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(2) 
 

 
รายการตาราง 

 
ตาราง หน้า 
1  การศึกษาเกี่ยวกับสารอินทรีย์ที่ระเหยได้หลังการตาย 20 
2  ค่าสัมประสทิธ์ิสหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ระหว่างตัวแปรแต่ละคู่ที่เก่ียวข้องกับการ

เปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหารหลังการตายของปลานิล ตัวแปรทั้งหมดมี
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3  สมการถดถอยระหว่างเวลาหลังการตาย (ช่ัวโมง) ของปลานิล (X) และตัวแปรที่
เก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหาร (Y) ตัวแปรทั้งหมดมคีวามสัมพันธ์
แบบแปรผกผนักับเวลาหลังการตายอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P < 0.01) 
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4  สมการถดถอยระหว่างเวลาหลังการตาย (ช่ัวโมง) ของปลานิล (X) และเอนไซม์คาเทป
ซินในกล้ามเน้ือขาว (Y) ตัวแปรทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกับเวลาหลัง
การตายอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P < 0.01) 
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5  ค่าสัมประสทิธ์ิสหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ระหว่างการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยา
ออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาวหลังการตายของปลานิล ตัวแปร
ทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบแปรผันตรงกันอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P < 0.01) 
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6  สมการถดถอยระหว่างเวลาหลังการตาย (ช่ัวโมง) ของปลานิล (X) และการ
เปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกลา้มเน้ือขาว (Y) ตัวแปร
ทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกับเวลาหลังการตายอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทาง
สถิติ (P < 0.01) 
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แปลงเพศหลังการตายในช่วง 48 ช่ัวโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย (ความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน) 

46 

8  คุณลักษณะเชิงความร้อนของโปรตีนไมโอซินและแอกทนิในกล้ามเน้ือขาวของปลานิล
แปลงเพศหลังการตายในช่วง 48 ช่ัวโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย (ความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน) 
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48 ช่ัวโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย (ค่าน้อยสุด–ค่ามากสดุ) 
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10 สารอินทรย์ีที่ระเหยได้ในซาก (มิลลิกรัมต่อกรัมนํ้าหนักสด) หลังการตายในช่วง 48 
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(3) 
 

 
รายการภาพประกอบ 

 

ภาพ หน้า 
1  การเปลี่ยนแปลงดัชนีของกระเพาะอาหาร (a) และลําไส้ (b) ของปลานิลภายใน 48 

ช่ัวโมงหลังการตาย ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) 
ตัวยกที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย 
(P < 0.05) 

31 

2  การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของโปรตีนในกระเพาะอาหาร (a) และลําไส ้(b) ของ
ปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตาย ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่าง
ช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 
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3  การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมจําเพาะ (mU mg protein–1) ของเอนไซม์เปปซิน (a)      
ทริปซิน (b) และไคโมทริปซนิ (c) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตาย ข้อมูล
แสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่ต่างกันแสดงถึง
ความแตกต่างที่มีนัยสําคญัระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 

34 

4  การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์อะไมเลส (a, U mg protein–1) และไล
เปส (b, mU mg protein–1) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตายข้อมูลแสดง
เป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกท่ีแตกต่างกันแสดงถึง
ความแตกต่างที่มีนัยสําคญัระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 

35 

5  การเปลี่ยนแปลงความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระในกระเพาะอาหาร (a) และ
ลําไส้ (b) (% inhibition) และความสามารถในการเป็นตัวให้อิเล็กตรอนในกระเพาะ
อาหาร (c) และลําไส้ (d) (% remaining) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตาย
ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่แตกต่างกัน
แสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 

36 

6  การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมจําเพาะ (mU mg protein–1) ของเอนไซมค์าเทปซินบี (a) 
เอช (b) และแอล (c) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตาย ข้อมูลแสดงเป็น
ค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกทีแ่ตกต่างกันแสดงถึงความ
แตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 
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7  การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือปลานิลหลังการตาย 48 ช่ัวโมง โดย
ใช้วิธี DPPH กล้ามเน้ือแดง (a) และกล้ามเนื้อขาว (b) และวิธี reducing power 
กล้ามเน้ือแดง (c) และ กล้ามเน้ือขาว (d)  ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาด
เคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญ 

42 



(4) 
 

 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
 

ตาราง หน้า 
    ระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) (ต่อ)  
8  สมบัติเชิงความร้อนของไมโอซิน และแอกทิน ได้แก่ อุณหภูมิเริ่มต้น (To) อุณหภูมิพีค 

(Tp) และอุณหภูมิสุดท้าย (Tc) ในกล้ามเนื้อแดง (a) และ กล้ามเน้ือขาว (b) ของปลา
นิลในชุดควบคุม (0 ช่ัวโมงหลังการตาย) 

45 

9  จุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 
(a), 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (H&E, scale bar 
= 200 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 40 เท่า 

49 

10 จุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 
(a), 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MU = mucosa, 
LP = lamina propria, SU = submucosa, ML = muscularis, SE = serosa, B 
= blood vessel) (H&E, scale bar = 50) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 200 เท่า 

50 

11 จุลกายวิภาคของลําไส ้(ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลงัการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 
(c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (H&E, scale bar = 200 μm) 
ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 40 เท่า 

52 

12 จุลกายวิภาคของลําไส ้(ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลงัการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 
(c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MU = mucosa, LP = lamina 
propria, SU = submucosa, ML = muscularis, SE = serosa (H&E, scale bar 
= 50 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 200 เท่า 

53 

13 จุลกายวิภาคของตับ (ตัดตามยาว) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 
(c), 4 (d), 8 (e) และ 12 ช่ัวโมง (f) (HE = hepatocyte, SI = hepatic sinusoid, 
NC = necrotic cell) (H&E, scale bar = 10 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 
400 เท่า 

55 

14 จุลกายวิภาคของตับอ่อน (ตัดตามยาว) ของปลานิลหลงัการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 
2 (c), 4 (d), 8 (e) และ 12 ช่ัวโมง (f) (HE = hepatocyte, AC = acinar cell, ZG 
= zymogen granule) (H&E, scale bar = 10 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 
400 เท่า 

56 

15 จุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือแดง (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 
1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MF = muscle fiber, 
RBC = red blood cell, Arrowhead = endomysium) (H&E, scale bar = 10 

58 



(5) 
 

μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 400 เท่า 

 
รายการภาพประกอบ (ต่อ) 

 

ตาราง หน้า 
16 จุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือขาว (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 

1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MF = muscle fiber, 
Arrowhead = endomysium) (H&E, scale bar = 10 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่
กําลังขยาย 400 เท่า 
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17 ลักษณะของเกล็ดปลานิลหลังการตาย 0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 
(g) และ 48 ช่ัวโมง (h) ภาพถ่ายบันทึกด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
ที่กําลังขยาย 500 เท่า  
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บทคัดย่อ 

 
         ศึกษาการเปลี่ยนแปลงหลังการตายของปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยสุ่มตัวอย่างปลา 
(นํ้าหนัก 105.83 ± 1.66 กรัม และความยาว 18.55 ± 0.14 เซนติเมตร) มาลอยในภาชนะที่บรรจุนํ้า และ
เก็บตัวอย่าง (n = 4) ที่เวลา 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมงหลังการตาย เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ของระบบย่อยอาหารและกล้ามเนื้อ องค์ประกอบของธาตุจากเกล็ด และสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก ผล
การศึกษาพบว่าดัชนีของกระเพาะอาหารและลําไส้ ความเข้มข้นของโปรตีน กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์
ย่อยอาหาร (เปปซิน ทริปซิน ไคโมทริปซิน อะไมเลส และไลเปส) และกิจกรรมการกําจัดอนุมูลอิสระของอวัยวะ
ในระบบย่อยอาหารมีค่าลดลงตามระยะเวลาหลังการตาย (P < 0.05) โดยเอนไซม์ย่อยไขมันมีความไวต่อ
การเปลี่ยนแปลงหลังการตายมากกว่าเอนไซม์ย่อยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต และการเปลี่ยนแปลงในลําไส้
เกิดขึ้นเร็วกว่าในกระเพาะอาหาร ซึ่งสอดคล้องกับการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของวิลไลใน
ลําไส้ ผนังเน้ือเย่ือ และเซลล์ภายใน lamina propria รวมทั้งจุลกายวิภาคของตับและตับอ่อน การศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงในกล้ามเน้ือพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซินบี เอช และแอล มีค่าเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาหลัง
การตาย ขณะที่การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันมีค่าลดลง การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวสอดคล้องกับสมบัติเชิง
ความร้อนของไมโอซินและแอกทิน และลักษณะทางจุลกายวิภาคของกล้ามเนื้อที่มีการสลายตัว สําหรับใน
เกล็ดพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงเน่ืองจากภาวะขาดนํ้าและการสลายตัวของคอลลาเจน และพบธาตุหลัก
ทั้งหมด 8 ชนิด ที่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสําคัญหลังการตาย การศึกษาสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก
พบสารประกอบทั้งหมด 65 ชนิด สารส่วนใหญ่มีรายงานตรวจพบในสัตว์นํ้าและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่ปล่อย
ออกมาเพ่ือดึงดูดสิ่งมีชีวิตอ่ืนมายังซาก และมีสารหลายชนิดที่มีศักยภาพสําหรับใช้ประเมินระยะเวลาหลัง
การตายได้ ข้อมูลจากการศึกษาเหล่าน้ีแสดงให้เห็นว่าสามารถใช้การเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหารและ
กล้ามเน้ือ องค์ประกอบของธาตุจากเกล็ด และสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก เพ่ือประมาณระยะเวลาหลัง
การตายของสัตว์นํ้า ซึ่งสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในงานนิติวิทยาศาสตร์ที่เก่ียวข้องกับการเกิดมลพิษทางนํ้า 
และการกระทําทารุณกรรมสัตว์นํ้าได้   
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Abstract 
 
          Postmortem changes were studied in an aquatic animal model, Nile tilapia 
(Oreochromis niloticus). Dead fish (105.83 ± 1.66 g weight, 18.55 ± 0.14 cm length) were 
floated in water, and the samples (n = 4) were collected at the time points 0, 1, 2, 4, 8, 
12, 24 and 48 h after death in order to evaluate postmortem changes of digestive system 
and muscle, scale elemental profile and cadaveric  volatile organic compounds (VOCs). 
Stomasomatic and intestosomatic indices, protein concentration, specific activity of 
digestive enzymes (pepsin, trypsin, chymotrypsin, amylase and lipase) and scavenging 
activity were decreased with postmortem times. The digestive enzymes exhibited earlier lipid 
degradation than carbohydrate or protein. The intestinal changed more rapidly than the 
stomach. The coherent changes in the stomach and the intestine, consistent with 
postmortem degradation in microanatomy of both organs (lumen, wall and cells within 
lamina propria) as well as in hepatopancreas. Specific activity of the muscle cathepsins B, 
H and L increased significantly with postmortem times while the scavenging activity was 
decreased. These observed changes are accordant with thermal properties of myosin and 
actin, and degradation in muscle microanatomy. For scale, drying was occurred due to the 
dehydration and degradation of collagen. The main eight elements were detected during 
investigation and all values were changed with time since death. The sixty-five VOCs were 
detected; these most compounds are previously reported in some aquatic animals and 
mammals in relation to attraction of insects to the carcasses. Various VOCs exhibited a 
key potential for discriminating the time since death. Overall, the findings suggest that the 
postmortem changes of digestive system and muscle, scale elemental profile and VOCs 
can serve as primary data for the estimation of time of death of an aquatic animal. These 
data can be applied for environmental forensics in relation to water pollutants, and in 
case of aquatic animal cruelty.  
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บทนํา 
 
สิ่งมีชีวิตที่ตายแล้วจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยการย่อยสลายตัวเอง (autolysis) กลไกดังกล่าว

ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารประกอบและผลิตภัณฑ์จากกระบวนการเมแทบอลิซึม รวมทั้งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ที่มีอยู่ในสิ่งมีชีวิต (endogenous enzyme) (จิรวัฒน์ และสุรีลักษณ์, 2554) การย่อยตัวเองโดย
เอนไซม์คาเทปซิน (cathepsin) ในกล้ามเน้ือจะทําให้มีการสลายตัวของโปรตีนไมโอไฟบริล (myofibril) ซึ่ง
ประกอบด้วยโปรตีนไมโอซิน (myosin) และแอกทิน (actin) ที่ทําหน้าที่โดยตรงเก่ียวกับการหดและคลาย
ตัว (McMahon, 1984; Tyska and Warshaw, 2002) ส่งผลให้กล้ามเน้ืออ่อนตัวลง (Liu  et al., 2008) 
นอกจากน้ี เมื่อสัตว์ตายยังมีการปล่อยสารอินทรีย์ระเหยง่ายที่มีกลิ่นไม่พึงประสงค์เพ่ือดึงดูดแมลงมากิน
ซาก ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของสารอาหารหลักทั้งไขมัน คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และ
สารประกอบไนโตรเจนที่ไม่ใช่โปรตีน (Shahidi and Botta, 1994) การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวข้างต้นจะ
ส่งผลให้กล้ามเน้ือเกิดการเปลี่ยนแปลงเป็น 3 ระยะ คือ ระยะก่อนการเกร็งตัว (pre-rigor mortis) โดยทํา
ให้กล้ามเน้ืออ่อนตัว มีรอยเขียวชํ้า และมีความยืดหยุ่น (Shahidi and Botta, 1994) ระยะการเกร็งตัว 
(rigor mortis) ซึ่งกล้ามเน้ือจะเกร็งมากที่สุด แข็งทื่อ และไม่ยืดหยุ่น และระยะสิ้นสุดการเกร็งตัว (post-
rigor mortis) ซึ่งจะทําให้เน้ือน่ิม ไม่ยืดหยุ่น และเสื่อมคุณภาพ (Fraser and Sumar, 1998; Chytiri et 
al., 2004)  

 
ระบบย่อยอาหารมีการเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วหลังการตายเนื่องจากเกิดการย่อยตัวเอง ของ

