีต พบว่าเมื่อแครกเกอร์โฮลวีตเสริมไบโอแคลเซียมเพียง

อย่างเดียวมีค่าความสามารถในการแตกหักสูงมากกว่าแครกเกอร์โฮลวีตเสริมไบโอแคลเซียมร่วมกับ

โปรตีนไฮโดรไลเซต ซึ่งแครกเกอร์โฮลวีตเสริมไบโอแคลเซียมร่วมกับโปรตีนไฮโดรไลเซตในอัตราส่วน 

3 ต่อ 1 ไม่ส่งผลกระทบต่อคุณลักษณะทางประสาทสัมผัสของแครกเกอร์ 
 

ตารางท่ี 22 ลักษณะทางด้านเนื้อสัมผัสของขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลา
ลูกผสมบึกสยามท่ีระดับต่าง ๆ 

ตัวอย่าง 0 % (ชุดควบคุม) 10 % Bio-Ca 20 % Bio-Ca 30 % Bio-Ca 
   Fracturability (g) 952.3 ± 272.82a 626.4 ± 242.23b 650.8 ± 194.01b 507.7 ± 68.43b 
   Deformation at (mm) 0.19 ± 0.08b 0.20 ± 0.03b 0.59 ± 0.30a 0.62 ± 0.25a 

หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 
  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวแถวมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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4.4 คุณภาพทางประสาทสัมผัส 
การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสของขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับ

ร้อยละ 0 10 20 และ 30 ของน้ำหนักแป้ง แสดงผลดังตารางที่ 23 พบว่าขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอ
แคลเซียมที่ระดับร้อยละ 10 มีคะแนนการยอมรับคุณภาพทางด้านประสาทสัมผัสในทุกด้าน ได้แก่ 
ลักษณะปรากฏ สี กลิ่น เนื้อสัมผัส รสชาติ และความชอบโดยรวม สูงกว่าขนมบราวนี่กรอบชุดทดลอง
อ่ืน ๆ อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) ซึ่งการประเมิณคุณลักษณะทางประสาทสัมผัสด้านเนื้อ
สัมผัสของบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจะสอดคล้องกับค่าความแตกเปราะ ( facturability) และ
ค่าระยะที่ทำให้วัตถุแตก (deformation) ที่มีค่าต่ำ แสดงให้เห็นว่าผู้ทดสอบชอบขนมบราวนี่กรอบที่
มีค่าความแตกเปราะสูงมากกว่าขนมบราวนี่กรอบที่มีค่าความเปราะแตกต่ำกว่า ซึ่งขนมบราวนี่กรอบ
เป็นผลิตภัณฑ์ขนมอบ ประเภทคุกกี้แข็ง หรือแครกเกอร์ ที่จะต้องมีลักษณะแข็งเปราะ ซึ่งปริมาณ
ความชื้นในขนมบราวนี่กรอบจะมีผลต่อความรู้สึกในช่องปากขณะรับประทาน และค่ากิจกรรมของน้ำ

อิสระในขนมบราวนี่กรอบยังเป็นตัวบงชี้อายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ (VYTŘASOVÁ, 2006) มี
รายงานการเสริมแคลเซียมในผงโกโก้ชงดื่มสามารถลดปริมาณสารออกซาเลตในโกโก้ได ้ซ่ึงออกซาเลต
ที่เป็นสารยับยั้งการดูดซึมแคลเซียม ป้องกันการตกตะกอนของแคลเซียมที่อาจเป็นสาเหตุของการเกิด
นิ่วในไตได้ โดยแคลเซียมไอออน (Ca2+) จะเข้าจับกับออกซาเลตที่ละลายน้ำได้ (Huynh et al., 
2020) ดังนั้นขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการรับประทาน
ผลิตภัณฑ์เบเกอร์รี่ที่เสริมแคลเซียม  
 

ตารางท่ี 23 การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสของขนมบราวนี่กรอบเสริมแคลเซียมจากกระดูก
ปลาลูกผสมบึกสยามท่ีระดับต่าง ๆ 

ตัวอย่าง ลักษณะปรากฎ สี กลิ่น เนื้อสัมผัส รสชาต ิ
ความชอบ
โดยรวม 

0 % (ชุดควบคุม) 7.62 ± 1.21*a** 7.96 ± 1.23a 7.64 ± 1.27a 7.44 ± 1.58ab 7.54 ± 1.40b 7.62 ± 1.29b 
10 % Bio-Ca 7.64 ± 1.10a 7.9 ± 1.05a 7.68 ± 1.27a 7.82 ± 1.38a 8.12 ± 1.26a 8.16 ± 1.00a 
20 % Bio-Ca 7.46 ± 1.33a 7.96 ± 1.11a 7.6 ± 1.25a 7.02 ± 1.65b 7.36 ± 1.52b 7.7 ± 0.97b 
30 % Bio-Ca 7.28 ± 1.39a 7.84 ± 1.13a 7.48 ± 1.13a 6.94 ± 1.57b 7.3 ± 1.23b 7.26 ± 1.34b 

หมายเหตุ : * แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=50) 
  ** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย  
 

สรุปผลการวิจัย 

1. กระดูกปลาลูกผสมบึกสยามเมื่อนำมาผ่านกระบวนผลิต ได้แก่ กระบวรการฉีดน้ำแรงดัน

สูง แช่สารละลายด่าง แช่ตัวทำละลายเอทานอล ฟอกสี และบดให้เป็นผงไบโอแคลเซียม จะทำให้

ได้ไบโอแคลเซียมที่คุณภาพที่ดีขึ้น มีสีขาวบริสุทธิ์ขึ้น ปราศจากกลิ่นคาว และเป็นผงละเอียด ดังนั้น

การผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม ไม่เพียงแต่เป็นการลดของเสียจาก

อุตสาหกรรม แต่ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กับกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามได้ สามารถนำไปพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมไบโอแคลเซียมมูลค่าสูงจากธรรมชาติโดยผ่านกระบวนการผลิตที่ไม่รุนแรง และ

มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคในอนาคตต่อไปได้ 

2. คุณลักษณะของไบโอแคลเซียม แคลเซียมอนินทรีย์สารจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
และแคลเซียมทางการค้า มีความแตกต่างกันทั้งทางด้านองค์ประกอบทางเคมี ปริมาณไฮดรอกซี    
โพรลีน การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหาร ซึ่งไบโอแคลเซียมเป็น
แคลเซียมอินทรีย์ที่มีคอลลาเจนเปปไทด์ อนุพันธ์ของกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีน ต่างจากแคลเซียมอ
นินทรีย์และแคลเซียมทางการค้าซึ่งไม่พบ และไบโอแคลเซียมมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ และการ
ดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมสูงกว่าแคลเซียมอนินทรีย์และแคลเซียมทางการค้า 

3. การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑ์ต้นแบบไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามชนิด
แคปซูล ด้วยการเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเซต และแคลเซียมแอสคอร์เบตในผลิตภัณฑ์ นอกจากจะ
ช่วยเพ่ิมความสามารถในการละลายของไบโอแคลเซียมแล้วยังเพ่ิมกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ และ
การดูดซึมทางชีวภาพของแคลเซียมอีกด้วย 

4. การประยุกต์ใช้ผงไบโอแคลเซียมเสริมในผลิตภัณฑ์ขนมบราวนี่กรอบ พบว่าการเสริมไบโอ
แคลเซียมในผลิตภัณฑ์ขนมบราวนี่กรอบส่งผลคุณภาพทางกายภาพ และทางด้านเนื้อสัมผัส คือ 
ขนมบราวนี่กรอบมีพ้ืนผิวที่แวววาวขึ้น มีความแข็งเปราะมากขึ้น และการเสริมไบโอแคลเซียมที่ระดับ
ร้อยละ 10 ของน้ำหนักแป้ง ได้รับคะแนนการยอมรับทางประสาทสัมผัสสูงที่สุด 
 

ข้อเสนอแนะ 

 1. ควรศึกษาการออกฤทธิ์ของไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยามในทางเภสัช
วิทยา เช่น ทดสอบการเป็นพิษ การออกฤทธิ์ทางชีวภาพในเซลล์กระดูก สัตว์ทดลอง หรือผู้ป่วย ต่อไป
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ในอนาคตเพ่ือเป็นรายละเอียดข้อมูลที่เป็นประโยชน์เชิงสุขภาพของผู้บริโภคในการบริโภคไบโอ
แคลเซียมเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
 2. ระบุปริมาณการรับประทานไบโอแคลเซียมที่เหมาะสมสำหรับผู้บริโภค และระบุกลุ่ม
ผู้บริโภคให้ตรงกับผลิตภัณฑ์ เช่น ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูล เหมาะสำหรับกลุ่มผู้สูงวัย กลุ่มสตรีวัย
หมดประจำเดือน และกลุ่มบุคคลทั่วไป ส่วนขนมบราวนี่กรอบเสริมไบโอแคลเซียมควรออกแบบสูตร
เหมาะสำหรับ กลุ่มเด็ก กลุ่มวัยรุ่น กลุ่มวัยทำงาน และกลุ่มบุคคลทั่วไป 
 3. การวางแผนทางด้านการตลาดของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึก
สยามในอนาคต 
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1. การวิเคราะห์ความชื้น (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 