อวัยวะย่อยอาหารและเน้ือเย่ือโดยรอบจากการทํางานของเอนไซม์ (O’Donnell and Baker, 2010; 
Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) การศึกษาของ Querido (1992) พบว่าความต้านทานไฟฟ้า
ของผนังกระเพาะอาหารลดลงตามระยะเวลาหลังการตาย ขณะที่ Erlandsson และ Munro (2007) 
รายงานว่าลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ือลําไส้เกิดการเส่ือมสภาพลงเมื่อเวลาผ่านไป กระบวนการ
ดังกล่าวยังส่งผลให้เซลล์ตับหดตัว มีรูปร่างผิดปกติไปจากเดิม และเกิดช่องว่างระหว่างเซลล์มากข้ึน ทําให้
องค์ประกอบในเซลล์ตับถูกแทนที่ด้วยนํ้าเลือดและไม่สามารถทํางานได้ตามปกติ  เมื่อแบคทีเรียในลําไส้
แพร่กระจายเข้าสู่ตับก็จะทําให้เกิดการเน่าเป่ือย และส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงในทุกระบบในระยะเวลา
ต่อมา (Yamamoto et al., 1997; Li et al., 2003) ผลการศึกษาเหล่าน้ีบ่งช้ีว่าอวัยวะในระบบย่อยอาหาร
มีบทบาทสําคัญและมีศักยภาพในการประยุกต์ใช้เพ่ือประมาณระยะเวลาหลังการตายได้ 

 
การศึกษาเก่ียวกับการเปลี่ยนแปลงหลังการตาย (postmortem change) มีรายงานบางส่วนแล้ว

ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมบางชนิด (Rhee and Kim, 2001; Kočárek, 2003; Lasseter et al., 2003; 
Dekeirsschieter et al., 2009) สําหรับการศึกษาในสัตว์นํ้าพบว่ามีรายงานน้อยมาก อีกทั้งการศึกษาส่วน
ใหญ่ยังกระทําภายใต้สภาวะอุณหภูมิตํ่าเพ่ือประยุกต์ใช้ในงานทางด้านอาหาร สําหรับการตายท่ีเกิดขึ้นใน
แหล่งอาศัยของสัตว์นํ้ายังไม่มีการศึกษามาก่อน  ดังน้ัน การศึกษาโดยใช้ปลานิล (Oreochromis 
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niloticus) เป็นต้นแบบจะทําให้มีความเข้าใจเก่ียวกับชีววิทยาหลังการตายของสัตว์นํ้ามากย่ิงขึ้น อีกทั้งปลา
ชนิดน้ียังมีข้อมูลพ้ืนฐานทางด้านชีววิทยาค่อนข้างมาก (Morrison and Wright Jr, 1999; Nielsen and 
Nielsen, 2001; Wang et al., 2010) เป็นปลานํ้าจืดเศรษฐกิจที่มีการเพาะเลี้ยงกันอย่างแพร่หลาย เลี้ยง
และขยายพันธ์ุได้ง่าย เจริญเติบโตเร็ว ให้ผลผลิตสูง และเน้ือมีรสชาติดีเป็นที่นิยมบริโภคของคนทั่วไป 
(Pasnik  et al., 2006) นอกจากน้ี เกล็ดของปลาซึ่งมีการสร้างและสะสมแร่ธาตุไว้ (Onozato and 
Watabe, 1979; Zylberberg and Nicolas, 1982) ยังมีการเปลี่ยนแปลงที่ตอบสนองต่อปัจจัยทั้งทางด้าน
ชีววิทยาของสัตว์ และปัจจัยทางด้านเคมีกายภาพของแหล่งนํ้า (Gillanders, 2001) อีกทั้งซากสัตว์ยัง
สามารถปล่อยสารอินทรีย์ระเหยที่มีกลิ่นอันไม่พึงประสงค์เพ่ือดึงดูดแมลงมากินซาก ซึ่งเกิดจาก
องค์ประกอบของสารอาหารหลักทั้งไขมัน คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และสารประกอบไนโตรเจนที่ไม่ใช่โปรตีน 
(Shahidi and Botta, 1994) ดังน้ัน ระยะเวลาหลังการตายของปลาจึงอาจมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงแร่ธาตุ
และสารอินทรีย์ระเหยได้ทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณได้  

 
การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินการเปลี่ยนแปลงหลังการตายของระบบย่อยอาหาร 

กล้ามเน้ือ และเกล็ด ผลการศึกษาคาดว่าสามารถใช้เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นในการจําแนกระยะเวลาหลังการตาย 
(postmortem interval) ของสัตว์นํ้าได้ ซึ่งอาจเป็นประโยชน์สําหรับการศึกษาทางด้านนิติวิทยาศาสตร์
ทางนํ้า โดยอาจใช้สําหรับสืบสวนและสอบสวนคดีความที่เก่ียวข้องกับการตายของสัตว์นํ้าในฟาร์มเลี้ยง 
และการตายจากการถูกทารุณกรรม (animal cruelty) หรือใช้ประมาณช่วงเวลาหลังการตายในการขนส่ง
สัตว์นํ้าที่สําคัญทางเศรษฐกิจทั้งสัตว์นํ้าที่เลี้ยงเพ่ือบริโภคเป็นอาหารและเลี้ยงเป็นสัตว์นํ้าสวยงามในกรณีที่มี
การทําประกันภัยความเสียหายระหว่างการขนส่ง 
 
วัตถุประสงค ์
 

เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหาร กล้ามเน้ือ และเกล็ดหลังการตายของปลานิล    
(O. niloticus) ทั้งในด้านชีววิทยาและชีวเคมี  
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การตรวจเอกสาร 
 

1. ชีววิทยาของปลานิล 
 

ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นปลานํ้าจืดที่มีคุณค่าทางเศรษฐกิจ มีถิ่นกําเนิดอยู่ในแถบ
ลุ่มนํ้าในทวีปแอฟริกา แพร่กระจายไปทั่วทุกภูมิภาคของโลก นิยมทําการเพาะเลี้ยงกันอย่างกว้างขวาง 
เน่ืองจากสามารถขยายพันธ์ุได้ดี เลี้ยงง่าย เจริญเติบโตเร็ว และปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี (Pasnik 
et al., 2006) ลําดับทางอนุกรมวิธานของปลานิลสามารถจําแนกได้ดังน้ี 

 
Kingdom Animalia 
        Phylum Chordata 
                Class Actinopterygii 
                          Order Perciformes 
                           Family Cichlidae 
                                            Genus Oreochromis 
                                                    Species Oreochromis niloticus  
 

 ปลานิลมีรูปร่างลักษณะคล้ายปลาหมอ คือ มีริมฝีปากบนและฝีปากล่างเสมอกัน ลําตัวป้อม มีสี
เขียวปนนํ้าตาล ที่ลําตัวมีลายพาดขวาง 9–10 แถว ครีบหลังมีเพียง 1 ครีบ ประกอบด้วยก้านครีบแข็ง และ
ก้านครีบอ่อนเป็นจํานวนมาก ครีบก้นประกอบด้วยก้านครีบแข็ง และก้านครีบอ่อนเช่นเดียวกัน บริเวณส่วน
ที่อ่อนของครีบหลัง ครีบก้น และครีบหางมีจุดขาวและเส้นสีดําตัดขวาง (สถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้า, 
2536)  รูปร่างภายนอกของปลานิลตัวผู้และตัวเมียมีลักษณะคล้ายคลึงกัน แต่เมื่อเข้าสู่วัยเจริญพันธ์ุ ปลา
นิลตัวผู้มักจะมีขนาดใหญ่กว่า การแยกเพศของปลานิลสามารถทําได้โดยดูอวัยวะเพศที่บริเวณใกล้กับช่อง
ทวาร ซึ่งปลาต้องมีความยาวตั้งแต่ 10 เซนติเมตรขึ้นไป จึงจะสามารถจําแนกเพศได้ชัดเจน โดยบริเวณ
อวัยวะเพศของตัวผู้ จะมีลักษณะเรียวยาวย่ืนออกมา มีรูเปิด 2 รู คือ รูก้น และรูเปิดรวมของท่อนํ้าเช้ือและ
ท่อปัสสาวะ  ส่วนตัวเมียบริเวณอวัยวะเพศจะมีสีซีดกว่าตัวผู้ มีรูเปิด 3 รู คือ รูก้น รูท่อนําไข่เป็นรูกลมใหญ่ 
และรูท่อปัสสาวะ นอกจากน้ียังสามารถสังเกตเพศของปลานิลได้จากสีของตัวปลา ซึ่งตัวผู้จะมีสีเข้ม 
โดยเฉพาะในฤดูผสมพันธ์ุ แถบขวางลําตัวมองเห็นไม่ชัด ครีบต่างๆ จะยาวกว่าตัวเมีย บริเวณใต้คางจะมีสี
แดง ในขณะที่ลําตัวของตัวเมียจะมีสีซีดกว่า ใต้คางมีสีเหลือง มองเห็นแถบขวางข้างตัวได้ชัดเจน และครีบ
ต่างๆ จะสั้นกว่าเมื่อเทียบกับตัวผู้ 
 

ปลานิลเป็นปลาที่ชอบอยู่รวมกันเป็นฝูง ยกเว้นในช่วงสืบพันธ์ุ สามารถปรับตัวให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อมได้ดี เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว ในเวลา 1 ปี จะมีนํ้าหนักประมาณคร่ึงกิโลกรัม และมีความ
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ยาวประมาณ 1 ฟุต อาศัยได้ทั้งนํ้าจืดและน้ํากร่อย ทนต่อความเค็มได้ถึง 20 ส่วนในพันส่วน แต่จะไม่
สามารถสืบพันธ์ุได้หากมีความเค็มสูงกว่า 30 ส่วนในพันส่วน (Fineman-Kalio, 1988) ทนต่อค่าพีเอชได้ดี
ในช่วง 6.5–8.3  ซึ่งหากระดับพีเอชสูงกว่า 11 หรือตํ่ากว่า 4 จะทําให้ปลานิลตาย (Chervinski, 1982) 
ปลานิลมีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการสืบพันธ์ุที่ 24–32 องศาเซลเซียส (Zhu et al., 
2009) สามารถทนต่ออุณหภูมิได้ในช่วง 10–40 องศาเซลเซียส แต่ในอุณหภูมิที่ตํ่ากว่า 10 องศาเซลเซียส 
ปลานิลจะเจริญเติบโตได้ไม่ดี และจะกินอาหารน้อยลง (Chervinski, 1982) ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะถิ่นกําเนิด
เดิมของปลานิลอยู่ในแถบลุ่มนํ้าของทวีปแอฟริกาซึ่งเป็นเขตร้อน (อุดม, 2549)  
 

ปลานิลมีการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ เมื่อพร้อมที่จะสืบพันธ์ุจะแยกตัวออกมาจากฝูง โดยปลาตัวผู้
แยกออกไปสร้างรัง จะแผ่ครีบหางและอ้าปากกว้าง แสดงพฤติกรรมจับคู่โดยว่ายนํ้าเคล้าคู่กันไปกับตัวเมีย 
ใช้บริเวณส่วนหัวดุนที่ใต้ท้องของตัวเมียเพ่ือเป็นการกระตุ้นให้วางไข่ โดยปลาตัวเมียจะเก็บไข่ที่ได้รับการ
ผสมแล้วอมไว้ในปากและว่ายออกจากรัง แม่ปลาจะขยับปากให้นํ้าไหลเข้า-ออกในช่องปาก เพ่ือช่วยให้ไข่ที่
อมไว้ได้รับนํ้าที่สะอาด ปริมาณไข่ที่แม่ปลาวางแต่ละคร้ังจะขึ้นอยู่กับฤดูกาลและขนาดของแม่ปลา ในเขื่อน 
Emiliano Zapata ของเม็กซิโก ฤดูวางไข่ของปลานิลอยู่ในช่วงเดือนสิงหาคมและเดือนกุมภาพันธ์ ปลานิล
ตัวเมียที่เจริญพันธ์ุเต็มที่ (mature) มีความยาวประมาณ 150 มิลลิเมตร ส่วนตัวผู้จะมีความยาวประมาณ 
152 มิลลิเมตร โดยปลานิลตัวเมียจะวางไข่ได้ครั้งละประมาณ 243–847 ฟอง (Peña-Mendoza et al., 
2005) สําหรับในประเทศไทย ปลานิลมีความถี่ในการวางไข่สูงในช่วงเดือนมิถุนายนถึงเดือนตุลาคม 
เน่ืองจากเป็นช่วงฤดูฝน อุณหภูมิและระดับนํ้าเพ่ิมขึ้น สัดส่วนของสารเคมีหรือของเสียลดลง โดยจะวางไข่
ได้ครั้งละประมาณ 100–700 ฟอง  (Bhuje, 2000) เมื่อตัวเมียวางไข่แล้ว ปลานิลตัวผู้จะปล่อยนํ้าเช้ือลงไป
ในไข่จนกว่าการผสมพันธ์ุเสร็จ ใช้เวลาประมาณ 1–2 ช่ัวโมง ไข่จะพัฒนาเป็นลูกปลาวัยอ่อนภายใน 8 วัน 
ในช่วงที่ลูกปลาฟักออกมาเป็นตัวใหม่ๆ จะเกาะรวมตัวกันเป็นกลุ่ม ว่ายวนเวียนอยู่บริเวณหัวของแม่ปลา 
หลังจาก 3 สัปดาห์ ลูกปลาจะหากินเองได้ ปกติปลานิลสามารถผสมพันธ์ุได้ตลอดปี โดยใช้เวลา 2–3 เดือน
ต่อครั้ง แต่ถ้าอาหารเพียงพอและเหมาะสมจะผสมพันธ์ุได้ 5–6 ครั้ง ในระยะเวลา 1 ปี (สํานักวิจัยและ
พัฒนาประมงนํ้าจืด, 2551) 
 
2. อาหารและระบบย่อยอาหารของปลานิล 
 

ปลานิลดํารงชีวิตเป็นผู้บริโภคลําดับที่สอง ส่วนใหญ่กินพืชเป็นอาหารและสามารถผลิตโปรตีนที่มี
คุณภาพสูงสําหรับการบริโภคของมนุษย์ (Bezerra et al., 2005; Zhu  et al., 2009) ปลานิลกินอาหารที่
ได้จากธรรมชาติได้หลายชนิดทั้งพืชและสัตว์ เช่น ไรนํ้า ตะไคร่นํ้า ตัวอ่อนแมลง และสัตว์เล็กๆ รวมทั้ง
สาหร่ายและแหน (สํานักวิจัยและพัฒนาประมงนํ้าจืด, 2551) การประเมินการกินอาหารในธรรมชาติของ
ปลานิลในด้านชนิดและสัดส่วนของกลุ่มอาหารพบว่าอาหารกลุ่มเด่นของปลานิล คือ สัตว์หน้าดิน แพลงก์
ตอนสัตว์ และแพลงก์ตอนพืช โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 38, 33.5 และ 33.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (พัชรา, 
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2549) ความต้องการอาหารประเภทโปรตีนของปลานิลขึ้นอยู่กับขนาด อายุของปลา คุณภาพของโปรตีน 
และระดับพลังงานในอาหาร (อุดม, 2549) โดยปลานิลในช่วงวัยอ่อนถึงวัยรุ่น วัยรุ่นถึงวัยเจริญพันธ์ุ และตัว
เต็มวัยถึงแม่พันธ์ุ มีความต้องการโปรตีน 35–40 เปอร์เซ็นต์, 28–35 เปอร์เซ็นต์ และ 20–30 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลําดับ (วีรพงศ์, 2536) สําหรับความต้องการคาร์โบไฮเดรต พบว่าปลานิลมีการใช้ประโยชน์จาก
คาร์โบไฮเดรตได้ดี เน่ืองจากสามารถสร้างเอนไซม์อะไมเลส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ย่อยแป้งในทางเดินอาหารได้ 
(เวียง, 2542) แต่ควรมีวัตถุดิบอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรต เช่น ปลายข้าวและมันสําปะหลังไม่เกิน 35 
เปอร์เซ็นต์ ในอาหารของปลาขนาดเล็ก และการทําให้อาหารสุกจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยให้
สูงขึ้นได้อีกประมาณ 25–30 เปอร์เซ็นต์ (กลุ่มวิจัยอาหารสัตว์นํ้า, 2534) สําหรับความต้องการไขมัน ปลา
นิลต้องการกรดไขมันที่จําเป็นในกลุ่มโอเมกา–6 มากกว่าในกลุ่มโอเมกา–3 เพ่ือพัฒนาระบบสืบพันธ์ุ โดยแม่
ปลาที่ได้รับไขมันจากนํ้ามันถั่วเหลืองซึ่งเป็นแหล่งโอเมกา–6 จะให้ผลผลิตลูกปลาสูง แต่การเจริญเติบโตจะ
ช้ากว่าแม่ปลาท่ีได้รับอาหารผสมนํ้ามันตับปลาซึ่งเป็นแหล่งของโอเมกา–3 (ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงนํ้า
จืดปราจีนบุรี, 2554) 

 
ระบบย่อยอาหารของปลาโดยทั่วไปจะประกอบด้วยส่วนสําคัญได้แก่ ท่อทางเดินอาหาร (digestive 

tract) และอวัยวะช่วยย่อยอาหาร (accessory gland) ได้แก่ ตับ (liver) และตับอ่อน (pancreas) และถุง
นํ้าดี (gall bladder) การศึกษาระบบย่อยอาหารของปลาทําให้ทราบถึงพฤติกรรมการกินอาหาร ระยะเวลา
ที่อาหารหมดจากกระเพาะอาหาร และประสิทธิภาพการย่อย (วีรพงศ์, 2536) การศึกษาจุลกายวิภาคของ
บางอวัยวะในระบบย่อยอาหารของปลานิล (O. niloticus) โดย Morrison และ Wright Jr (1999) มี
รายละเอียดดังน้ี 

 
1. หลอดอาหาร (esophagus) 

 
หลอดอาหารมีเน้ือเย่ือบุผิวที่ประกอบด้วยเซลล์ที่มีรูปร่างเป็นเหล่ียม (squamous epithelium) 

และเซลล์สร้างเมือก (mucous goblet cell) จํานวนมาก โดยเซลล์สร้างเมือกขนาดเล็ก (small mucous 
goblet cell)  มีรูปร่างเหมือนลูกแพร์ (pear-shaped) อยู่ใกล้กับพ้ืนผิวของเย่ือบุผิวช้ันนอก ส่วนเซลล์
สร้างเมือกขนาดใหญ่ (large mucous goblet cell) จะย่ืนไปยังฐานของเย่ือบุผิวช้ันนอก มีช้ันทูนิคามัสคู
ลาริส (tunica muscularis) ที่ประกอบด้วยกล้ามเน้ือลาย (striated muscle) 2 ช้ัน โดยช้ันนอกเรียงตัว
เป็นวงกลม (outer circular) และช้ันในเรียงตัวตามแนวยาว (inner longitudinal)  

 
2. กระเพาะอาหาร (stomach) 
 
กระเพาะอาหารของปลานิลแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ กระเพาะอาหารส่วนต้น (cardiac) 

ส่วนกลาง (fundus) และส่วนปลาย (pyloric) โดยท่ัวไปกระเพาะอาหารประกอบด้วยต่อมสร้างนํ้าย่อย 
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(gastric gland) ยกเว้นด้านหน้า (anterior surface) ซึ่งเป็นกล้ามเน้ือลายที่มีต่อมทิวบูลาร์ (tubular 
gland) ที่ประกอบไปด้วยเซลล์สร้างเมือกขนาดใหญ่กับเบซัลนิวคลีไอ (basal nuclei) ต่อมทิวบูลาร์ของ
หลอดอาหารจะยื่นขยายตามแนวพื้นผิวด้านหน้าของกระเพาะอาหารไปยังท่อของกระเพาะอาหารส่วน
ปลาย (tubular pyloric portion) และลิ้นอิลิโอ-เรกตัล (ileo-rectal valve) สําหรับด้านล่าง (ventral) 
ของกระเพาะอาหาร ต่อมทิวบูลาร์จะค่อยๆ เปลี่ยนแปลงไปเป็นต่อมสร้างนํ้าย่อย บริเวณต่อมน้ีจะพบ
มิวคัซเนคเซลล์ (mucous neck cell) ซึ่งทําหน้าที่หลั่งเมือกออกมาเคลือบกระเพาะเพ่ือป้องกันการถูกย่อย
ในช้ันมัสคูลาริส กระเพาะอาหารส่วนปลายจะประกอบไปด้วยกล้ามเน้ือลายย่ืนขยายเป็นระยะสั้นๆ และมี
กล้ามเน้ือเรียบ (smooth muscle) ที่ช้ันในเรียงตัวเป็นวงกลมและช้ันนอกเรียงตัวตามยาว บริเวณ
กล้ามเน้ือหูรูดของกระเพาะอาหารส่วนปลาย (pyloric sphincter) มีการเปลี่ยนแปลงจากต่อมทิวบูลาร์ไป
เป็นเย่ือบุผิวลําไส้ (intestinal epithelium) ซึ่งประกอบด้วยเย่ือบุผิวคอลัมนาร์ (columnar epithelium) 
และเซลล์สร้างเมือกขนาดเล็ก  

 
3. ลําไส้ (intestine) 
 
ลําไส้ของปลานิลแบ่งออกเป็นลําไส้ส่วนหน้า (anterior portion) และส่วนปลาย (posterior 

portion) (Scocco et al., 1997; Gargiulo et al., 1998) ซึ่งช้ันมิวโคซา (mucosa) ประกอบไปด้วยเย่ือ
บุคอลัมนาร์และเซลล์สร้างเมือกขนาดเล็ก ส่วนในช้ันมัสคูลาริส (muscularis) มีเซลล์กล้ามเน้ือลายเป็นช้ัน
บางๆ อยู่อย่างต่อเน่ือง สําหรับบริเวณลิ้นอิลิโอ-เรกตัล ประกอบไปด้วยช้ันของกล้ามเน้ือเรียบที่เรียงตัวเป็น
วงกลม (circular layer of smooth muscle)  
 

ตับของปลานิลจะรวมอยู่กับตับอ่อน (hepatopancreas) ส่วนประกอบที่สําคัญ ได้แก่ เซลล์ตับ 
(hepatocyte) อยู่ถัดลงไปจากช้ันเย่ือบุผิว โดยเซลล์ตับของปลานิลมีลักษณะคล้ายกับปลากระดูกแข็งชนิด
อ่ืนๆ (Kendall and Hawkins, 1975; Hinton and Pool, 1976; Beccaria et al., 1992) พบท่อเลือด 
(sinusoid) แทรกอยู่ระหว่างเซลล์ตับ และมีกลุ่มของตับอ่อน (exocrine pancreas) แทรกอยู่ระหว่างเซลล์
ตับด้วย โดยพบเป็นกลุ่มล้อมรอบท่อเลือดที่อยู่ในตับ ซึ่งประกอบด้วยเซลล์อะซินาร์ (acinar cell) อยู่
รวมกันเป็นกลุ่ม มีนิวเคลียสทรงกลมขนาดใหญ่อยู่ที่ฐานของเซลล์ และมีไซโทพลาซึม ภายในไซโทพลาซึม
พบไซโมเจนแกรนูล (zymogen granule) นอกจากน้ี ตับยังมีส่วนของเน้ือเย่ือเก่ียวพัน หลอดนํ้าเหลือง 
เส้นประสาท และท่อนํ้าดี เน่ืองจากตับต้องใช้พลังงานจํานวนมากในการทําหน้าที่ จึงเป็นอวัยวะที่มีไมโท
คอนเดรียอยู่มาก และมีอุณหภูมิสูงกว่าอวัยวะอ่ืน (Arias et al., 1994) ลักษณะทางจุลกายวิภาคของตับใน
สภาวะปกติจะมีลักษณะเป็นไซโทพลาซึมทรงสี่เหลี่ยม เป็นเน้ือเดียวกัน และมีนิวเคลียสทรงกลมขนาดใหญ่
อยู่ตรงกลาง หรืออยู่บริเวณใกล้จุดศูนย์กลางของไซโทพลาซึม ล้อมรอบไปด้วยนิวคลีโอลัส (nucleolus) 
อย่างหนาแน่น (Figueiredo-Fernandes et al., 2006) เซลล์ตับและนิวเคลียสจะเกิดการเปลี่ยนแปลง
ของรูปร่างและขนาดอย่างเห็นได้ชัด เมื่อปลาได้รับสารพิษที่ปนเป้ือนอยู่ในนํ้า โดยจากการศึกษาลักษณะ
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ทางจุลกายวิภาคของตับ พบว่าเซลล์ตับจะย้อมติดสีชมพู ในขณะที่เซลล์อะซินาร์ของตับอ่อนจะย้อมติดสี
ม่วง และไซโมเจนแกรนูลย้อมติดสีแดง (Paris-Palacios et al., 2000)  
 
3. เอนไซม์ย่อยอาหาร 
 

การเปลี่ยนแปลงหลังการตายของปลาขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารประกอบและผลิตภัณฑ์จาก
กระบวนการเมแทบอลิซึม และปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่มีอยู่ในตัวปลา ซึ่งยังอาจมีการเปลี่ยนแปลงกิจกรรม

ของเอนไซม์ย่อยอาหารที่ศึกษา ได้แก่ เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase, E.C. 3.2.1.1) เปปซิน 
(pepsin, E.C. 3.4.23.1) ทริปซิน (trypsin, E.C. 3.4.21.4) ไคโมทริปซิน (chymotrypsin, E.C. 3.4.21.1) 
และไลเปส (lipase, E.C. 3.1.1.3)   
 

3.1 เปปซิน  
 

 เปปซินเป็นอะซิดิกโปรติเอส (acidic protease) พบได้ทั่วไปในน้ําย่อยของสัตว์มีกระดูกสันหลัง
และกระเพาะอาหารของปลา ทําหน้าที่ย่อยสารอาหารประเภทโปรตีนให้มีขนาดเล็กลง ก่อนส่งไปย่อยต่อที่
ลําไส้เล็ก เอนไซม์เปปซินถูกสร้างขึ้นในรูปเปปซิโนเจนที่ไม่สามารถทํางานได้ โดยผนังช้ันในสุดของกระเพาะ
อาหารหลั่งกรดไฮโดรคลอริกออกมา ทําให้กระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกรด เพ่ือเปลี่ยนเปปซิโนเจนเป็น
เอนไซม์เปปซิน ตําแหน่งเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์มีความจําเพาะต่อกรดอะมิโนที่มีหมู่โซ่ข้างเป็นอะโรมาติก 
ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีน และทริปโทเฟน เปปซินสามารถทํางานได้ดีในสภาพที่เป็นกรด (Simpson, 
2000) ในกระเพาะอาหารของปลา pectoral rattail (Coryphaenoides pectoralis) เปปซิน A และ B มี
สภาวะที่เหมาะสมต่อการทํางานที่พีเอช 3.0–3.5 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (Klomklao et al., 2007) 
ส่วนกระเพาะอาหารของปลา Pacific bluefin tuna (Thunnus orientalis) พบว่าเปปซินมีสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการทํางานที่พีเอช 2 (Parra et al., 2007) เช่นเดียวกับอะซิดิกโปรติเอสในปลา discus 
(Symphysodon aequifasciata) (Chong et al., 2002) ปลา Monterey sardine (Sardinops sagax 
caerulea) (Castillo-Yanez et al., 2004) และปลา Asian bony tongue (Scleropages formosus) 
(Natalia et al., 2004) สําหรับการศึกษาใน bolti fish (Tilapia nilotica) พบว่าอะซิดิกโปรติเอสมี
สภาวะที่เหมาะสมต่อการทํางานที่พีเอช 2.5 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (Beltagy et al., 2004) ส่วนใน
ปลานิล (O. niloticus และ O. aureus) ระยะวัยอ่อน อะซิดิกโปรติเอสในกระเพาะอาหารสามารถทํางาน
ได้ดีในช่วงพีเอช 1.6–3.3 ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (Sheng et al., 2006) 
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3.2 ทริปซิน  
 