1. ภาชนะอะลูมิเนียมสำหรับหาความชื้น 

2. ตู้อบไฟฟ้า 

3. โถดูดความชื้น 

4. เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตำแหน่ง 

วิธีการวิเคราะห์ 

1. อบภาชนะสำหรับหาความชื้นในตู้อบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2-3 

ชั่วโมง นำออกจากตูอบใสไว้ในโถดูดความชื้นหลังจากนั้นชั่งน้ำหนัก 

2. ทำเช่นเดียวกับข้อ 1 ซ้ำจนได้ผลต่างของน้ำหนักทั้ง 2 ครั้ง ติดต่อกันไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

  3. ชั่งตัวอย่างให้ได้น้ำหนักที่แน่นอนอย่างละเอียดประมาณ 1-2 กรัม ใส่ในภาชนะหา

ความชื้นที่ทราบน้ำหนักแน่นอนแลว้ 

4. นําไปอบในตู้อบไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชั่วโมง 

5. นําออกจากตู้อบใส่โถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งหาน้ำหนัก 

6. อบซ้ำอีกครั้งประมาณ 30 นาทีและทำเช่นเดิมจนได้ผลต่างของน้ำหนักทั้ง 2 ครั้ง 

ติดต่อกันไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 

7. คํานวณหาปริมาณความชื้นจากสูตร 

ปริมาณความชื้นคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ =                    × 100 

 

เมื่อ  M1 คือ น้ำหนักตัวอย่างก่อนอบ 

M2 คือ น้ำหนักตัวอย่างหลังอบ 

 

2. การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์การยอ่ยโปรตีนประกอบด้วยเตาเผา และเครื่องดักจับไอกรด 

2. อุปกรณ์กลั่นโปรตีน 

3. ขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 มิลลิลิตร และขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

4. ปิเปต ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 

M1 – M2 

M1 



 120 

5. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 

6. ลูกแก้ว 

7. เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตําแหน่ง 

สารเคมี 

1. สารผสมระหว่างคอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4
 · H2O) และโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 

อัตราส่วน 1:10 

  2. กรดซัลฟวิริกเข้มข้น 

  3. โซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ข้นร้อยละ 40 

  4. กรดบอริกเข้มข้นร้อยละ 4 

  5. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 N 

  6. อินดิเคเตอร์เป็นสารผสมระหว่างเมทิลเรต เมธีลีนบลู และโบรโมครีซอลกรีน 

วิธีการวิเคราะห์ 

ขั้นตอนการย่อย 

1. ชั่งตัวอย่างให้ไดน้้ำหนักแน่นอน 1-3 กรัม ใส่ลงในหลอดย่อยโปรตีน 

  2. ใส่สารผสมระหว่างคอปเปอรซ์ัลเฟตและโพแทสเซียมซัลเฟต ปริมาณ 5 กรัม 

3. เติมกรดซัลฟูริกปริมาณ 20 มิลลิลิตร 

  4. วางหลอดย่อยตัวอย่างในเตาย่อย แล้วประกอบสายยางระหว่างฝาครอบขวดใส่ด่าง และ

เครื่องดักจับไอกรดให้เรียบร้อย 

5. เปิดสวิทช์เครื่องดักจับไอกรดและเตาย่อยแล้วตั้งอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส นาน 30 

นาท ีจากนั้นปรับเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 400 องศาเซลเซียส ย่อยต่ออีก 60 นาท ีจนได้สารละลายใส 

6. ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น 
ขัน้ตอนการกลั่นและไตเตรท 

1. จัดอุปกรณ์กลั่นแล้วเปิดสวิทช์ให้ความร้อน และเปิดน้ำหล่อเย็นเครื่องควบแน่น 

2. นําขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกรดบอริก (เข้มข้นร้อยละ 4) ปริมาตร 25 

มิลลิลิตร เติมอินดิเคเตอร์แล้วนำไปรองรับของเหลวที่กลั่นได้ โดยให้ส่วนปลายของอุปกรณ์ควบแน่น 

จุ่มลงในสารละลายกรด 

3. เติมน้ำกลั่นลงในหลอดย่อย 20 มิลลิลิตร จากนั้นเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ทำปฏิกิริยา

เกินพอ สังเกตให้สารละลายเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลขุ่น 
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4. กลั่นให้ได้ของเหลวอยู่ในระดับ 125 มิลลิลิตร 

5. ไตเตรทสารละลายที่กลั่นได้ด้วยกรดไฮโดรคลอริกทีม่ีความเข้มข้น 0.1 N จนสารละลาย 

เปลี่ยนเป็นสีม่วง 

6. คํานวณหาปริมาณโปรตีนจากสูตร 

ปริมาณโปรตีน (เปอรเซ็นต์) =   

 

เมื่อ  A คือ ปริมาณกรดที่ใช้ไตเตรทกับตัวอยาง (มลิลิลิิตร) 

    B คือ ปริมาณกรดที่ใช้ไตเตรทกับแบลงค์ (มิลลิลิตร) 

N คือ ความเขมขนของกรด (N) 

    F คือ แฟคเตอร (6.25) 

    W คือ นำ้หนักตัวอยางเริ่มต้น (กรัม) 

 

3. การวิเคราะห์หาปริมาณไขมัน (AOAC, 2000) 

อุปกรณ์ 

1. Soxhlet apparatus 

2. หลอดใส่ตัวอย่าง 

3. สำล ี

4. ตู้อบไฟฟ้า 

5. เครื่องชั่งไฟฟ้า 

6. โถดูดความชื้น 

สารเคมี 

ปิโตรเลียมอีเทอร์หรือเฮกเซน 

วิธีการวิเคราะห์ 

1. ใส่ขวดก้นกลมสำหรับการหาปริมาณไขมัน ซึ่งมีขนาดความจุ 250 มิลลิลิตร ในตู้อบไฟฟ้า 

ทิ้งไว้ให้เย็นในโถดูดความชื้น และชั่งหนักท่ีแน่นอน 

  2. ชั่งตัวอย่างบนกระดาษกรองที่ทราบน้ำหนัก 3-5 กรัม ห่อให้มิดชิดใส่ลงในหลอดสำหรับใส่

ตัวอย่าง 

(A – B) × N × 1.4007 × F 

W 
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3. น ำหลอดตัวอย่ำงใส่ลงใน Soxhlet เติมสำรตัวทำละลำยปิโตรเลียมอีเทอร์ลงในขวดหำ

ไขมันประมำณ 150 มิลลิลิตร แล้ววำงบนเตำ 

4. ประกอบอุปกรณ์ชุดกลั่นไขมัน พร้อมทั้งเปิดน้ำหล่ออุปกรณ์ควบแน่นและเปิดสวิทช์ให้

ความรอ้น 

5. ปรับความร้อนให้หยดของสารทำละลายกลั่นตัวจากอุปกรณ์ควบแน่นด้วยอัตรา 150 หยด

ต่อนาท ี

6. เมื่อครบ 6 ชั่วโมงแล้ว นำหลอดใส่ตัวอย่างออกจาก Soxhlet ทิ้งให้ตัวทำละลายไหลจาก 

Soxhlet ลงในขวดก้นกลมจนหมด 

7. ระเหยตัวทำละลายออกดว้ยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ 

8. นําขวดหาไขมันไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสจนแห้ง ทิ้งให้เย็นในโถดูดความชื้น 

9. ชั่งน้ำหนักแล้วอบซ้ำ นานครั้งละ 30 นาที จนกระทั่งผลต่างของน้ำหนักทั้งสองครั้ง

ติดต่อกันไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 

10. คํานวณหาปริมาณไขมันจากสูตร 

   ปริมาณไขมัน (เปอร์เซ็นต์) =                          

 

เมื่อ  W1 คือ น้ำหนักขวดตัวอย่างก่อนอบ 

    W2 คือ น้ำหนักขวดตัวอย่างหลังอบ 

 

4. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (ดัดแปลงจาก AOAC., 2000) 