ทริปซินเป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทหลักในการควบคุมการย่อยโปรตีน โดยทําหน้าที่กระตุ้นโปรเอนไซม์ 
(proenzyme) หรือไซโมเจน (zymogen) ที่เก่ียวข้องกับการย่อยโปรตีนได้หลายชนิด ได้แก่ ทริปซิโนเจน 
(trypsinogen) ไคโมทริปซิโนเจน (chymotrypsinogen) โปรคาร์บอกซีเปปติเดส 
(procarboxypeptidase) และโปรอีลาสเตส (proelastase) ให้อยู่ในรูปที่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ (active 
enzyme) ได้แก่ ทริปซิน ไคโมทริปซิน คาร์บอกซีเปปติเดส (carboxypeptidase) และอีลาสเตส 
(elastase) ตามลําดับ ดังน้ัน การศึกษากิจกรรมของทริปซินจึงมีบทบาทสําคัญต่อการประเมิน
ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีน (Rungruangsak-Torrissen et al., 2002; Supannapong et al., 2008) 
ทริปซินเป็นอัลคาไลน์โปรติเอสท่ีเร่งปฏิกิริยาได้ดีในช่วงพีเอช 7–10 (Chong et al., 2002; Natalia et 
al., 2004; Thongprajukaew et al., 2010a) โดยสามารถตัดพันธะเอไมน์ (amidase activity) และเอส
เทอร์ (esterase activity) หลังกรดอะมิโนที่โซ่ข้างมีขั้วและประจุบวก ได้แก่ ไลซีน และอาร์จินีน สาร
สังเคราะห์ซึ่งนิยมใช้เพ่ือศึกษาการยับย้ังกิจกรรมของทริปซิน คือ tosyl lysine chloromethyl ketone 
(TLCK) และ leupeptin ส่วนสารยับย้ังจากธรรมชาติ ได้แก่ soybean trypsin inhibitor (SBTI) กิจกรรม
ของทริปซินมีการศึกษากันมากเน่ืองจากทริปซินมีบทบาทสําคัญต่อพัฒนาการของสัตว์นํ้าแต่ละช่วงวัย 
กิจกรรมของทริปซินมีความผันแปรกับอุณหภูมิ (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) อายุและเพศ 
(Thongprajukaew et al., 2010a; Thongprajukaew and Kovitvadhi, 2013)  หรือสภาพแวดล้อมใน
ระบบนิเวศที่ต่างกัน (Rungruangsak-Torrissen et al., 1998) การแสดงออกของทริปซินในสัตว์นํ้ามี
อิทธิพลมาจากปัจจัยต่างๆ ได้แก่ คุณภาพของอาหาร (Sunde et al., 2004) แสง (Sunde et al., 2001) 
การแสดงออกของยีนและการได้รับฮอร์โมน (Rungruangsak-Torrissen and Sundby, 2000) และระบบ
ภูมิคุ้มกัน (Andrés et al., 2010) การศึกษาของ Sunde et al. (2001, 2004) พบว่าอัตราการ
เจริญเติบโตของสัตว์นํ้ามีความสัมพันธ์กับกิจกรรมของทริปซิน กรดอะมิโนจําเป็น กรดอะมิโนทั้งหมด  และ
ปริมาณอาร์เอ็นเอในกล้ามเน้ือ โดยกิจกรรมของทริปซินจะมีค่าสูงในช่วงที่สิ่งมีชีวิตมีการเติบโตเร็ว 

 
3.3 ไคโมทริปซิน  

 
ไคโมทริปซินเป็นเอนไซม์ที่เกิดจากการกระตุ้นของทริปซิน สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดีที่พีเอช 7–10 

(Chong et al., 2002; Natalia et al., 2004; Thongprajukaew et al., 2010a) ไคโมทริปซินมี
ความจําเพาะต่อชนิดของสารต้ังต้น และสามารถตัดพันธะเอไมน์ และเอสเทอร์ได้เช่นเดียวกับทริปซิน โดย
ตัดพันธะเปปไทด์หลังกรดอะมิโนที่มีโซ่ข้างเป็นวงแหวน ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน ทริปโทเฟน ไทโรซีน และ
กรดอะมิโนที่มีโซ่ข้างเป็นไฮโดรโฟบิก เช่น เมทไธโอนีน สารยับย้ังการทํางานของไคโมทริปซิน คือ tosyl 
phenyl alanine chloromethyl ketone (TPCK) และ chymostatin การศึกษาในสัตว์นํ้าพบว่าการ
แสดงออกไคโมทริปซินมีผลต่อการเติบโตในทิศทางตรงกันข้ามกับทริปซิน โดยกิจกรรมของไคโมทริปซินจะ
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มีค่าสูงในช่วงที่สิ่งมีชีวิตเติบโตช้าหรือถูกจํากัดโดยปัจจัยต่างๆ (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006; 
Chan et al., 2008) ขณะที่การศึกษาการแสดงออกของไคโมทริปซินในปูแมงมุม (Maja brachydactyla) 
พบว่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นตามอายุ และมีค่าสูงสุดเมื่อปูเข้าสู่ระยะที่มีการ
เปลี่ยนแปลงเมทามอร์โฟซิส (Andrés et al., 2010) อย่างไรก็ตาม การศึกษาในปลากัดวัยเจริญพันธ์ุพบว่า
การได้รับสารพิษจากอาหารจะทําให้กิจกรรมของไคโมทริปซินมีค่าลดลง เช่นเดียวกับเอนไซม์ย่อยอาหาร
ชนิดอ่ืนๆ (Thongprajukaew et al., 2013a) 
 

3.4 แอลฟา-อะไมเลส  
 

แอลฟา-อะไมเลสเป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการประเมินประสิทธิภาพของการย่อยคาร์โบไฮเดรต 
(Thongprajukaew et al., 2013b) เน่ืองจากเป็นเอนโดอะไมเลส (endoamylase) ที่ทําหน้าที่เปลี่ยน
คาร์โบไฮเดรตให้เป็นนํ้าตาลกลูโคสและมอลโทส โดยย่อยสายพอลิแซ็กคาไรด์ของคาร์โบไฮเดรตที่ตําแหน่ง 
α-1,4 glycosidic bond (Areekijseree  et al., 2006; Supannapong et al., 2008; การุณ และ
อุทัยวรรณ, 2555) แหล่งของแอลฟา-อะไมเลสในปลากินพืช และปลากินพืชและเน้ือ ส่วนใหญ่จะได้มาจาก
การหลั่งของผนังลําไส้ กระเพาะอาหาร ตับ ตับอ่อน และไส้ต่ิง (วีรพงศ์, 2536; จันทกานต์, 2550) สําหรับ
ในปลานิลพบเอนไซม์น้ีในลําไส้ (Tengjaroenkul et al., 2000) เน่ืองจากปลานิลกินอาหารส่วนใหญ่ที่มี
คาร์โบไฮเดรตสูง ทําให้กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในปลานิลสูงอย่างมีนัยสําคัญ (Hlophe et al., 2014) 
เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสสามารถทํางานได้ดีในช่วงพีเอชที่แตกต่างกัน เช่น ในหอยมุกนํ้าจืด (Hyriopsis 
(Hyriopsis) bialatus) ทํางานได้ดีในช่วงพีเอช 7 (neutral amylase) (Areekijseree et al., 2004) ใน
ปลา Pacific bluefin tuna แอลฟา-อะไมเลสมีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการทํางานที่พีเอช 6.9 (Parra et al., 
2007) ใน red porgy (Pagrus pagrus) และ Bogue (Boops boops) ทํางานได้ดีที่พีเอช 8 หรือ 9 ที่เป็น
เบส (alkaline amylase) ตามลําดับ (Fernández et al., 2001) สําหรับปลานิล (O. niloticus และ O. 
aureus) ในระยะวัยอ่อนพบว่าทํางานได้ดีในช่วงพีเอช 6–7 (Sheng et al., 2006) เมื่อศึกษากิจกรรมของ
แอลฟา-อะไมเลสในอวัยวะย่อยอาหารส่วนต่างๆ ได้แก่ กระเพาะอาหารเทียม (pseudostomach) ลําไส้
ส่วนต้น (upper intestine) ลําไส้ส่วนปลาย (lower intestine) และตับ (liver) ของปลานิล  (O. 
niloticus) ที่มีนํ้าหนักต่างกัน คือ 5.7, 35.8 และ 92.1 กรัม พบว่ามีสภาวะที่เหมาะสมต่อการทํางานที่พี
เอช 6, 7 และ 2 ตามลําดับ โดยปลานิลนํ้าหนัก 92.1 กรัมมีกิจกรรมของแอลฟา-อะไมเลสสูงสุด (Klahan 
et al., 2009) 
 

3.5 ไลเปส  
 

 ไลเปสเป็นเอนไซม์ย่อยไขมันที่เกิดจากการหลั่งของผนังลําไส้และตับอ่อน ไลเปสมีบทบาทในการ
เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะเอสเทอร์ระหว่างกรดไขมันโมเลกุลยาวกับกลีเซอรอลให้เป็นโมโนกลี      
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เซอรอล ไดกลีเซอไรด์ ไตรกลีเซอไรด์ กรดไขมัน และกลีเซอรอล เอนไซม์ชนิดน้ีสามารถทํางานได้ดีใน
สภาวะท่ีเป็นกลางถึงเบส (การุณ และอุทัยวรรณ, 2555) โดยจะทํางานร่วมกับนํ้าดี ทําหน้าที่ร่วมกันย่อย
ไขมันให้กลายเป็นไขมันโมเลกุลเล็ก กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสในปลากินเน้ือมีค่าสูงกว่าปลากินพืชและ
สัตว์ และปลากินพืช ตามลําดับ (Thongprajukaew et al., 2010b) ใน yellowtail kingfish ซึ่งเป็นปลา
กินเน้ือ พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสค่อนข้างสูงต้ังแต่ช่วงเร่ิมต้นของตัวอ่อน (larva) (Chen et al., 
2006)  และในปลา Pacific bluefin tuna ไลเปสสามารถทํางานได้ดีที่พีเอช 7.4  (Parra et al., 2007) 
สําหรับปลานิล (O. niloticus และ O. aureus) เอนไซม์ไลเปสในลําไส้สามารถทํางานได้ดีที่พีเอช 6–9 
ในช่วงอุณหภูมิ 25–35 องศาเซลเซียส (Sheng et al., 2006)  เมื่อศึกษากิจกรรมของไลเปสในอวัยวะย่อย
อาหารส่วนต่างๆ ได้แก่ กระเพาะอาหารเทียม ลําไส้ส่วนต้น ลําไส้ส่วนปลาย และตับของปลานิล (O. 
niloticus) ที่มีนํ้าหนักต่างกัน คือ 5.7, 35.8 และ 92.1 กรัม พบว่าไลเปสมีสภาวะที่เหมาะสมต่อการทํางาน
ที่พีเอช 8, 7 และ 8 ตามลําดับ โดยปลานิลนํ้าหนัก 35.8 กรัม มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงสุด (Klahan 
et al., 2009) 
 
4. การเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหารหลังการตาย 
 

หลังการตายของสัตว์ เซลล์และเน้ือเย่ือจะเกิดกระบวนการย่อยสลายตัวเองจากการทํางานของ
เอนไซม์ย่อยโปรตีนในเซลล์ และจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ที่มีอยู่ กระบวนการย่อยสลายตัวเองในระบบย่อย
อาหารทําให้ผนังกระเพาะอาหารยุ่ย บาง หรือทะลุเป็นรู และผนังลําไส้มีการลอกหลุดของเย่ือเมือก ทําให้
นํ้าย่อยจากตับอ่อนออกมาย่อยไขมันบริเวณด้านนอกและในช่องท้อง เมื่อกระเพาะอาหารและลําไส้เน่าจะ
เกิดการสะสมของก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ในปริมาณมาก ส่งผลให้เกิดแรงกดที่อวัยวะภายในช่องท้อง ทําให้
กระเพาะอาหารแตก (Laczniak et al., 2011) 

 
การเกิดแกสโทรมาลาเซีย (gastromalacia) เป็นการเปลี่ยนแปลงหลังการตายท่ีสําคัญในกระเพาะ

อาหาร ทําให้ผนังกระเพาะอ่อนตัวและบางลงอย่างมีนัยสําคัญ จากการทํางานของเอนไซม์ที่อยู่ภายใน 
(O’Donnell and Baker, 2010; Laczniak et al., 2011;  Usui et al., 2013) กระบวนการน้ีส่งผล
โดยตรงต่อดัชนีของอวัยวะย่อยอาหาร ซึ่งจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วในเน้ือเย่ือที่มีเอนไซม์และมีปริมาณน้ําสูง 
(Vass, 2001) อย่างไรก็ตาม Li et al. (2003) รายงานว่าดัชนีของตับต่อนํ้าหนักตัว (hepatosomatic 
index: HSI) ของหนูสปราก-ดอว์ลี (Sprague-Dawley) มีค่าเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาหลังการตาย (0 ถึง 25 
นาที) ในขณะท่ีการประมาณช่วงเวลาหลังการตายในสุนัขบีเก้ิลของ Erlandsson และ Munro (2007) 
พบว่าลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ือลําไส้มีการเสื่อมสภาพลงเม่ือเวลาผ่านไป การเปลี่ยนแปลงหลัง
การตายนอกจากจะมีสาเหตุมาจากเอนไซม์หรือจุลินทรีย์ที่อยู่ภายในแล้ว อาจเกิดจากการขาดออกซิเจน 
การเพ่ิมขึ้นของคาร์บอนไดออกไซด์ และการสะสมของของเสีย (Benzie and Strain, 1996; Vass, 2001) 
ปัจจัยเหล่าอาจมีผลต่อโปรตีนในกระเพาะอาหารและลําไส้  
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หลังการตายอาจเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่โมเลกุลหรืออะตอม
สูญเสียอิเล็กตรอนจากวงโคจรให้กับโมเลกุลที่ทําหน้าที่เป็นตัวรับอิเล็กตรอน รวมทั้งการเสียไฮโดรเจน
อะตอมออกจากโมเลกุล โดยสารที่ทําหน้าที่เป็นตัวให้อิเล็กตรอน (reducing agent) และสารที่ทําหน้าที่รับ
อิเล็กตรอน (oxidizing agent) ปฏิกิริยาออกซิเดชันทําให้เกิดอนุมูลอิสระ (free radical) ซึ่งสามารถ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารอ่ืนๆ เป็นลูกโซ่ต่อไป  โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของลิพิด (lipid oxidation) 
ระหว่างออกซิเจนกับไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ที่มีกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) 
ทําให้เกิดสารที่ให้กลิ่นที่ผิดปกติไปจากเดิม (ไมตรี และคณะ, 2555) 
 