อุปกรณ์ 

1. Crucible 

2. Muffle furnace (เตาเผา) 

3. Hot plate 

4. โถดูดความชื้น 

5. เครือ่งชั่ง 

วิธีการวิเคราะห์ 

1. เผาถ้วยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง นำออก

จากเตาเผาเก็บไว้ในโถดูดความชื้น ปล่อยให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง ชั่งน้ำหนัก บันทึกผล 

W2 × 100 

W1 
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2. ทำซ้ำเช่นเดียวกับข้อ 1. จนกระทั่งได้น้ำหนักที่คงที่  (ในแต่ละซ้ำต่างกันไม่ เกิน 3 

มิลลิกรัม) หาค่าเฉลี่ย บันทึกผล (W1) 

3. ชั่งตัวอย่างอย่างละเอียดประมาณ 2 กรัม (S) ลงในถ้วยกระเบื้องเคลือบ เผาบนเตาไฟฟ้า

จนหมดควัน 

4. นําไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนกระทั่งได้เถ้าสีเทาอ่อน หรือสีขาวสม่ำเสมอ 

นําออกจากเตาเผา เก็บในโถดูดความชื้น ปล่อยให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง ชั่งน้ำหนัก บันทึกผล 

5. ทำซ้ำเช่นเดียวกับข้อ 4. (ในแต่ละซ้ำตา่งกันไม่เกิน 3 มิลลิกรัม) หาค่าเฉลี่ย บันทึกผล 

(W2) 

  6. คํานวณหาปริมาณเถ้าจากสูตร 

ปริมาณเถ้า (เปอร์เซ็นต์) =  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

(W2 – W1) × 100 

S 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะห์กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
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1. กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• (DPPH radical scavenging activity) 

อุปกรณ์ 

1. ปิเปต   

2. บีกเกอร์   

3. วอลลุมฟำสก์  

4. ลูกยำง 

5. แท่งแก้วคนสำร 

6. ช้อนตักสำร 

7. หลอดทดลอง 

8. ที่วำงหลอดทดลอง 

เครื่องมือ 

1. Spectrophotometer 

2. Vertex 

สำรเคมี 

1. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

2. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) 

3. Methanol 

4. น ำกลั่น 

เตรียมตัวอย่ำง 

 1. บดตัวอย่ำงให้ละเอียด 

 2. ละลำยตัวอย่ำงในน ำกลั่น (ควำมเข้มข้นของตัวอย่ำง 10 – 40 mg/ml) 

 3. เขย่ำ ผสมให้เข้ำกัน 

วิธีกำรทดลอง 

 1. ปิเปตตัวอย่ำง 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

 2. ปิเปต 1.5 มิลลิลิตร ของ 0.15 mM DPPH ที่ละลำยในเมทำนอล 95% ลงในหลอด

ทดลอง 

 3. ผสมให้เข้ำกัน 

 4. บ่มในที่มืด 30 นำที ที่อุณหภูมิห้อง 

 5. นำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 517 นำโนเมตร 
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 6. รำยงำนกิจกรรมกำรต้ำนอนุมูลอิสระในหน่วย µmol Trolox equivalents (TE)/g 

sample 

 
ภาพผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐาน DPPH radical scavenging activity 

 

2. กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS• (ABTS radical scavenging activity) 

ศึกษาความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzo 

thiazoline-6-sulfonic acid) radical scavenging activity ดัดแปลงจากวิธีของ Binsan และคณะ 

(2008) 

อุปกรณ์ 

1. ปิเปต 

2. ไมโครปิเปต 

 3. หลอดทดลอง 

 4. ที่วางหลอดทดลอง 

5. บีกเกอร์ 

 6. ช้อนตักสาร 

 7. แท่งแก้วคนสาร  

เครื่องมือ 

1. Spectrophotometer 

2. Vertex 

สารเคมี 

1. 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS)  

y = -0.0052x + 0.6243
R² = 0.9841

0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 20 40 60 80 100 120

OD
51

7
nm

Concentration of Trolox (µmol)



 127 

2. Potassium persulphate  

  3. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox)  

วิธีการทดลอง 

 1. เตรียม Stock Solution ของสารละลาย ABTS ที่ความเข้มข้น 7.4 มิลลิโมลาร์ และ

สารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ที่ความเข้มข้น 2.6 มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) 

 2. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องและในที่มืด นาน 12 ชั่วโมง 

 3. ก่อนใช้งานเจือจางสารละลายโดยผสมสารละลาย stock solution ของ ABTS ปริมาตร 

1 มิลลิลิตรด้วยเมทานอล 50 มิลลิลิตร ได้เป็น working solution ABTS 

 4. นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตรให้ได้เท่ากับ 1.1 ± 0.02 

 5. ปิเปตตัวอย่าง 150 µl และ working solution ABTS 2850 µl ผสมให้เข้ากัน 

 6. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องและในที่มืด นาน 2 ชั่วโมง 

 7. นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร 

 8. รายงานผลในหน่วย µmol Trolox equivalent / g sample 

 

 
ภาพผนวกที ่2 กราฟมาตรฐาน ABTS radical scavenging activity 

 

3. ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอริกของสารต้านอนุมูลอิสระ (Ferric reducing antioxidant 

power, FRAP) 

ศึกษำควำมสำมำรถในกำรรีดิวซ์เฟอริกของสำรต้ำนอนุมูลอิสระ ดัดแปลงตำมวิธีของ Benzie 

และ Strain (1996) 

 

y = -0.001x + 0.996
R² = 0.9892
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อุปกรณ์ 

1. ปิเปต 

2. ไมโครปิเปต 

 3. หลอดทดลอง 

 4. ที่วางหลอดทดลอง 

5. บีกเกอร์ 

 6. ช้อนตักสาร 

 7. แท่งแก้วคนสาร  

เครื่องมือ 

1. Spectrophotometer 

2. Vertex 

สารเคมี 

1. Acetate buffer pH 3.6  

2. 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ)   

3. HCl  

4. FeCl3 • H2O  

5. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) 

วิธีการทดลอง 

 1. ผสมสาร working solution โดยการผสมอะซิเตตบัฟเฟอร์ปริมาตร 25 มิลลิลิตร, TPTZ 

solution ปริมาตร 2.5 มิลลลิิตร และ FeCl3 • 6H2O ปรมิาตร 2.5 มิลลิลิตร 

 2. เขย่าให้เข้ากันและนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี

 3. ปิเปตตัวอย่าง 150 µl ผสมกับ working solution 2850 µl 

 4. เขย่าให้เข้ากัน และเก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที 

5. นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร 

 6. รายงานผลในหน่วย µmol Trolox equivalent / g sample 
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ภาพผนวกที ่3 กราฟมาตรฐาน Ferric reducing antioxidant power, FRAP 

 

4. ความสามารถในการจับโลหะเฟอรัสไอออน (Metal chelating activity on ferrous ion 

(Fe2+)) 

 ศึกษาสามารถในการจับโลหะเฟอรัสไอออนดัดแปลงจากวิธีของ Thiansilakul และคณะ 

(2007) 

อุปกรณ์ 

1. ปิเปต 

2. ไมโครปิเปต 

 3. หลอดทดลอง 

 4. ที่วางหลอดทดลอง 

5. บีกเกอร์ 

 6. ช้อนตักสาร 

 7. แท่งแก้วคนสาร  

เครื่องมือ 

1. Spectrophotometer 

2. Vertex 

สารเคมี 

1. Fecl2  

2. Ferrozine  

3. EDTA  

y = 0.0018x + 0.0947
R² = 0.991
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วิธีการทดลอง 

 1. ปิเปตตัวอย่าง 4.7 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง  

 2. เติม FeCl2 ที่มีความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และ Ferrozine ทีม่ี

ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงไปและผสมให้เข้ากัน 

 3. ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที 

4. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร 

 5. รายงานผลในหน่วย µmol EDTA equivalent / g sample 

 
ภาพผนวกที่ 4 กราฟมาตรฐาน Metal chelating activity on ferrous ion (Fe2+) 

 

5. ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline content)  

วิเคราะห์ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน ดัดแปลงจากวิธีของ Bergman and Loxley (1963)  

วิธีการทดลอง 

1. ทำการย่อยตัวอย่างด้วย 6M HCl ที่อุณหภูมิ 110 oC นาน 24 ชั่วโมง หรือจนกว่าตัวอย่าง

จะใส อัตราส่วน 1:10 

2. ทำตัวอย่างให้ใสด้วย activated charcoal แล้วกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 

3. ตัวอย่างส่วนที่กรองได้นำมาทำให้เป็นกลาง pH 6.0 – 6.5 ด้วย NaOH 

4. ผสมตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร กับ isopropanol 0.2 มิลลิลิตร 

5. จากนั้นเติม oxidant solution 0.1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