ในสิ่งมีชีวิตมีสารต้านออกซิเดชัน 2 กลุ่ม คือ กลุ่มป้องกันการเกิดอนุมูลอิสระ ได้แก่ เอนไซม์
ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (superoxide dismutase) กลูตาไธโอน เปอร์ออกซิเดส (glutathione 
peroxidase) คะตะเลส (catalase) เปอร์ออกซิเดส (peroxidase) ไซโตโครมซีเปอร์ออกซิเดส 
(cytochrome C peroxidase) ทองแดง (copper) และสังกะสี (zinc) และกลุ่มที่ทําลายปฏิกิริยาลูกโซ่ 
ได้แก่ วิตามินอี (vitamin E) เบตา-แคโรทีน (β-carotene) วิตามินซี (vitamin C) กรดยูริก (uric acid) 
โปรตีนอัลบูมิน (albumin) สําหรับในเซลล์ที่ตายแล้วจะมีการผลิตเปอร์ออกไซด์และอนุมูลอิสระมาทําลาย
ส่วนประกอบต่างๆ รวมทั้งจะมีสารที่เกิดจากการย่อยของเอนไซม์ปล่อยออกมา เช่น เพปไทด์ที่ทําหน้าที่
เป็นตัวให้อิเล็กตรอนได้ (Lassoued et al., 2015) อย่างไรก็ตาม เพปไทด์ที่ถูกปล่อยอาจไม่เพียงพอเมื่อ
เปรียบเทียบกับการผลิตอนุมูลอิสระที่มากเกินไป นอกจากน้ีการย่อยสลายที่นานข้ึนทําให้ได้เพปไทด์สายสั้น
ที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลอิสระลดน้อยลง (Lassoued et al., 2015) 
 

หลังการตายของเซลล์ (cell death) จะเกิดอะพอพโทติกบอดี (apoptotic body) เพ่ือให้เซลล์
แมคโคเฟจ (macrophage) สามารถกําจัดเซลล์ดังกล่าวออกไปอย่างรวดเร็ว (Katz, 2008) การศึกษา    
อะพอพโทติกบอดีในกระเพาะอาหารและลําไส้ของหนูและมนุษย์ โดย Hall et al. (1994) แสดงให้เห็น
ว่าอะพอพโทติกบอดีไม่ได้มีการกระจายแบบสุ่ม แต่พบมากในเย่ือบุผิวและใน immediate sub-epithelial 
connective tissue โดยในกระเพาะอาหารพบมากท่ีสุดบริเวณต่อมสร้างนํ้าย่อยและผิวด้านนอกของผนัง
ช้ันในสุด (superficial gastric mucosa) ซึ่งบางคร้ังพบในบริเวณ lamina propria ด้วย ส่วนในลําไส้เล็ก
พบอะพอพโทติกบอดีอยู่ตรงบริเวณปลายของวิลไล (villi) และบริเวณฐานของคริปท์ (crypt) ขณะท่ี
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงหลังการตายในสุนัขบีเก้ิลของ Erlandsson และ Munro (2007) พบว่าการ
เปลี่ยนแปลงภายในลําไส้จะสังเกตเห็นชัดมากขึ้นเมื่อเวลาหลังการตายนานขึ้น โดยท่ีเวลา 24 ช่ัวโมงหลัง
การตาย ถุงนํ้าดีมีสีผสมระหว่างสีเขียว นํ้าตาล และเหลือง (green-brown-yellow mixture)                    
จากน้ันเปลี่ยนเป็นสีเหลืองแดง (yellow-red) ในเวลา 2–3 วัน และเปลี่ยนเป็นสีแดงน้ําตาล (red-brown) 
ในเวลา 7 วัน จนถึง 3 สัปดาห์ สําหรับการศึกษาจุลกายวิภาคเน้ือเย่ือ ได้แก่ ต่อมนํ้าเหลือง ไต ต่อมหมวก
ไต รังไข่ อัณฑะ ลําไส้ ต่อมนํ้าลาย และผิวหนังพบว่าลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ือดังกล่าวมี
รูปแบบที่ไม่สอดคล้องกับการเปลี่ยนแปลงหลังการตาย อย่างไรก็ตาม เน้ือเย่ือดังกล่าวมีการเสื่อมสภาพลง
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เมื่อเวลาผ่านไปหลังการตาย สําหรับการประมาณช่วงเวลาหลังการตายของศพซึ่งถูกฝังในดิน โดยใช้ซากหมู 
(Sus scrofa domestica) เป็นต้นแบบ พบว่าระยะเวลา 7 วันหลังจากฝัง บริเวณส่วนท้องของซากหมูพอง
ขึ้นเล็กน้อย ในช่วงเวลา 13 วันหลังจากฝัง บริเวณส่วนท้องยังคงพองขึ้นเล็กน้อย แต่พบลําไส้ทะลักออกมา 
หลังจากฝังเป็นเวลา 20 วัน พบว่าบริเวณส่วนท้องฉีกขาดมากข้ึน สอดคล้องกับผิวหนังที่บางลง ในวันที่ 27 
หลังจากฝังพบคราบเหมือนนํ้ามันเคลือบสีขาว (greasy whitish coating) ตรงบริเวณส่วนท้อง ซึ่งอาจเป็น
ตัวบ่งช้ีให้เห็นว่าเริ่มเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีไม่ทําให้เน้ือเย่ือสลายตัวแต่มีลักษณะเหมือนขี้ผึ้งและไขมัน 
(adipocere) หลังจากฝังเป็นเวลา 34 วัน เกิด adipocere บริเวณส่วนท้อง และ 40 วันหลังจากฝัง ซาก
หมูถูกปกคลุมด้วย adipocere รวมทั้งนํ้าหนักตัวลดลงไป 38.6 เปอร์เซ็นต์ (Niederegger et al., 2015)  
 
5. กล้ามเนื้อของปลา 
 

กล้ามเนื้อเป็นเน้ือเย่ือที่พบได้ทุกส่วนของร่างกาย เมื่อกล้ามเนื้อหดตัวและคลายตัว จะทําให้เกิด
การเคลื่อนไหวส่วนต่างๆ ส่วนมากกล้ามเน้ือในร่างกายจะมีเส้นประสาทมาควบคุมการทํางานเพียงเส้นเดียว 
แต่กล้ามเน้ือที่อยู่บริเวณลําตัวจะมีเส้นประสาทมาควบคุมหลายเส้น (McArdle et al., 1996;  Marieb et 

al., 2013) กล้ามเน้ือส่วนใหญ่ประกอบด้วยเส้นใยกล้ามเน้ือ (muscle fiber) ภายในมีเส้นใยกล้ามเน้ือย่อย 
ที่ประกอบด้วยเส้นใยฝอย (myofilament) และเย่ือก้ันระหว่างมัด (myosepta) ซึ่งมีคอลลาเจนเป็น
องค์ประกอบหลัก (Chéret et al., 2007)  

 
กล้ามเน้ือแบ่งออกได้ 3 ชนิด คือ กล้ามเนื้อเรียบ (smooth muscle) พบตามผนังของอวัยวะ

ภายในที่เป็นระบบท่อเป็นส่วนใหญ่ มีลักษณะเรียบ ไม่เป็นลาย และไม่อยู่ในอํานาจของจิตใจ กล้ามเน้ือ
หัวใจ (cardiac muscle) พบได้ที่ผนังของหัวใจเท่าน้ัน มีลายแต่ทํางานอยู่นอกอํานาจของจิตใจ และ
ทํางานเป็นจังหวะสมํ่าเสมอ และกล้ามเน้ือลาย (skeletal muscle) พบได้ทั่วไปตามลําตัว มีลายตามขวาง
ตลอดความยาว เกาะติดกับกระดูก ทํางานอยู่ภายใต้อํานาจจิตใจ และมีความสัมพันธ์กับการทํางานของ
โครงกระดูก ประกอบด้วยเส้นใยกล้ามเน้ือจํานวนมากอยู่รวมกันเป็นมัดกล้ามเน้ือ (muscle bundle) 
ภายในเส้นใยฝอยของเส้นใยกล้ามเน้ือจะมีซาร์โคเมียร์ (sarcomere) ซ้อนสลับกัน ซึ่งเส้นใยชนิดหนาเป็น
ส่วนประกอบของโปรตีนไมโอซิน และเส้นใยชนิดบางเป็นส่วนประกอบของโปรตีนแอกทิน (วิชัย, 2534)  

 
กล้ามเน้ือลายแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ กล้ามเน้ือแดง (red muscle) และกล้ามเน้ือขาว (white 

muscle) โดยกล้ามเน้ือแดงอยู่บริเวณด้านข้างลําตัวใต้ผิวหนังระหว่างกล้ามเน้ือด้านบน (expaxial 
muscle) และกล้ามเน้ือด้านล่าง (hypaxial muscle) มีลักษณะเป็นแผ่นบาง มีเส้นเลือดแดงมาหล่อเลี้ยง 
และมีเส้นเลือดฝอยจํานวนมาก กล้ามเน้ือแดงมีซาร์โคเมียร์ที่เล็กกว่ากล้ามเน้ือขาวถึง 3 เท่า (เส้นผ่าน
ศูนย์กลางประมาณ 18–75 ไมโครเมตร) แต่ปริมาตรของเลือดที่มาหล่อเลี้ยงมากกว่า และไมโทคอนเดรีย
ของกล้ามเน้ือแดงจะใหญ่และหนาแน่นกว่า กล้ามเน้ือแดงใช้พลังงานจากการสลายสารชีวโมเลกุลแบบใช้
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ออกซิเจน (aerobic catabolism) ทําหน้าที่รักษาความต่อเน่ืองในการว่ายนํ้าของปลา ส่วนกล้ามเน้ือขาว 
พบบริเวณลําตัวด้านหลังและกะโหลกศีรษะ มีลักษณะเป็นมัดใหญ่และหนา (เส้นผ่านศูนย์กลางยาวถึง 300 
ไมโครเมตร) เส้นใยกล้ามเน้ือไม่ค่อยมีเส้นเลือดมาเลี้ยง ไมโทคอนเดรียมีขนาดเล็กมาก ทําให้กล้ามเน้ือมีสี
ซีด กล้ามเน้ือขาวทํางานแบบไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic) โดยใช้พลังงานจากกระบวนการไกลโคไลซิส 
(glycolysis) มีแคลเซียมไอออนช่วยในการหดตัวของกล้ามเน้ือ ปลาใช้กล้ามเน้ือขาวเป็นหลักในการว่ายนํ้า
ในช่วงเวลาสั้นๆ เช่น การว่ายทวนกระแสนํ้า และการจู่โจมเหย่ือ (สุภาพร, 2542) 

 
การศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือลําตัวของปลาส่วนใหญ่เป็นการศึกษาใน

กล้ามเน้ือลาย โดยกล้ามเน้ือมีการจัดเรียงตัวกันเป็นตอน ๆ เรียกว่า ไมโอเมียร์ (myomere) ซึ่งภายในมี
เส้นใยกล้ามเน้ือที่ไม่แตกแขนง ถูกห่อหุ้มอยู่ในเยื่อหุ้มเส้นใยกล้ามเน้ือบางๆ (sarcolemma membrane) 
ของเหลวภายในเส้นใยกล้ามเน้ือประกอบด้วยเส้นใยฝอยกล้ามเน้ือ (longitudinal myofibril) 5 เส้นที่แตก
แขนงไปทั่ว แต่ละเส้นใยฝอยกล้ามเน้ือประกอบด้วยโปรตีนที่ทําหน้าที่ในการหดตัว ซึ่งกล้ามเน้ือในสภาวะ
ปกติจะสามารถมองเห็นเย่ือก้ันระหว่างมัดระหว่างไมโอเมียร์ได้อย่างชัดเจน กล้ามเน้ือแดงจะมีปริมาณ
ไขมันสูงกว่าในกล้ามเน้ือขาว (Ramesh and Nagarajan, 2013) แต่ยังไม่สามารถแยกความแตกต่างได้
ชัดเจน เน่ืองจากมีลักษณะใกล้เคียงกัน แต่ถ้าใช้วิธีการทางมิญชเคมี (histochemistry) จะสามารถเห็น
องค์ประกอบของไขมันและไกลโคเจนในกล้ามเน้ือแดงสูงกว่ากล้ามเน้ือขาว (Carani et al., 2013) 

 
โปรตีนไมโอซินและแอกทิน เป็นโครงสร้างหลักของกล้ามเน้ือสัตว์ที่ทําหน้าที่โดยตรงเกี่ยวกับการ

หดและคลายตัว เมื่อสัตว์ตาย เซลล์กล้ามเน้ือขาดพลังงานจากการหายใจ แอกทินกับไมโอซินจะจับกันแน่น 
รวมตัวกันเป็นแอกโทไมโอซิน (actomyosin) กล้ามเน้ือจึงหดตัว แต่ไม่คลายตัว เน่ืองจากขาดอะดีโนซีน
ไตรฟอสเฟต (adenosine triphosphate: ATP) ทําให้ซากสัตว์แข็งทื่ออยู่ระยะหน่ึงภายหลังการตาย 
(Tyska and Warshaw, 2002) ในขณะที่ซาร์โคพลาสมิกโปรตีน (sarcoplasmic protein) และ
องค์ประกอบอ่ืนๆ แขวนลอยอยู่ในส่วนของไซโทพลาซึม (Matos et al., 2011) ซึ่งส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของร่างกายหลังจากการตายเช่นกัน  

 
การเปลี่ยนแปลงของกล้ามเน้ือภายหลังการตายมี 3 ระยะ เริ่มจากระยะก่อนการเกร็งตัวโดยเกิด

กระบวนการไกลโคไลซิสต้ังแต่เริ่มตายจนกระทั่งถึงระยะเร่ิมแรกที่ ATP ในกล้ามเน้ือลดลง โดยมีการย่อย
สลายโปรตีนซึ่งเกิดจากการทํางานของเอนไซม์โปรติเอส ได้แก่ เอนไซม์คาเทปซิน เอนไซม์คาลเพน 
(calpain) และเอนไซม์คอลลาจีเนส (collagenase) ทําให้กล้ามเน้ืออ่อนลง มีรอยเขียวชํ้า และมีความ
ยืดหยุ่น (Shahidi and Botta, 1994; Dent et al., 2004) ต่อมาเป็นระยะการเกร็งตัว โดยที่แอกทินและ
ไมโอซินรวมตัวกันอย่างถาวรเป็นแอกโทไมโอซิน เน่ืองจากขาดพลังงานจาก ATP ในการคลายตัวของ
กล้ามเนื้อเมื่อตายและกล้ามเน้ือขาดออกซิเจน ไกลโคเจนจะเกิดการเปลี่ยนแปลงในสภาวะที่ไม่มีอากาศ 
โดยที่กลูโคสจะเปลี่ยนไปเป็นกรดแลคติกและพลังงานในรูป ATP เมื่อไกลโคเจนหมดไป กล้ามเน้ือจะเกิด
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การเกร็งตัว แข็งทื่อ และไม่มีความยืดหยุ่น (Bayliss, 1996; Manzano-Mazorra et al., 2000) และระยะ
สุดท้ายเป็นการสิ้นสุดของการเกร็งตัว เป็นระยะที่จุลินทรีย์สร้างเอนไซม์ขึ้นมาย่อยองค์ประกอบของ
กล้ามเน้ือ ทําให้มีกลิ่นเปลี่ยนไปจากเดิม (Fraser and Sumar, 1998; Chytiri et al., 2004)  

 
การเปลี่ยนแปลงภายหลังการตายในสัตว์นํ้าส่วนใหญ่เป็นการศึกษาในตัวอย่างที่ถูกเก็บรักษา

ภายใต้อุณหภูมิตํ่า การศึกษาในปลาแซลมอน (Salmo salar) (Roth et al., 2006) และปลากะพงขาว 
(Lates calcarifer) (Wilkinson et al., 2008) พบว่าระยะเกร็งตัวอยู่ระหว่าง 2–24 และ 3–24 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ และหลังจาก 24 ช่ัวโมงไปแล้ว จะเข้าสู่ระยะสิ้นสุดการเกร็งตัว ทําให้กล้ามเน้ืออ่อนนุ่ม และไม่
ยืดหยุ่น เน่ืองจากโปรตีนไมโอซินซึ่งเป็นโครงสร้างหลักของกล้ามเนื้อมีการสูญเสียสภาพธรรมชาติ (Tyska 
and Warshaw, 2002) โดยการสลายตัวของโปรตีนสามารถตรวจสอบได้โดยใช้ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิง
แคลอริมิเตอร์ (differential scanning calorimeter) ซึ่งเป็นเคร่ืองมือที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิง
ความร้อนที่แสดงถึงการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนได้ เน่ืองจากอุณหภูมิที่กล้ามเน้ือเสียสภาพธรรมชาติ
จะลดลงภายหลังการตาย (Kuo et al., 2005) โดยช่วงอุณหภูมิที่กว้าง เป็นผลมาจากความแตกต่างของ
ความยาวของสายพอลิเมอร์  (Thongprajukaew et al., 2015a) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงต่อระยะเวลา
ภายหลังการตายตรวจพบเช่นกันในปลาแพะ (Mullus barbatus) ปลากะพงแดง (Lutjanus 
campechanus) และปลาดุก (Ictalurus punctatus) (Schubring, 1999) นอกจากน้ีในสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นม (Krompecher, 1994; Dalal et al., 2006) พบการเปล่ียนแปลงภายหลังการตายช้ากว่าในปลา 
เน่ืองมาจากกล้ามเน้ือมีความซับซ้อน และมีหลอดเลือดมาเลี้ยงกล้ามเน้ือมากกว่า (Gillis and Biewener, 
2001; Smith, 2011) 
 
6. เอนไซม์ที่ส่งผลให้กล้ามเนื้ออ่อนตัว 
 

เอนไซม์ที่พบในกล้ามเน้ือปลาประกอบด้วยเอนไซม์ในไมโอไฟบริล เช่น เอนไซม์คาเทปซินบี 
(cathepsin B, E.C. 3.4.22.1) ดี (cathepsin D, E.C. 3.4.22.5) เอช (cathepsin H, E.C. 3.4.22.16) 
และแอล (cathepsin L, E.C. 3.4.22.15) และเอนไซม์ที่พบในส่วนของซาร์โคพลาสมิก เช่น เอนไซม์คาล
เพน (calpain, E.C. 3.4.22.17) ทริปซิน และไคโมทริปซิน (Shahidi and Kamil, 2001) โดยทริปซินและ
ไคโมทริปซินในปลามีค่าพีเอชเหมาะสมต่อการทํางานในช่วงที่เป็นด่าง (Cao et al., 2005; Sheng et al., 
2006) การศึกษาคุณลักษณะของทริปซินในกล้ามเนื้อของปลาจวดขาว (Argyrosomus argentatus) 
พบว่ามีความจําเพาะต่อหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนอาร์จีนีนและไลซีนเช่นเดียวกับทริปซินที่พบในระบบ
ย่อยอาหาร (Cao et al., 2005) ส่วนคาลเพนจัดเป็นนิวทรัลโปรติเอส (neutral protease) ซึ่งมีกิจกรรม
สูงที่พีเอชเป็นกลาง เอนไซม์คาลเพนถูกปล่อยออกจากเส้นใยกล้ามเน้ือโดยการย่อยส่วนของ Z disk การทํา
บริสุทธ์ิคาลเพนชนิดที่ 1 (type-I) และชนิดที่ 2 (type-II) ในกล้ามเน้ือปลาแอนโชว่ี (Engraulis japonica) 
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พบว่าคาลเพนท้ัง 2 ชนิดสามารถทํางานได้ดีที่อุณหภูมิ 45 และ 50  องศาเซลเซียส ที่พีเอช 6.8 และ 7.0–
7.5 ตามลําดับ (Ishida et al., 1995) 

 
หลังการตายของสิ่งมีชีวิต ไลโซโซมจะปล่อยเอนไซม์คาเทปซินซึ่งเป็นซิสเตอีนโปรติเอส (cysteine 

proteases) ไปยังไซโทพลาสซึมและช่องว่างระหว่างเซลล์ มีผลทําให้ค่าพีเอชของกล้ามเน้ือลดลง และทําให้
ค่าความแรงไอออน (ionic strength) ในกล้ามเนื้อเพ่ิมขึ้น (Yates et al., 1983; Verrez-Bagnis et al., 
2002) เอนไซม์คาเทปซินทําหน้าที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายกล้ามเน้ือหลังการตายของสัตว์ โดยทําให้
กล้ามเน้ืออ่อนตัวลง เอนไซม์ชนิดหลักที่พบในกล้ามเน้ือ ได้แก่ คาเทปซินบี คาเทปซินดี คาเทปซินเอช และ
คาเทปซินแอล อย่างไรก็ตาม การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าคาเทปซินดี มีบทบาทในการย่อยสลายโปรตีนใน
กล้ามเน้ือน้อยกว่าคาเทปซินอีก 3 ชนิด เน่ืองจากเอนไซม์ดังกล่าวสามารถย่อยสลายไมโอไฟบริลได้ดีในช่วง 
พีเอชประมาณ 5 (Makinodan et al., 1982; Jiang, 2000)  

 
6.1 คาเทปซินบี  
 
เอนไซม์คาเทปซินบีทําหน้าที่ย่อยสลายโครงสร้างโปรตีนหลักของกล้ามเน้ือ ได้แก่ คอนเนคทิน 

(connectin) เนบูลิน (nebulin) และไมโอซิน (Yamashita and Konagaya, 1991) นํ้าหนักโมเลกุลของ
คาเทปซินบี ขึ้นอยู่กับชนิดของปลา สําหรับในกล้ามเน้ือลายของปลานิลพบว่ามีนํ้าหนักโมเลกุล 23.5 กิโล
ดาลตัน (Sherekar et al., 1988) โดยเอนไซม์คาเทปซินทั้งหมดถูกสังเคราะห์ขึ้นในรูปของ pre-
proenzyme ซึ่งยังไม่สามารถทํางานได้ (inactive enzyme) หลังจากน้ันจะเข้าสู่กระบวนการดัดแปลงจน
เป็นเอนไซม์ที่สามารถทํางานได้ (active enzyme) (Egberts et al., 2004) เอนไซม์คาเทปซินบีสามารถ
จับกับสารต้ังต้นได้หลายชนิดและจะย่อยสลาย Z-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin (Z-Arg-Arg-
MCA) และ Z-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin (Z-Phe-Arg-MCA) การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า
เอนไซม์คาเทปซินบี ในกล้ามเน้ือของปลามีพีเอชที่เหมาะสมต่อการทํางานอยู่ในช่วง 5.5–6.5 และอุณหภูมิ 
35–55 องศาเซลเซียส โดยสภาวะที่เหมาะสมดังกล่าวขึ้นอยู่กับชนิดของปลา (Aranishi et al., 1997; 
Jiang, 2000; Aoki et al., 2002; Kim et al., 2003; Chéret et al., 2007; Liu et al., 2008; Ahmed 
et al., 2015) การศึกษาของ Delbarre-Ladrat et al. (2006) พบว่าไลโซโซมของปลามีคาเทปซินบี เอช 
และแอลเป็นหลักและมีกิจกรรมสูง เช่นเดียวกับการศึกษาของ Aoki et al. (2000b) ที่พบว่าในกล้ามเน้ือ
ขาวของปลากลุ่ม red fresh คาเทปซินบี และแอลมีกิจกรรมสูง ส่วนการศึกษาในปลากะพงขาว พบว่าคา
เทปซินบีในกล้ามเน้ือขาวมีค่าสูงเป็น 29.7 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับในเน้ือวัว นอกจากคาเทปซินบีจะเป็น
เอนโดเปปติเดส (endopeptidase) แล้ว ยังมีส่วนเก่ียวข้องในกระบวนการทางพยาธิวิทยา เช่น การเกิด
มะเร็ง การตายของเซลล์ การอักเสบการติดเช้ือ และโรคอ่ืนๆ ด้วย (Gocheva et al., 2006) 
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6.2 คาเทปซินเอช 
 
เอนไซม์คาเทปซินเอชพบคร้ังแรกในตับของหนูซึ่งมีนํ้าหนักโมเลกุล 28 กิโลดาลตัน (Kirschke et  

al., 1977) สารต้ังต้นของเอนไซม์ชนิดน้ี คือ L-Arg-4-methylcoumaryl-7-amide (Arg-MCA) เอนไซม์คา
เทปซินเอชทําหน้าที่สลายพันธะเอไมด์ของสารต้ังต้นที่มีกลุ่มอะมิโนอิสระ เช่น อาร์จีนีน เนปทิลเอไมด์ 

(naphthylamide) นอกจากน้ียังสามารถสลายสารที่คล้ายกับสารต้ังต้นที่มีกลุ่มอะมิโน (blocked α-
amino group) เช่น benzoyl-Arg-naphthylamide (BANA) (Takahashi et al., 1988) เอนไซม์คาเทป
ซินเอชในปลามีกิจกรรมท่ีเหมาะสมต่อการทํางานที่พีเอชประมาณ 6.0–6.8 (Kirschke et al., 1977; 
Aranishi et al., 1997) การศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบกิจกรรมของคาเทปซินเอชในปลา 4 ชนิด ได้แก่ Pacific 
whiting (Merluccius productus), arrowtooth flounder (Atheresthes stomias), Alaska pollock 
(Theragra chalcogramma) และ Pacific cod (Gadus macrocephalus) พบว่าคาเทปซินเอช ในปลา 
Alaska pollock มีกิจกรรมสูงที่สุด รองลงมา ได้แก่ ปลา arrowtooth flounder ปลา Pacific cod และ
ปลา Pacific whiting ตามลําดับ (Porter et al., 1995) สําหรับการศึกษาในกล้ามเน้ือขาวของปลากะพง
ขาว และกล้ามเน้ือต้นขาด้านหลัง (biceps femoris muscle) ของวัวนม พบว่ากิจกรรมของคาเทปซินเอช 
ในกล้ามเน้ือของสัตว์ทั้ง 2 ชนิด มีกิจกรรมที่ตํ่ากว่าคาเทปซินบีและแอล (Chéret et al., 2007) คล้ายกับ
การศึกษาในกล้ามเน้ือวัวที่ตอนแล้วที่กิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซินเอชมีค่าตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับคาเทป
ซินบี (Wu et al., 1985) อย่างไรก็ตาม คาเทปซินเอชมีความสามารถย่อยสลายไมโอซินได้เร็วกว่าคาเทป
ซินบี (Aranishi et al., 1997) นอกจากคาเทปซินเอชจะมีบทบาทสําคัญในการย่อยสลายโปรตีนแล้วยัง
เก่ียวข้องกับการรักษาโรคและการพัฒนาของปอด (Che et al., 2014) 

 
6.3 คาเทปซินแอล  
 
เอนไซม์คาเทปซินแอลทําหน้าที่ย่อยสลายโครงสร้างโปรตีนหลักของกล้ามเนื้อ ได้แก่ โปรตีนคอน