6. จากนั้นเติม Ehrlich’s reagent solution 1.3 มิลลิตร ผสมเข้าด้วยกัน 

7. ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 60 oC นาน 25 นาที  

8. เมื่อครบเวลา ทำให้เย็นโดยเปิดน้ำผ่าน 2 – 3 นาที  

y = -0.0152x + 0.8699
R² = 0.9754
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9. ดูสีหลอดตัวอย่าง กับหลอดมาตรฐาน ถ้าเข้มกว่าอาจจะต้องเจือจาง 5 เท่า ด้วย 

isopropanol 

10. นำไปวัดค่าดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 558 nm 

11. รายงานผลเป็น mg/g sample 

 
ภาพผนวกที ่5 กราฟมาตรฐาน Hydroxylproline 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0119x + 0.0299
R² = 0.9998
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ภาคผนวก ค 

กระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
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ภาพผนวกที ่6 กระบวนกำรผลิตไบโอแคลเซียมจำกกระดูกปลำลูกผสมบึกสยำม 

              1. กระดูกปลาสด              2. กระดูกปลาผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง 

  3. กระดูกปลาผ่านกระบวนการแช่น้ำด่าง KOH 1%    4. กระดูกปลาผ่านกระบวนการแช่ตัวทำละลายเอทานอล 

  5. กระดูกปลาผ่านกระบวนการฟอกสีด้วย H2O2 1%      6. ผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาลูกผสมบึกสยาม 
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ภาพแสดงบรรจุภัณฑ์ต้นแบบขวด (บรรจุภัณฑ์ชั้นแรก) และกล่อง (บรรจุภัณฑ์ชั้นที่สอง) 
ของผลิตภัณฑ์ไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูล แสดงดังภาพผนวกที่ 8 ซึ่งบรรจุภัณฑ์เป็นขวดพลาสติกสี
ชาชนิดโพลีพอไพลีน (Polypropylene, PP) ขนาด 100 มิลลิลิตร ความกว้าง 5.5 เซนติเมตร สูง 8 
เซนติเมตร ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของฝา 38 มิลลิเมตร ในขณะที่บรรจุภัณฑ์ชั้นที่สองเป็นกล่อง
กระดาษมีขนาดกล่องกว้าง × ยาว × สูง เท่ากับ 7.5 × 8 10.5 เซนติเมตร ขนาดบรรจุจำนวน 60 
เม็ดต่อขวด โดยบรรจุร่วมกับซองดูดซับความชื้นลงในขวดบรรุภัณฑ์ ขนาด 1 กรัม ความกว้าง 2 
เซนติเมตร สูง 5 เซนติเมสตร  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพผนวกที่ 7 ผลิตภัณฑ์ต้นแบบไบโอแคลเซียมบรรจุแคปซูล (A) ขวดบรรจุภัณฑ์ชั้นแรก (B) และ

กล่องบรรจุภัณฑ์ชั้นที่สอง (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)                                       (B)                                     (C) 
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ภาคผนวก ง 

นำเสนอผลงาน 
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บทคัดย่อ 
ไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาเป็นผลิตภัณฑ์แคลเซียมชนิดอินทรีย์ที่มีคุณภาพสูง วัตถุประสงค์ของการ

วิจัยนี้ เพื่อพัฒนากรรมวิธีการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาหนังลูกผสม (Pangasianodon gigas x 

Pangasianodon hypophthalmus) 4 ขั้นตอน ประกอบด้วย 1) กระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูง 2) กระบวนการแช่

ในสารละลายด่าง 3) กระบวนการแช่ในตัวทำละลายเอทานอล 4) กระบวนการฟอกสีและบดให้เป็นผงไบโอ

แคลเซียม จากนั้นนำไปวิเคราะห์ ร้อยละผลผลิต องค์ประกอบทางเคมี ค่าสี การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน 

และโครงสร้างทางจุลภาคของกระดูกปลาจาก 4 กระบวนการ พบว่า ไบโอแคลเซียมที่ได้มีร้อยละผลผลิตของเท่ากับ 

14.46 % นอกจากนี้ ไบโอแคลเซียมมีปริมาณโปรตีน ไขมัน และความช้ืนลดลง แต่กลับมีปริมาณเถ้า และค่าความ

สว่าง (L*) เพิ่มขึ้น (p ≤ 0.05) อย่างไรก็ตามกระบวนการแช่ในสารละลายเอทานอลและฟอกสี แล้วบดให้เป็นผงไบ

โอแคลเซียมจะทำให้มีค่า Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) ลดลงอย่างมาก (p ≤ 0.05) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกระบวนการก่อนหน้า และผงไบโอแคลเซียมที่ได้มีลักษณะเป็นก้อนขนาดเล็กขนาด 2 -10 

ไมโครเมตร กระจายตัวอย่างสม่ำเสมอ ดังนั้นกระบวนการข้างต้นมีความเหมาะสมที่จะทำให้ได้มาซึ่งไบโอแคลเซียม

ที่มีคุณภาพดี เป็นผงละเอียด มีสีขาวบริสุทธ์ ปราศจากกลิ่นคาวและกลิ่นเหม็นหืนสามารถนำไปพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมแคลเซียมได้   

 

คำสำคัญ  :  กระดูกปลา ; กระบวนการ ; ไบโอแคลเซียม ; ปลาหนงัลูกผสม 
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Abstract 
 Biocalcium from fish bones is a high quality of organic calcium product. The objective of 

this research was to develop a process for biocalcium production from hybrid catfish 

(Pangasianodon gigas x Pangasianodon hypophthalmus) bones including 4 steps: 1) high pressure 

water jet process 2) soaking in alkaline solution 3) ethanol immersion process 4) bleaching and 

grinding to obtain biocalcium powder. %Yield, chemical composition, color values, lipid oxidation 

and the microstructure of all processes of fish bone were analyzed. It found that obtained 

biocalcium had %yield of 14.46%. In addition, bio-calcium had a low protein, fat and moisture 

contents but increasing in ash content and the lightness values (L *) were observed (p ≤ 0.05). 

However, the process of ethanol immersion, bleaching and grinding to obtain biocalcium powder 

decreased in Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) values (p ≤ 0.05) compared to the 

previous process. The particle sizes of biocalcium powder were in a range of 2-10 µm and 

distributed uniformly. Therefore, biocalcium production was suitable process to obtain a good 

quality biocalcium of fine powder, white color, without fishy and rancid odor. It can be 

developed as a calcium supplement.  

 
Keywords :  Biocalcium ; Process ; Fish bone ; Hybrid catfish  
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บทนำ   

 ปลาหนังลูกผสม (Pangasianodon gigas x Pangasianodon hypophthalmus) เป็นปลาที่มีการ

พัฒนาสายพันธุ์มาจากปลาบึก โดยนำปลาบึกสายพันธุ์แท้มาผสมกับปลาสวาย และคัดเลือกลักษณะพันธุ์หลาย ๆ 

รุ่นตามลำดับ จนได้เป็นปลาหนังลูกผสม ซึ่งเป็นที่เลี้ยงง่าย โตเร็ว คุณภาพเนื้อดี มีคุณค่าทางโภชนาการสูง และทน

ต่อโรค ปัจจุบันมีการเพาะเลี้ยงปลาหนังลูกผสมเพื่อจำหน่ายทางการค้าเป็นผลิตภัณฑ์เนื้อปลาแล่แช่เยือกแข็ง และ

ผลิตภัณฑ์แปรรูปต่าง ๆ เพื่อจำหน่ายในประเทศและส่งออกต่างประเทศ สร้างรายได้อย่างมหาศาลให้กับกลุ่ม

เกษตรกรเพาะเลี้ยง และผู้ประกอบการ (Panase & Mengumphan, 2015) อย่างไรก็ตามหลังจากกระบวนการ

แปรรูปปลาหนังลูกผสมจะเกิดวัสดุเศษเหลือ คือ โครงกระดูกปลา มากถึงร้อยละ 40 ซึ่งวัสดุเหลือทิ้งเหล่านี้ส่วน

ใหญ่ไม่ได้มีการนำไปใช้ประโยชน์ เนื่องจากย่อยสลายยาก และมีกลิ่นไม่พึงประสงค์ ทำให้ส่งผลกระทบต่อ

สิ่งแวดล้อมรวมไปถึงมีค่าใช้จ่ายในการกำจัดที่สูงจึงนิยมนำไปผลิตเป็นอาหารสัตว์ซึ่งมีราคาถูก (Luu & Nguyen, 

2009) มีรายงานว่ากระดูกปลาหนังลูกผสมมีคุณค่าทางโภชนาการที่อุดมไปด้วยโปรตีน และแร่ธาตุที่สำคัญ คือ 

แคลเซียม และฟอสฟอรัส เป็นต้น (Logesh et al., 2012) นอกจากน้ีผลึกแคลเซียมในกระดกูปลาส่วนใหญ่จะอยูใ่น

รูปผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ (HA, Ca10(PO4)6(OH)2) ซึ่งเป็นผลึกแคลเซียมรูปแบบเดียวกับที่พบในกระดูกมนุษย์ 

(Shi et al., 2018) ส่วนแคลเซียมจากเปลือกไข่และเปลือกหอยจะอยู่ในรูปแคลเซียมคาร์บอเนต (Murakami et 

al., 2007) อย่างไรก็ตามแคลเซียมจากแหล่งธรรมชาติเหล่านี้มีราคาถูกกว่ากลุ่มแคลเซียมคีเลต และแคลเซียม

ฟอสเฟตซึ่งสามารถละลายน้ำ และดูดซึมเข้าสู่ร่างกายได้ดี (Cross et al., 2005) นอกจากกระดูกปลาจะเป็นวัสดุ

เศษเหลือท่ีมีแร่ธาตุแคลเซียม และฟอสฟอรัสสูงแล้ว ยังพบว่ามีองค์ประกอบของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ได้แก่ คอลลาเจน 

และ คอนดรอยตินอีกด้วย ซึ่งคอลลาเจนจะมีกรดอะมิโนและอนุพันธุ์ของกรดอะมิโน คือ โปรลีน และไฮดรอกซีโป

รลีน ตามลำดับเป็นองค์ประกอบที่สามารถดูดซึมร่วมกับแคลเซียมผ่านทางลำไส้เล็กของหนูทดลองได้ดี (Vázquez 

et al., 2013) 

ไบโอแคลเซียม (Bio calcium) คือ สารประกอบอนินทรีย์แคลเซียมที่มีสารประกอบอินทรีย์หลงเหลืออยู่ 

เนื่องจากผ่านกระบวนการแปรรูปไม่รุนแรงซึ่งใช้ความร้อนในระดับท่ีต่ำทำให้ไบโอแคลเซียมที่ได้อุดมไปด้วยคอลลา

เจนและเปปไทด์ที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ ทำให้แคลเซียมถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกายที่ลำไส้เล็กได้ดีกว่าผลิตภัณฑ์อาหารเสริม

แคลเซียมที่ใช้ความร้อนสูงจากการเผาเพื่อให้เหลือแต่สารประกอบอนินทรีย์อย่างเดียว (Benjakul et al., 2017) มี

รายงานว่า Benjakul และคณะ (2017) ศึกษากระบวนการผลิตและคุณลักษณะของไบโอแคลเซียมจากกระดูปลาทู

น่าพันธุ์ท้องแถบ (Skipjack tuna) ซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปปลาทูน่ากระป๋อง โดยนำกระดูก

ปลาทูน่าดังกล่าวมาผ่านกระบวนการฉีดน้ำด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูงเพื่อกำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจน จากนั้น

กำจัดไขมันด้วยตัวทำละลายเฮกเซน ตามด้วยฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และลดขนาดด้วยการบดให้เป็นผง

ด้วยเครื่องบดแบบลูกบอล (ball mill) ตามลำดับ ได้เป็นไบโอแคลเซียม จากนั้นเปรียบเทียบคุณลักษณะของไบโอ

แคลเซียมกับแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบที่ผ่านกระบวนการเผาที่อุณภูมิ 1,100 องศาเซลเซียส 

พบว่าแคลเซียมจากการเผามีปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสมากกว่าไบโอแคลเซียม แต่ไบโอแคลเซียมมีสมบัติการ

ละลาย ฤทธ์ิทางชีวภาพ และความสามารถในการดูดซึมแคลเซียมในระบบจำลองการย่อยอาหารของร่างกายสูงกว่า
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แคลเซียมที่ได้จากการเผา ดังนั้นวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูก

ปลาหนังลูกผสมซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปสัตว์น้ำให้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีมูลค่าสูง 

  

วิธีดำเนินการวิจัย   

1. การเตรียมโครงกระดูกปลา 

นำกระดูกแกน (axial skeleton) ของปลาหนังลูกผสมหลังจากกระบวนผลิตเนื้อปลาแล่เนื้อแช่เยือกแข็ง

ของบริษัท ไลฟ์ ฟาร์มแลนด์ จำกัด อำเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ มาล้างด้วยน้ำสะอาดเพื่อกำจัดสิ่งสกปรก และ

เศษเนื้อท่ีติดค้างอยู่ จะได้กระดูกท่ีสะอาด ก่อนเก็บในถุงพลาสติกโพลีเอสทีลีนแล้วนำไปบรรจุใส่ลังโฟมที่เติมน้ำแข็ง

ในอัตราส่วนโครงกระดูกต่อน้ำแข็ง 1:2 (น้ำหนัก/น้ำหนัก) เพื่อควบคุมอุณหภูมิให้น้อยกว่า 4 องศาเซลเซียส ก่อน

ขนส่งมายังโรงงานนำร่องของสาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิศวกรรมและอุตสาหกรรมเกษตร 

มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ภายในระยะเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อเก็บรักษาไว้ในตู้แช่เยือกแข็ง (SF-PC997, Panasonic, 

Thailand) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ไม่เกิน 2 เดือน) เพื่อนำมาศึกษากรรมวิธีการผลิตและคุณลักษณะของไบ

โอแคลเซียมต่อไป 

2. การผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาหนังลูกผสม  

ผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาหนังลูกผสมโดยดัดแปลงวิธีการเตรียมตัวอย่างจาก Benjakul et al. 

(2017) นำตัวอย่างกระดูกปลาหนังลูกผสมแช่เยือกแข็งมาทำละลาย โดยตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (24 -25 องศา

เซลเซียส) เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นนำไปต้มในน้ำเดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ก่อนใช้

เครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง (Warrior101, Polo, China) มาฉีดน้ำแรงดันสูงเพื่อกำจัดเศษเนื้อปลาที่ติดอยู่กับโครงกระดูก

และล้างทำความสะอาด จะได้กระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการฉีดน้ำ (1) จากนั้นนำกระดูกปลาหนังลูกผสมไปต้มกับ

สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH) ความเข้มข้น 1% (น้ำหนัก/ปริมาตร) ในอัตราส่วนกระดูกต่อสารละลาย 

1:10 (น้ำหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วล้างด้วยน้ำสะอาดหลายครั้งจนกระทั่ง

ตัวอย่างมีค่าพีเอชเป็นกลาง (pH 7.0 – 7.5) จากนั้นนำไปอบแห้งในตู้อบลมร้อน (FD56, Binder, China ) ที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (ความช้ืน 4 ± 1%)และลดขนาดให้ได้ขนาดอนุภาคประมาณ 2-4 

มิลลิเมตร ด้วยเครื่องบดของแห้ง (FDM303SS, Kenwood, Thailand) จะได้กระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการล้างน้ำ

ด่าง (2) จากนั้นนำกระดูกปลาที่ผ่านการบดแช่ในเอทานอล 95% ในอัตราส่วนกระดูกต่อตัวทำลายเอทานอล 1: 2 

(น้ำหนัก/ปริมาตร) กวนอย่างต่อเนื่องด้วยเครื่องกวนสารแบบใบกวน (OS20-S, Overhead Stirrer, China) เป็น

เวลา 1 ช่ัวโมง กรองผ่านผ้าขาวบางเพื่อทิ้งตัวทำละลาย ก่อนแยกเอากระดูก โดยกระดูกที่ผ่านการกรองตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) จนกว่ากลิ่นสารละลายจะหมดไปใช้เวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง จะได้กระดูกปลา

ที่ผ่านการแช่ตัวทำละลาย (3) จากนั้นนำกระดูกปลามาแช่ในสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เข้มข้น 1% 

(น้ำหนัก/ปริมาตร) ในอัตราส่วนกระดูกต่อสารละลาย 1:2 (น้ำหนัก/ปริมาตร) กวนอย่างต่อเนื่องนาน 1 ช่ัวโมง 

จากนั้นล้างทำความสะอาดด้วยน้ำก่อนนำไปอบแห้งในตู้อบลมร้อนอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

(ความชื้น 4 ± 1%) และบดให้เป็นผงละเอียดด้วยเครื่องบดพินมิล (Retsch ZM1000, Centrifugal Grinding Mill, 
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Singapore) จากนั้นร่อนผ่านตะแกรงขนาด 60 mesh จะได้เป็นผงไบโอแคลเซียม (4) เก็บไว้ในถุงอะลูมิเนียมฟ

รอยด์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนนำมาวิเคราะห์ 

3. วิเคราะห์ร้อยละผลผลิต (% yield) 

การคำนวณหาค่าร้อยละผลผลิต (%Yield) ของกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการต่างๆ โดยการเปรียบเทียบ