เนคทิน เนบูลิน ไมโอซิน คอลลาเจน แอลฟา-แอคทินิน (α-actinin) และโทรโปนิน T (troponin T) และ
โทรโปนิน I (troponin I) (Yamashita and Konagaya, 1991; Ho et al., 2000) โดยคาเทปซินแอลของ
ปลามีนํ้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 23–30 กิโลดาลตัน (Visessanguan et al., 2003) เอนไซม์คาเทปซินแอล
ในปลามีคุณสมบัติคล้ายกับที่แยกได้จากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและไก่ และสามารถใช้ Z-Phe-Arg-MCA เป็น
สารต้ังต้น การศึกษาในปลาแซลมอนพบว่าคาเทปซินแอลเป็นโปรติเอสท่ีย่อยสลายโปรตีนของกล้ามเน้ือ
ได้มากที่สุด (Hu et al., 2008) เช่นเดียวกับการศึกษาในกล้ามเน้ือของปลาลิ่น (Hypophthalmichthys 
molitrix) ที่พบว่าคาเทปซินแอลมีกิจกรรมที่สูงกว่าคาเทปซินบี (Liu et al., 2008) และพบว่าในกล้ามเน้ือ
ขาวของปลากะพงขาวมีกิจกรรมของคาเทปซินแอลสูงเป็น 3.9 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับคาเทปซินแอลใน 
กล้ามเน้ือวัวนม (Chéret et al., 2007) โดยสามารถย่อยโปรตีนเส้นใยย่อยจากกล้ามเน้ือ (myofibrillar 
protein) ได้อย่างสมบูรณ์ภายใน 21 ช่ัวโมง (Ladrat et al., 2003) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเอนไซม์
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คาเทปซินแอลในกล้ามเน้ือปลามีพีเอชที่เหมาะสมต่อการทํางานอยู่ในช่วง 5–7 และอุณหภูมิ 45–60 องศา
เซลเซียส ทั้งน้ีขึ้นอยู่กับชนิดของปลา (Kim et al., 2003; Visessanguan et al., 2003; Choi et al., 
2004; Siringan et al., 2006; Chéret et al., 2007; Liu et al., 2008; Hu et al., 2010)  
 
7. เกล็ดของปลา 
 

เกล็ดปลามีลักษณะแข็ง แบน และเบา เป็นองค์ประกอบของกระดูกที่ปกคลุมและทําหน้าที่ปกป้อง
ผิวของปลาไว้ การซ้อนทับกันของเกล็ดช่วยทําให้เกิดความยืดหยุ่นเพ่ือให้ปลาสามารถขยับร่างกายใน
รูปแบบต่างๆ ได้คล่องแคล่ว (Yang et al., 2013) โดยปลานิลมีเกล็ดแบบอีลาสมอยด์ (elasmoid scale) 
ชนิดกลมผิวเรียบ (cycloid) ประกอบด้วย 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก มีเส้นใยคอลลาเจนที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 20–30 นาโนเมตร จัดเรียงตัวแบบสุ่มและฝังตัวอยู่ในโปรตีโอไกลแคน (proteoglycan) และ
ช้ันใน (ส่วนฐาน) เส้นใยคอลลาเจนมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 70–100 นาโนเมตร อยู่ชิดติดกันและเรียง
ตัวซ้อนเหลื่อมกัน (Khemiri et al., 2001; Ikoma et al., 2003a) ซึ่งเส้นใยคอลลาเจนที่พบในเกล็ด คือ 
คอลลาเจนชนิดที่ 1 (type 1) เป็นเน้ือเย่ือเก่ียวพันที่มีหน้าที่สําคัญในการค้ําจุนโครงสร้าง และทําให้เกล็ด
แข็งแรง (Okuda et al., 2009) คอลลาเจนในเกล็ดของสัตว์นํ้าส่วนใหญ่มีช่วงอุณหภูมิที่ทําให้เริ่มเสียสภาพ
อยู่ที่ 26–29 องศาเซลเซียส แต่สําหรับในปลานิลมีช่วงอุณหภูมิที่ทําให้เสียสภาพอยู่ที่ 36 องศาเซลเซียส 
อีกทั้งในภาวะขาดนํ้าจะส่งผลต่อโครงสร้างของคอลลาเจนในเกล็ด เน่ืองจากมีการสร้างพันธะเพปไทด์เพ่ิม 
และมีการกําจัดโมเลกุลนํ้า ทําให้เกล็ดไม่ยืดหยุ่น (Ikoma et al., 2003b) นอกจากน้ี เกล็ดยังประกอบด้วย
สารอินทรีย์ เช่น โปรตีนเคราติน และสารอนินทรีย์ เช่น คาร์บอเนต และอะพาไทต์ (Perga and 
Gerdeaux, 2003; Sinnatamby et al., 2007) ซึ่งส่วนใหญ่เป็นไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่มีแคลเซียมน้อย 
(calcium-deficient hydroxyapatite) โดยประกอบด้วยโซเดียม แมกนีเซียม และคาร์บอเนตไอออน 
เกล็ดปลาบางชนิดหลุดง่าย บางชนิดยึดติดแน่น ขึ้นอยู่กับวิวัฒนาการของเกล็ด (Torres et al., 2012)  

 
แร่ธาตุในเกล็ดปลามีการสร้างอย่างต่อเน่ืองตลอดชีวิต โดยเกล็ดช้ันนอกมีเซลล์เริ่มต้นในการสร้าง

หินปูนและแร่ธาตุ (Schönbörner et al., 1979) ส่วนเกล็ดช้ันในเป็นบริเวณที่สร้างและสะสมแร่ธาตุ 
(Onozato and Watabe, 1979; Zylberberg and Nicolas, 1982) อย่างไรก็ตาม การสร้างแร่ธาตุ
สามารถหยุดได้หากปลาไม่ได้รับอาหารและอยู่ในภาวะเครียดรุนแรง (Campana and Neilson, 1985) 
นอกจากน้ี ปลายังสามารถดูดซับแร่ธาตุจากสิ่งแวดล้อมไว้ได้โดยผ่านทางเหงือกและผิวหนังเมื่ออยู่ในน้ําจืด 
และจากการกินอาหารเมื่ออยู่ในนํ้าเค็ม ซึ่งแร่ธาตุมีความสําคัญต่อสุขภาพของกระดูก ฟัน และเกล็ด แร่ธาตุ
ที่จําเป็นในปลา ได้แก่ แคลเซียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม โซเดียม เหล็ก ซีลีเนียม ทองแดง และไอโอดีน 
นอกจากน้ียังมีธาตุที่จําเป็นต่อการเกิดปฏิกิริยาภายในเกล็ดปลา ได้แก่ ออกซิเจน และไนโตรเจน และอาจ
พบโลหะบางชนิดสะสมในเกล็ดปลา เช่น สังกะสี ตะก่ัว กํามะถัน และแมงกานีส เป็นต้น (Abdullah et 
al., 1976; Sauer and Watanabe, 1989; Ikoma et al., 2003a) โดยการสะสมของแร่ธาตุเป็นส่วนหน่ึง
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ที่ช่วยทําให้คอลลาเจนในเกล็ดมีความแข็งแรง ทําให้เกล็ดแข็งและทําหน้าที่ป้องกันผิวหนังของปลาได้ดีขึ้น 
(Meunier, 1984) 

 
การศึกษาในปลาสกุล Pagrus พบโซเดียม แมกนีเซียม และคาร์บอเนตไอออน ในกระบวนการ

สร้างไฮดรอกซีอะพาไทต์ของเกล็ด (Ikoma et al., 2003a) ในเกล็ดปลาทอง (Carassius auratus) พบว่า
เกล็ดช้ันในส่วนบนบริเวณที่ติดกับเกล็ดช้ันนอก มีการสะสมแร่ธาตุมากกว่าตรงกลางและส่วนฐานของเกล็ด
ช้ันใน (Zylberberg et al., 1992) เช่นเดียวกับปลาช่อนยักษ์อะเมซอน (Arapaima gigas) ที่มีการสะสม
แร่ธาตุบริเวณเกล็ดช้ันนอกมากกว่า ส่งผลให้เกล็ดมีความแข็งกว่าเกล็ดช้ันใน (Yang et al., 2013) แต่ทั้งน้ี
ต้องขึ้นอยู่กับชนิดและอายุของปลาด้วย โดยระดับการสะสมแร่ธาตุที่แตกต่างกันในแต่ละบริเวณของเกล็ด 
ขึ้นอยู่กับการปรับเปลี่ยนโครงสร้างระดับนาโนของเกล็ดปลา และปฏิกิริยาระหว่างคอลลาเจนกับนํ้า ซึ่งไม่มี
รูปแบบที่แน่นอน (Torres et al., 2012) ในเกล็ดปลานิลพบการกระจายของแร่ธาตุอยู่ในเส้นใยคอลลาเจน
แต่ละเส้น และสะสมอยู่ภายในนิวเคลียสที่อยู่ในช่องว่าง (hole zone) (Okuda et al., 2009) โดยคอลลา
เจนจากเกล็ดปลาสามารถรวมตัวกันภายใต้อุณหภูมิตํ่าได้ดีกว่าคอลลาเจนในกระดูกของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
(Williams et al., 1978; Kadler et al., 1996) 

 
8. สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก 
 

สารอินทรีย์ระเหยง่าย (volatile organic compounds: VOCs) คือ กลุ่มของสารประกอบที่มี
ความดันไอมากกว่า 1 มิลลิเมตรปรอท สามารถระเหยเป็นไอกระจายตัวไปในอากาศได้ง่ายที่อุณหภูมิและ
ความดันปกติ โมเลกุลส่วนใหญ่ประกอบด้วยอะตอมของคาร์บอนและไฮโดรเจน นอกจากน้ีอาจมีออกซิเจน
หรือฮาโลเจน เช่น คลอรีน และโบรมีน รวมอยู่ด้วย (Paczkowski and Schütz, 2011) 

 
ในสิ่งมีชีวิตที่ตายแล้ว การสลายตัวขององค์ประกอบอินทรีย์โดยทั่วไปจะเกิดขึ้นพร้อมกับการปล่อย

สารอินทรีย์ระเหยที่มีกลิ่นอันไม่พึงประสงค์เพ่ือดึงดูดแมลงมากินซาก ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ขั้นกลางของการ
ย่อยสลาย และเป็นกระบวนการที่ซับซ้อน (Vass et al., 2002) สารอินทรีย์ระเหยง่ายเกิดจากย่อยสลาย
โดยจุลินทรีย์ และการแคแทบอลิซึมของสารชีวโมเลกุลหลักในสิ่งมีชีวิต ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต ไขมัน กรด
นิวคลีอิก และโปรตีน (Vass et al., 2002; Statheropoulos et al., 2005, 2007) โดยคาร์โบไฮเดรตส่วน
ใหญ่จะย่อยสลายเป็นสารประกอบที่มีออกซิเจนอยู่ภายในโมเลกุล (oxygenated compounds) ได้แก่ 
กรดอินทรีย์บางชนิด แอลกอฮอล์ (alcohol) คีโตน (ketone) แอลดีไฮด์ (aldehyde) และเอสเทอร์ 
(ester) (Gill-King, 1997; Dent et al., 2004; Statheropoulos et al., 2005) โดยแอลกอฮอล์เป็น
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์หลังการตายของสิ่งมีชีวิต หรือการย่อยสลายไกลโคเจนเป็น
นํ้าตาลกลูโคสซึ่งเกิดขึ้นในตับ สําหรับนํ้าตาลจะกระจายเข้าไปในหลอดเลือดที่อยู่ใกล้เคียงภายใต้สภาวะที่
ใช้ออกซิเจน และมักจะถูกเผาผลาญอย่างสมบูรณ์เป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน้ํา ในขณะที่ภายใต้สภาวะไร้
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ออกซิเจน จะได้ผลิตภัณฑ์ประเภทหมัก เช่น กรดแลคติก (lactic acid) กรดบิวทาโนอิก (butanoic acid) 
และกรดแอซีติก (acetic acid) (Gill-King, 1997; Dent et al., 2004; Boumba et al., 2008) ส่วน
แอลกอฮอล์ที่มีโซ่ก่ิง (branched alcohols) มักจะเกิดจากกรดอะมิโนที่ถูกย่อยผ่านกระบวนการเมแทบอลิ
ซึม และการสลายตัวของกรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acids) ซึ่งปฏิกิริยาระหว่างกรดคาร์บอกซิลิกกับ
แอลกอฮอล์ทําให้เกิดสารกลุ่มเอสเทอร์ (Paczkowski and Schütz, 2011) สารกลุ่มแอลกอฮอล์ที่สําคัญ 
คือ 1-hexanol ที่ผลการศึกษาก่อนหน้าน้ีรายงานว่าเกิดจากเผาผลาญอาหารของเช้ือรา (fungal 
metabolism) (Korpi et al., 1998; Paczkowski and Schütz, 2011)  