น้ำหนักกระดูกปลาหลังผ่านกระบวนการต่างๆ กับน้ำหนักกระดูกปลาเริ่มต้นดังสมการ 

 ร้อยละผลผลิต (% yield)   =   น้ำหนักกระดูกปลาหลังผ่านกระบวนการต่างๆ  x 100 

น้ำหนักกระดูกปลาเริ่มต้น 

4. วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (Proximate analysis) 

 เตรียมกระดูกปลาหนังลูกผสมจากกระบวนการการแปรรูปต่าง ๆ ทั้ง 4 กระบวนการข้างต้น จากนั้น

วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี โดยวิเคราะห์หาค่าปริมาณความช้ืน เถ้า โปรตีน และไขมัน ตามวิธี AOAC วิธีการที่ 

927.05, 942.05, 920.38B และ 984.13 ตามลำดับ (AOAC, 2000)  

 วิเคราะห์ธาตุแคลเซียมในตัวอย่างผงไบโอแคลเซียมด้วยเครื่อง inductively coupled plasma optical 

emission spectrometer (ICP-OES) (Model Optima 4300 DV, Perlin Elmer, Shelton, MA) 

5. วิเคราะห์ค่าสี 

วิเคราะห์ค่าสีของกระดูกปลาหนังลูกผสมจากกระบวนการการแปรรปูต่างๆ ทั้ง 4 กระบวนการข้างต้นด้วย

เครื่องวัดค่าสี (ColorFlex EZ, Hunter Lab) ในระบบ CIE โดยวิเคราะห์ค่า L* value (ค่าความสว่าง), a* value 

(สีแดง/เขียว), b* value (สีเหลือง/สีน้ำเงิน) และวิเคราะห์ความต่างของสี ∆E* 

 ∆E* = √(∆L*)2 + (∆a*)2 + (∆b*)2 

โดยที่ ∆L*, ∆a* และ ∆b* คือ ความต่างระหว่างพารามิเตอร์สีของตัวอย่าง และพารามิเตอร์สีของ

สแตนดาร์ดสีขาว (L* = 93.59, a* = -0.98 และ b* = 0.35) ซึ่งใช้เป็นแผ่น Background 

6. วิเคราะห์การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน 

วิเคราะห์การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในกระดูกปลาหนังลูกผสมจากกระบวนการการแปรรูปต่าง 

ๆ ทั้ง 4 กระบวนการ ด้วยวิธี Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) (Buege & Aust, 1978) โดย

นำตัวอย่างกระดูกปลาบดละเอียด 1 กรัม ผสมกับสารละลายที่มี 0.375% thiobarbituric acid (w/v), 15% 

trichloroacetic acid (w/v) และ0.25 M HCl ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร 

จากนั้นนำไปโฮโมจิไนซ์ด้วยเครื่องโฮโมจิไนซ์เซอร์ (T25, Ultra-turrax, Burlin, Germany) ที่ความเร็ว 15000 

rpm นาน 1 นาที และปิดฝาหลอดทดลองให้สนิท ก่อนนำไปให้ตั้งในน้ำเดือด (100 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาที 

แล้วทำให้เย็นด้วยการแช่หลอดทดลองในน้ำประปา และนำไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง (RC 5C plus, 

Sorvall, NY., USA.) ความเร็ว 5,600×g ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นแยกส่วนท่ีละลาย

ได้  (supernatant) ออกมาวัดค่ าการดู ดกลืนแสง วัดที่ ค วามยาวคลื่ น  532 นาโน เมตร โดยใช้ เครื่ อ ง 

spectrophotometer (VIS-72 3 G, Rayleigh, Beijing, China) เที ย บ กั บ ก ร าฟ ม าต ร ฐ าน ขอ ง  1 ,1 ,3 ,3 -
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tetramethoxypropane (MDA) ที่ช่วงความเข้มข้นตั้งแต่ 0 ถึง 6 ppm แสดงผลการทดลองในหน่วยมิลลิกรัม 

malonaldehyde ต่อกิโลกรัมตัวอย่าง 

7. วิเคราะห์โครงสร้างทางจุลภาค  

 วิเคราะห์โครงสร้างทางจุลภาคโดยตรวจวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของกระดูกปลาหนังลูกผสมที่ผ่านการฉีด

น้ำด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง (1) และผงไบโอแคลเซียม (4) โดยเตรียมตัวอย่างติดที่ขั้วบรอนซ์และเคลือบด้วย

ทองคำ (Sputter coater SPI-Module, West Chester, PA, USA) ก่อนส่องผ่านด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด  (Scanning electron microscope; SEM) (JSM-5410LV, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) ด้ วย

แรงดันไฟฟ้าเร่ง 15 kV และใช้กำลังขยาย 1,500 เท่า 

8. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 

ข้อมูลที่ได้นำมาวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่าง

ของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

 

ผลการวิจัย   

1. ร้อยละผลผลิตและองค์และประกอบทางเคมี 

 กระดูกปลาหนังลูกผสมที่เป็นวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิตปลาหนังแล่เนื้อแช่เยือกแข็ง เมื่อนำมา

ผ่านกระบวนการต่อเนื่องทั้ง 4 ขั้นตอน (ภาพท่ี 1) ได้เป็นไบโอแคลเซียม ซึ่งมีปริมาณร้อยละผลผลิตสูงถึง 14.46 ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี แสดงดังตารางที่ 1 พบว่าค่าปริมาณร้อยละความช้ืน โปรตีนและ

ไขมัน ของกระดูกปลามีแนวโน้มลดลงอย่างต่อเนื่อง เมื่อผ่านขั้นตอนการแปรรูปต่างๆ โดยเริ่มจากกระดูกปลาหนังท่ี

ผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูงตามด้วยการแช่ในน้ำด่าง จากนั้นนำมาผ่านการแช่ตัวทำละลายเอทานอล ก่อนนำ

กระดูกปลาไปผ่านการฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และบดให้เป็นผงละเอียดจนได้เป็นไบโอแคลเซียม 

ตามลำดับ อย่างไรก็ตามปริมาณเถ้าของตัวอย่างกระดูกปลามีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องจากเริ่มต้นจนถึง

กระบวนการสุดท้ายที่ได้เป็นผงไบโอแคลเซียมซึ่งพบว่ามีปริมาณเถ้าสูงถึง  68.15 % และพบปริมาณแร่ธาตุ

แคลเซียม 24.84 ± 0.39 % 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 กระดูกปลาหนังลูกผสมที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ 

 

  ฉีดน ำ้แรงดนัสูง (1)            แช่ในน ำ้ด่ำง (2)                แช่ตัวท ำละลำย (3)           ไบโอแคลเซียม (4) 
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ตารางที่ 1 ร้อยละผลผลิตและองค์ประกอบทางเคมีของกระดูกปลาหนังลูกผสมในระหว่างกระบวนการไบโอ

แคลเซียม  

กระบวนการ 
ร้อยละผลผลิต 

(% yield) 
องค์ประกอบทางเคมี (%wt) 

ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถ้า 
ฉีดน้ำแรงดันสูง 23.58 ± 5.06*a** 4.70 ± 0.46a 10.46 ± 0.96a 2.46 ± 0.07a 46.77 ± 2.86c 
แช่ในน้ำด่าง 17.25 ± 3.21ab 3.33 ± 0.80b 7.26 ± 0.10b 1.93 ± 0.09b 59.54 ± 3.71b 
แช่ตัวทำละลาย 15.29 ± 2.43b 3.11 ± 0.43b 6.17 ± 0.18c 0.13 ± 0.03c 63.99 ± 2.90ab 
ไบโอแคลเซียม 14.46 ± 2.66b 1.42 ± 0.45c 2.86 ± 0.13d 0.07 ± 0.03d 68.15 ± 3.60a 

*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความเช่ือมั่น

ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 

 

ตารางที่ 2 ค่าสีของกระดูกปลาหนังลูกผสมในระหว่างกระบวนการผลิตผลิตภณัฑไ์บโอแคลเซียม 

กระบวนการ L* a* b* ∆E* 
ฉีดน้ำแรงดันสูง 43.04 ± 0.07*c** -1.09 ± 0.02a 11.98 ± 0.02a 7.02 ± 0.05c 
แช่ในน้ำด่าง 46.56 ± 0.72b -1.10 ± 0.05a 9.00 ± 0.33b 10.35 ± 0.67b 
แช่ตัวทำละลาย 48.57 ± 0.12a -1.25 ± 0.02b 5.77 ± 0.07c 12.83 ± 0.11a 
ไบโอแคลเซียม 48.68 ± 0.23a -1.45 ± 0.00c 5.89 ± 0.04c 12.92 ± 0.20a 

*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

** ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวสดมภ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความเช่ือมั่น

ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 

2. ค่าสี 

 ค่าสีของตัวอย่างกระดูกปลาเมื่อผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่างๆ แสดงดังตารางที่ 2 พบว่า ตัวอย่าง

กระดูกปลาเมื่อผ่านกระบวนการฉีดน้ำแรงดันสูงเริ่มต้นจนกระทั้งถึงกระบวนการสุดท้ายได้เป็นไบโอแคลเซียมมีค่า

ความสว่าง (L*) และ ค่าความต่างสี (∆E*) มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น และมีความต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p ≤ 

0.05) อย่างไรก็ตามตัวอย่างกระดูกปลาเมือ่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนต่าง ๆ มีผลทำให้ค่าความเป็นสีเหลือง (b*) 

ลดลง และมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) 

 

3. การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน 

 ค่าการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (TBARS) ของตัวอย่างกระดูกปลาเมื่อผ่านกระบวนการผลิต

ขั้นตอนต่าง ๆ แสดงดังภาพที่ 2 พบว่า ค่า TBARS มีแนวโน้มลดลง จากข้ันตอนการล้างกระดูกปลาหนังด้วยเครื่อง

ฉีดน้ำแรงดันสูง จนถึงขั้นตอนสุดท้ายที่ได้ไบโอแคลเซียมโดยลดลงจาก 2.66 ถึง 0.1 mg MDA/kg sample 

ตามลำดับ 
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ภาพท่ี 2 การเกิดออกซิเดชันของผงไบโอแคลเซยีมโดยวิธี TBARS ของกระดูกปลาหนังลูกผสมที่ผา่นกระบวนการ

ผลิต 

4. โครงสร้างทางจุลภาค 

โครงสร้างทางจุลภาคของตัวอย่างกระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการผลิตขั้นตอนการฉีดน้ำด้วยเครื่องฉีดน้ำ

แรงดันสูง และผงไบโอแคลเซียมแสดงดังภาพท่ี 3 พบว่ากระดูกปลาที่ผ่านกระบวนการฉีดน้ำด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดนั

สูง มีขนาดใหญ่และมีการเกาะรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อน เมื่อผ่านกระบวนการแปรรูปต่าง ๆ จนถึงขั้นตอนสุดท้ายจะ

ได้เป็นผงไบโอแคลเซียมที่มีลักษณะเป็นก้อนขนาดเล็กขนาด 2-10 ไมโครเมตร กระจายตัวอย่างสม่ำเสมอ 
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วิจารณ์ผลการวิจัย   

กระดูกปลาหนังลูกผสมบึกสยามแม่โจ้เป็นวัสดุเศษเหลือจากการแปรรูปปลาหนังแล่เนื้อแช่เยือกแข็ง ก่อน

นำมาผ่านกระบวนการแปรรูปต่าง ๆ ได้เป็นไบโอแคลเซียม พบว่ากระดูกปลาสดที่ฉีดล้างด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง

มีร้อยละผลผลิตเท่ากับ 23.58 ± 5.06 จนกระบวนการสุดท้ายได้เป็นผงไบโอแคลเซียมซึ่งมีร้อยละผลผลิตเท่ากับ 

14.46 ± 2.66 เนื่องจากส่วนประกอบของสารอินทรีย์ที่ติดอยู่กับกระดูกปลาหนังลูกผสม ได้แก่ เศษเนื้อ น้ำเลือด 

ไขมัน และไขกระดูก ถูกกำจัดออกไปจากกระดูกสด ทั้งการถูกฉีดเศษเนื้อ เลือด ออกด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง การ

แช่ในสารละลายด่างที่ทำให้โปรตีนเสียสภาพและละลายโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบหลักของเนื้อปลาออกไป และแช่

ในตัวทำละลายเอทานอลที่จะละลายไขมันออกจากกระดูกปลา อีกทั้งกระดูกแกนกลางของปลาหนังลูกผสมมีขนาด

ค่อนข้างใหญ่ เมื่อผ่านกระบวนการต่าง ๆ ทำให้เกิดการสูญเสียกระดูกได้แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการผลิตนี้ยังได้

ผงไบโอแคลเซียมที่มีร้อยละผลผลิตที่สูง ซึ่งไบโอแคลเซียมมีแร่ธาตุเป็นส่วนมากที่เป็นสารประกอบอนินทรีย์บาง

ชนิดที่ไม่สามารถย่อยสลายได้ เช่น แคลเซียมและฟอสฟอรัส ซึ่งผงไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาหนังลูกผสมนี้มี

ปริมาณแร่ธาตุแคลเซียมเท่ากับ 24.84 ± 0.39 % มีรายงานการผลิตผงแคลเซียมจากกระดูกปลาโมงที่เป็นปลาหนัง

น้ำจืดเช่นเดียวกัน มีร้อยละผลผลิตผงแคลเซียมอยู่ที่ 10.37 ลักษณะผงแคลเซียมมีสีครีม จับตัวกันเป็นก้อน ไม่

กระจายตัว และมีกลิ่นของคาวปลา (Suwansakornkul & Jongrittiporn, 2012) ซึ่งต่างจากไบโอแคลเซียมที่ผลิต

ได้ที่มีสีขาวนวล เป็นผงละเอียด ไม่มีกลิ่นคาว  

ในระหว่างกระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาหนังลูกผสมบึกสยามแม่โจ้ จะมีผลต่อการ

เปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของกระดูกปลา (ตารางที่ 1) ซึ่งเป็นผลมาจากการใช้กระบวนการต่าง ๆ ได้แก่ 

การฉีดน้ำแรงดันสูง การล้างน้ำด่าง การแช่ในตัวทำละลายเอทานอล และการแช่ในสารละลายไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ก่อนบดให้เป็นผง เป็นต้น พบว่าค่าปริมาณความช้ืนของกระดูกปลาหนังลูกผสมอยู่ในช่วง 1.4 – 4.7 % มี

แนวโน้มลดลงเมื่อผ่านกระบวนการต่าง ๆ ซึ่งค่าปริมาณความชื้นนี้อยู่ในเกณฑ์อาหารแห้ง ทำให้มีอายุการเก็บรักษา

ที่ยาวนาน อย่างไรก็ตามปริมาณโปรตีนและไขมัน มีแนวโน้มลดลงตลอดระยะเวลาเวลาการผลิตด้วยเช่นกัน ดังนั้น

การใช้สารละลายด่าง (โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์) มีความสามารถในการละลายเศษเนื้อท่ีมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ

ให้หลุดออกจากกระดูกปลาทำให้ได้โครงกระดูกที่บริสุทธิ์มากขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Idowu และคณะ 

(2020) ที่ศึกษากระบวนการผลิตไบโอแคลเซียมและไฮดรอกซีอะพาไทต์จากกระดูกปลาแซลมอนด้วยการแช่กระดูก

ปลาในสารละลายดา่ง พบว่าการใช้สารละลายด่างสามารถกำจัดเศษเนื้อที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบออกจากกระดูก

ปลาแซลมอนได้ แต่ไม่มีผลในการละลายโปรตีนคอลลาเจนออกจากกระดูกปลา อย่างไรก็ตามปริมาณเถ้าบ่งบอกได้

ถึงปริมาณแร่ธาตุและสารประกอบอนินทรีย์ทั้งหมดที่มีอยู่ในกระดูกปลา จะเห็นได้ว่าเมื่อนำกระดูกปลาหนังลูกผสม

มาผ่านกระบวนการแปรรูปขั้นตอนต่าง ๆ พบว่าจะมีปริมาณเถ้าเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากในแต่ละขั้นตอนมีการกำจัด

สารประกอบอินทรีย์ออกไปจึงทำให้ปริมาณสารประกอบอนินทรีย์สูงตามปริมาณเถ้าที่เพิ่มมากขึ้นนั่นเอง นอกจากนี้

ยังมีรายงานการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาทูน่าครีบเหลือง พบว่าไบโอแคลเซียมมีปริมาณโปรตีน ไขมัน 

ความช้ืนลดลง แต่ปริมาณมีเถ้าเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกปลาสดเริ่มต้น อย่างไรก็ตามการกำจัดไขมัน

ออกจากกระดูกปลาเพื่อลดปริมาณกลิ่นเหม็นหืนและกลิ่นไม่พึงประสงค์ ในไบโอแคลเซียมนิยมใช้ตัวทำละลาย
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อินทรีย์ เช่น เฮกเซน ซึ่งเป็นตัวทำละลายที่ไม่มีขั้ว จึงละลายไขมันออกมาจากกระดูกปลาได้ (Cascant et al., 

2017) จากการทดลองใช้เอทานอลซึ่งเป็นตัวทำละลายอินทรีย์ซึ่งนิยมใช้สกัดสารสำคัญออกจากพืชเนื่องจากเอทา

นอลจัดเป็นสารกลุ่มที่มีขั้วปานกลางทำให้สามารถสกัดสารที่มีขั้วและสารที่ไม่มีขั้วออกมาได้ มีความสามารถในการ

ละลายสารได้กว้างขวางจึงสามารถชะไขมันออกมาจากกระดูกปลาได้ และมีความปลอดภัยสูงกว่าตัวทำละลายชนิด

อื่น (Baümler et al., 2016) จึงทำให้กลิ่นคาวปลา กลิ่นเหม็นหืนและกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ในไบโอแคลเซียมจาก

กระดูกปลาหนังลูกผสมลดลงเป็นอย่างมาก 

จากข้ันตอนการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาหนังลูกผสมตั้งแต่กระบวนการเริ่มต้นไปจนถึงสุดท้าย

ได้เป็นไบโอแคลเซียม พบว่าไบโอแคลเซียมที่ได้มีการเปลี่ยนแปลงของสีที่ดีขึ้น (ตารางที่ 2) เพราะมีค่าความสว่าง 

(L*) เพิ่มขึ้น ซึ่งในแต่ละกระบวนการส่งผลให้สีของกระดูกปลามีการเปลี่ยนแปลงไป ในขั้นตอนการแช่ล้างด้วย

สารละลายด่าง ขั้นตอนนี้ด่างสามารถกำจัดโปรตนีและสิ่งตกค้างที่เหลืออยู่ โดยด่างจะละลายโปรตีนออกจากกระดูก

ปลา (Batista, 1999) จึงทำให้กระดูกมีสีที่ขาวขึ้น และขาวเพิ่มขึ้นในขั้นการฟอกสีด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่ง

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นองค์ประกอบที่ก่อปฏิกิริยาในสารฟอกสีกระดูก ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นสาร

ออกซิไดซ์ซึ่งแพร่กระจายไปท่ัวกระดูก และสร้างอนุมูลอิสระ (free radical) ที่ไม่เสถียรออกมาคือไฮดรอกซิลเรดิคัล 

(hydroxyl radicals (HO-)), เปอร์ไฮดรอกซิลเรดิคัล (perhydroxyl radicals (HOO-)), เปอร์ไฮดรอกซิลแอน

ไอออน (perhydroxyl anions (OO-)) และซุปเปอร์ ออกไซด์แอนไอออน (superoxide anions) โดยอนุมูลอิสระ

เหล่านี้จะไปมีผลกับโมเลกุลพันธะคู่ของรงควัตถุ (organic pigmented molecules หรือ chromophore 

molecules) ภายในเนื้อเยื่อของกระดูก พันธะคู่เหล่านี้จะแตกออกเป็นพันธะเดี่ยว จึงส่งผลให้โมเลกุลของรงควัตถุมี

ขนาดที่เล็กลงทำให้ความสามารถในการดูดซับแสงลดลง เกิดเป็นผลการฟอกสีกระดูก (bleaching effect) ทำให้

กระดูกปลาดูขาวและสว่างขึ้น (Spiro & Griffith, 1997) ส่วนขั้นตอนการกำจัดไขมันในกระดูกปลาโดยใช้ตัวทำ

ละลายเอทานอล เนื่องจากไขมันในผลิตภัณฑ์จะส่งผลต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การเปลี่ยนเป็น

สีเหลือง และการเกิดกลิ่นเหม็นหืนของไบโอแคลเซียม เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ทำให้

ผลิตภัณฑ์ไม่เป็นท่ียอมรับ จากผลการทดลอง พบว่า การใช้ตัวทำละลายเอทานอลในการสกัดไขมันออกมา ทำให้มี

ค่าความสว่าง (L*) สูงขึ้น มีรายงานว่าการใช้เอทานอลกำจัดไขมันในการสกัดโปรตีนไอโซเลตจากปลาเฮลลิ่ง พบว่า

โปรตีนไอโซเลตที่ได้มีกลิ่นคาวลดลงอย่างมากจากการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุมเนื่องจากมีปริมาณไขมันท่ีลดลง (Hoyle & Merritt, 1994) ดังนั้นการผลิตไบโอแคลเซียมที่ผ่านกระบวนการ

กำจัดโปรตีนด้วยสารละลายด่าง การกำจัดไขมันด้วยตัวทำละลาย และการฟอกสี ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะทำ

ให้ได้ไบโอแคลเซียมมีคุณภาพดีขึ้น มีสีที่ขาวขึ้นอีกทั้งยังสามารถลดกลิ่นไม่พึงประสงค์ในไบโอแคลเซียมได้ 

(Benjakul et al., 2018; Benjakul et al., 2017) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน เป็นสิ่งที่ไม่พึงประสงค์ใน

อาหารทุกชนิดที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบรวมไปถึงวัตถุดิบเริ่มต้น หากไม่มีการกำจัดไขมันออกจากอาหารอาจจะทำ

ให้เกิดกลิ่นเหม็นหืน เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของผลิตภัณฑ์ ซึ่งทำให้ผลิตภัณฑ์ไม่เป็นที่ยอมรับจากผู้บริโภค ส่วนค่า 

TBARS ของกระดูกปลาหนังลูกผสมที่ผ่านกระบวนการต่าง ๆ (ภาพที่ 2) ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอกการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของไขมันขั้นที่สอง (secondary product) ซึ่งจะเกิดผลิตภัณฑ์ที่ระเหยได้จากปฏิกิริยาออกซิเดชันคือ 
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สารกลุ่มอัลดีไฮด์ ซึ่งมีกลิ่นหืนและกลิ่นไม่พึงประสงค์ พบว่ากระดูกปลาหนังลูกผสมที่ผ่านกระบวนการต่าง ๆ มี

แนวโน้มการเกิดออกซิเดชันของไขมันลดลง โดยขั้นตอนการกำจัดไขมันออกจากกระดูกปลาด้วยตัวทำละลายเอทา

นอล จะเห็นได้ว่าค่า TBARS ลดลงอย่างมาก เนื่องจากผลิตภัณฑ์ไม่มีไขมัน หรือสารตั้งต้นของปฏิกริยาออกซิเดชัน

ของไขมัน ซึ่งสอดคล้องกับกลิ่นหืนในไบโอแคลเซียมจากปลาทูน่าพันธุ์ท้องแถบที่ได้ทดสอบประเมินคุณภาพทาง

ประสาทสัมผัสโดยผูท้ดสอบที่ได้รับการฝึกฝนซึ่งพบว่ามีกลิ่นหืนลดลง (Benjakul et al., 2017) ในขณะที่โครงสร้าง

ทางจุลภาคตัวอย่างกระดูกปลาหนังลูกผสมที่ผ่านการฉีดน้ำด้วยเครื่องฉีดน้ำแรงดันสูง (ภาพที่ 3) พบว่า มีลักษณะ

เกาะกันเป็นกลุ่มก้อน เนื่องจากมีโปรตีน และไขมันรวมอยู่ด้วยจึงมีหลายโครงสร้างเกาะรวมกันเป็นกลุ่มก้อน เมื่อ

ผ่านกระบวนการได้เป็นไบโอแคลเซียมพบว่ามีลักษณะเป็นก้อนขนาดเล็กกระจายตัวอย่างสม่ำเสมอ เพราะผ่านการ

กำจัดโปรตีนที่ไม่ใช่คอลลาเจนและไขมันออก ทำให้เหลือเพียงสารประกอบอนินทรีย์ มีลักษณะเป็นกลุ่มก้อนขนาด

เล็ก อีกทั้งโครงสร้างทางเคมีของไฮดรอกซีอะพาไทต์สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนและหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิลที่มี

ภายในโครงสร้างไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Benjakul et al., 2018; Shi et al., 2018) 

 

สรุปผลการวิจัย   

กระดูกปลาหนังลูกผสมเมื่อนำมาผ่านกระบวนผลิตต่างๆ จะทำให้ได้ไบโอแคลเซียมที่มีคุณภาพท่ีดีขึ้น มีสี

ขาวบริสุทธ์ิขึ้น ปราศจากกลิ่นคาว และเป็นผงละเอียด ดังนั้นการผลิตไบโอแคลเซียมจากกระดูกปลาหนังลูกผสม ไม่

เพียงแต่เป็นการลดของเสียจากอุตสาหกรรม แต่ยังเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับกระดูกปลาได้สามารถนำไปพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมไบโอแคลเซียมมูลค่าสูงจากธรรมชาติโดยผ่านกระบวนการผลิตที่ไม่รุนแรง และมีความ

ปลอดภัยต่อผู้บริโภคในอนาคตต่อไปได้ 
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