 
การย่อยสลายไขมันด้วยเอนไซม์ฟอสโฟไลเปส (phospholipase) โดยทั่วไปพบในส่วนของ

กล้ามเน้ือ ทางเดินอาหาร และตับ มีบทบาทสําคัญต่อการย่อยสลายฟอสโฟลิพิด (phospholipid) และ
เอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) เกิดเป็นกรดไขมันอ่ิมตัวและ
ไม่อ่ิมตัว (Cabirol et al., 1998; Vass et al., 2002) สําหรับการย่อยสลายกรดนิวคลีอิกจะได้เป็นไนโตร
จีนัสเบส (nitrogenous base) ฟอสเฟต และน้ําตาล (Vass et al., 2002) นอกจากน้ียังมีกรดคาร์บอกซิ
ลิกที่เกิดจากการย่อยสลายไขมัน คาร์โบไฮเดรต และกรดอะมิโนด้วยจุลินทรีย์ (Paczkowski and Schütz, 
2011) โดยกรดอะมิโน เช่น ไอโซลิวซีน (isoleucine) เป็นสารที่ดึงดูดแมลงวันวงศ์ Piophilidae และ 
Calliphoridae ตัวเต็มวัย อีกทั้งยังสามารถดึงดูดแมลงดูดเลือด (bloodsucking insects) ด้วงมูลสัตว์ 
(dung beetles) และต๊ักแตนกินซาก (necrophagous grasshoppers) (Wolff et al., 2001; Barrozo 
and Lazzari, 2004; Dormont et al., 2010; Whitman and Richardson, 2010) สําหรับกรดไขมัน
สายยาวที่สามารถดึงดูดด้วงตัวผู้ เป็นผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาซาพอนนิฟิเคชัน (saponification) 
ประกอบด้วย กรดไขมัน และเอสเทอร์ (Levinson et al., 1981) ซึ่งกรดไขมันจะเกิดกระบวนการสลายได้
ผลิตภัณฑ์เป็นแอลกอฮอล์ คีโตน แอลดีไฮด์ และเอสเทอร์ เช่นเดียวกับการย่อยสลายคาร์โบไฮเดรต 
(Cabirol et al., 1998; Vass et al., 2002) สําหรับแอลดีไฮด์และคีโตน อาจเป็นผลมาจากจุลินทรีย์หรือ
ปฏิกิริยาการสลายตัวของไขมันที่เก่ียวข้องกับออกซิเจนในชั้นบรรยากาศ (Whitfield and Mottram, 
1992; Dent et al., 2004) ส่วนสารประกอบอะโรมาติกเป็นสารระเหยทั่วไปที่ได้มาจากการย่อยสลาย
กรดอะมิโนชนิดอะโรมาติก ได้แก่ ไทโรซีน (tyrosine) ฟีนิลแอลานีน (phenylalanine) และทริปโตเฟน 
(tryptophan) (Vass et al., 1992; Dent et al., 2004; Paczkowski and Schütz, 2011)  
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ตารางที่ 1 การศึกษาเกี่ยวกับสารอินทรีย์ที่ระเหยได้หลังการตาย 

Organism  Key VOCs Postmortem 
interval (h) 

Organ References 

Whiting 
(Merlangius merlangus) 
 

Acetaldehyde, ethanol, 
acetone, ethyl acetate, 
acetic acid and 1-hexanol  

336 
 

Muscle 
 
 

Duflos et al.  
(2005) 

Tench (Tinca tinca) 
 
 
Atlantic horse mackerel 
(Trachurus trachurus) 
 
Gilthead seabream  
(Sparus aurata) 

Hexanal, ethylbenzene, 
benzaldheyde, octanal and 
nonanol 
1-Penten-3-ol, 2,3-
pentanedione, 2,3-octanedione 
3,5-octadien-2-one and 
pentanal 
2-Pentylfuran, 2,3-pentandione, 
3,5-octadien-3-ol and 
hexadecane 

0 
 
 
0 
 
 
0 

Muscle 
 
 
Muscle 
 
 
Muscle 
 

Turchini et al. 
(2005) 
 
Iglesias and Medina  
(2008) 
 
Iglesias et al.  
(2009) 

Domestic pig 
(Sus scrofa domesticus) 
 
 
Pig (Sus domesticus) 
 

Formic acid, butyl acetate, 
acetone, aldehydes, ethanol, 
butanal, benzaldehyde and 
acetamide 
1-Octen-3-ol, 2-phenylethanol, 
hexnoic acid, butyric acid and 
isoamyl butyrate 

4 
 
 
 
600 

Whole body 
 
 
 
Whole body 
 

Dekeirsschieter 
et al. (2009) 
 
 
von Hoermann et 
al. (2011) 

Mice (Mus musculus) Acetic acid, butanoic acid, 
butanol, octanol, phenol and 
1-hexanol 

24, 240 and 
720 

Whole body 
 

Kasper et al. 
(2012) 

Pig (S. domesticus) Benzaldehyde, phenol, 
dimethyltrisulfide, indole  
and undecan-2-one 

240 Whole body 
 
 

Brasseura et al.  
(2012) 

Pig (S. domesticus) 
 

Butanoic acid, 1-hexanol,  
1-pentanol, 3-methyl-2-hexanol 
and octanol 

39 
 

Bone, 
muscle  
and skin 

Cablk et al. 
(2012) 

Cow (Bos primigenius) 1-Pentanol and hexanal, 
heptanal, octanal, nonanal  
and toluene 

39 Bone, 
muscle 
and skin 

Cablk et al. 
(2012) 
 

Human (Homo sapiens) 
 
 
Greenshell™ mussels 
(Perna canaliculus) 
 
Malpura ewes (Ovis aries) 

1-Pentanol, hexanal, 
benzaldehyde, octanal, 
nonanol and toluene 
Dimethyl sulfide, 2,3-octanedi- 
one, 3-undecen-2-one and 
(5Z)-octa-1,5-dien-3-ol 
Acetic acid, propionic acid and 
butyric acid  

39 
 
 
0 
 
 
24 

Bone, 
muscle  
and skin 
Muscle 
 
 
Whole body 

Cablk et al. 
(2012) 
 
Tuckey et al.  
(2013) 
 
Bhatt et al. 
(2013) 
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ตารางที่ 1 การศึกษาเกี่ยวกับสารอินทรีย์ที่ระเหยได้หลังการตาย (ต่อ) 

Organism  Key VOCs Postmortem 
interval (h) 

Organ References 

Domestic pig 
(S. scrofa domesticus) 
 
Domestic pig 
(S. scrofa domesticus) 
 

Dimethyl trisulfide, dimethyl 
disulfide, nonanal and 
hexan-1-ol 
1-Hexanol, 1-octen-3-ol,          
1-pentanol, carbon disulfide, 
dimethyl sulfide and hexanal 

1,536 
(autumn) 
 
1,320 
(summer) 
0–72 

Whole body 
 
 
Whole body 
 
 

Paczkowski et al.  
(2014) 
 
Armstrong et al.  
(2016) 

 
โปรตีนจะย่อยสลายเป็นสารที่มีโมเลกุลเล็กลงกว่าเดิม เช่น กรดอะมิโน และโพลีเพปไทด์ 

(polypeptide) โดยเอนไซม์ที่มาจากตัวปลาและจากจุลินทรีย์ ทําให้เกิดการอ่อนตัวของกล้ามเน้ือ โดย
เอนไซม์ที่สําคัญ ได้แก่ เอนไซม์คาเทปซิน เอนไซม์คาลเพน และเอนไซม์คอลลาจีเนส (Shahidi and Botta, 
1994; Dent et al., 2004) กระบวนการย่อยสลายโปรตีนจะสร้างสารระเหยขึ้นมา เช่น สารประกอบ
กํามะถัน (sulphur compound) เอมีน (amine) และอินโดล (indole) หรืออาจเกิดจากการสลายของฟิว
โซแบคทีเรียม (fusobacterium) ในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ โดยสารประกอบกํามะถันเกิดจากการย่อยสลาย
กรดอะมิโนที่มีกํามะถันเป็นองค์ประกอบโดยแบคทีเรีย สารประกอบกํามะถันที่สําคัญ คือ โพลีซัลไฟด์ 
(polysuphides) ซึ่งรายงานว่าสามารถดีงดูดแมลงให้มากินซากได้ รวมทั้งแมลงวันหัวเขียว (blow flies) 
และด้วงสัปเหร่อ (burying beetles) (Stensmyr et al., 2002; Kalinova et al., 2009) สําหรับเอมีน
เกิดจากปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลชัน (decarboxylation) ของกรดอะมิโนในกล้ามเน้ือ โดยกิจกรรมของ
จุลินทรีย์ อินโดลเกิดจากการย่อยสลายของทริปโตเฟน โดยเอนไซม์ทริปโตเฟเนส (tryptophanase) ที่
สร้างโดยแบคทีเรีย (Vass et al., 1992, 2002; Statheropoulo et al., 2005) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลง
ของด่างที่ระเหยได้ เช่น ไตรเมทิลเอมีนออกไซด์ (trimethylamine oxide) เป็นไตรเมทิลเอมีน 
(trimethylamine) และไดเมทิลเอมีนออกไซด์ (dimethylamine oxide) และการเปลี่ยนแปลงของฟอร์
มัลดีไฮด์โดยเอนไซม์ไตรเมทิลเอมีนออกไซด์ดีเมทิเลส (trimethylamine oxide demethylase) (Shahidi 
and Botta, 1994) สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากที่ศึกษาในสัตว์บางชนิดแสดงดังตารางที่ 1 
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วิธีการทดลอง 
 
1. การเตรียมตัวอย่างปลานลิ  
 

ปรับสภาพปลานิลแปลงเพศ (O. niloticus) อายุ 4 เดือน เป็นเวลา 15 วัน โดยให้อาหารที่มี
โปรตีน 30 เปอร์เซ็นต์ จํานวน 2 ครั้งต่อวัน และให้แสงเป็นเวลา 12 ช่ัวโมงต่อวัน นํ้าในบ่อเลี้ยงมีอุณหภูมิ 
29.60 ± 0.15 องศาเซลเซียส พีเอช 6.95 ± 0.02 ปริมาณออกซิเจนละลายนํ้า 5.05 ± 0.01 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และปริมาณแอมโมเนีย 0.94 ± 0.15 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
2. การเก็บตัวอย่างปลานิล  
 

อดอาหารปลานิลแปลงเพศเป็นเวลา 48 ช่ัวโมงก่อนการเก็บตัวอย่าง เพ่ือป้องกันการเปลี่ยนแปลง
เมแทบอลิซึมเน่ืองจากอาหารที่กิน สุ่มปลาที่มีขนาดใกล้เคียงกัน (นํ้าหนัก 105.83 ± 1.66 กรัม และความ
ยาวตลอดลําตัว 18.55 ± 0.14 เซนติเมตร) สลบปลาโดยใช้นํ้าแข็ง และนํามาลอยในภาชนะทรง
สี่เหลี่ยมผืนผ้า (32 × 43 × 11 เซนติเมตร) ระดับนํ้าสูง 7 เซนติเมตร ที่ความหนาแน่น 14 ตัวต่อภาชนะ 
โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิห้อง หลังจากน้ันสุ่มปลาที่เวลา 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง ผ่าตัด
เก็บตัวอย่างกระเพาะอาหารและลําไส้ เพ่ือใช้ศึกษาระบบย่อยอาหาร ได้แก่ ดัชนีนํ้าหนัก ความเข้มข้นของ
โปรตีน กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหาร การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน และการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุล
กายวิภาค (n = 4) เก็บตัวอย่างกล้ามเน้ือขาวบริเวณกล้ามเน้ือด้านบนใต้ครีบหลัง (ก้านครีบหลังที่ 3 ถึง 
10) และกล้ามเน้ือแดงบริเวณด้านข้างลําตัวใต้ผิวหนังระหว่างกล้ามเน้ือด้านบนและกล้ามเน้ือด้านล่าง เพ่ือ
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาออกซิเดชัน การเปล่ียนแปลงสมบัติเชิงความร้อน และการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะทางจุลกายวิภาค (n = 4) สําหรับกิจกรรมของเอนไซม์ในกล้ามเน้ือศึกษาเฉพาะในกล้ามเน้ือขาว
เท่าน้ัน ผ่าตัดเก็บตัวอย่างตับบริเวณช่องท้องเพ่ือใช้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาค เก็บ
ตัวอย่างเกล็ด (บริเวณใต้ก้านครีบหลังที่ 3 ถึง 7) เพ่ือใช้ศึกษาองค์ประกอบของธาตุ และเก็บตัวอย่างปลา
ทั้งตัวเพ่ือใช้ศึกษาสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก (n = 4) 

 
3. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหาร 
 
    3.1 ดัชนีน้ําหนักของอวัยวะย่อยอาหาร 
 

หลังจากเก็บตัวอย่างอวัยวะย่อยอาหารทั้ง 8 ช่วงเวลาหลังการตาย นําอวัยวะดังกล่าวมาศึกษา
ดัชนีนํ้าหนัก โดยช่ังนํ้าหนักตัวปลา นํ้าหนักของกระเพาะอาหาร และลําไส้ (กรัม) และคํานวณดัชนีของ
กระเพาะอาหารต่อนํ้าหนักตัว (stomasomatic index: SSI) และดัชนีของลําไส้ต่อนํ้าหนักตัว 
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(intestosomatic index: ISI) จาก (นํ้าหนักกระเพาะอาหาร/นํ้าหนักตัว) × 100 และ (นํ้าหนักลําไส้/
นํ้าหนักตัว) × 100 ตามลําดับ  

 
    3.2 การสกัดสารสกัดจากกระเพาะอาหารและลาํไส ้
 

ผ่าตัดและเก็บตัวอย่างกระเพาะอาหารและลําไส้ของปลาบนนํ้าแข็ง จากน้ันสกัดสารตามวิธีการท่ี
ดัดแปลงมาจาก Rungruangsak และ Utne (1981) โดยบดกระเพาะอาหารและลําไส้ในกรดไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้น 10 และ 1 มิลลิโมลาร์ (1 : 3 นํ้าหนักต่อปริมาตร) ตามลําดับ โดยใช้เครื่องป่ันละเอียดเน้ือเย่ือ 
(THP-220; Omni International, Kennesaw GA, USA) จากน้ันนําไปป่ันเหว่ียงที่ 15,000 × g ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ดูดส่วนที่เป็นไขมันออก และดูดสารละลายส่วนใสเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้วิเคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีน การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน และ
กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารต่อไป 

 
    3.3 การศึกษาความเข้มข้นของโปรตีนในสารสกัดจากกระเพาะอาหารและลําไส้ 
 

วิเคราะห์ความเข้มข้นของโปรตีนในสารสกัดตามวิธีการของ Lowry et al. (1951) โดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA)  

 
    3.4 การศึกษากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ย่อยอาหาร  
 
          3.4.1 กิจกรรมของเอนไซม์เปปซิน 
 

ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เปปซินจากกระเพาะอาหารตามวิธีการของ Rungruangsak และ Utne 
(1981) โดยเติมเคซีนความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง หลังจาก
น้ันปิเปตต์บัฟเฟอร์ พีเอช 2 ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเอนไซม์สกัดปริมาตร 
200 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย
การเติมกรดไตรคลอโรอะซิติก ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน หลังจากน้ัน
นําไปป่ันเหว่ียงที่ 5,000 × g ที่อุณหภูมิห้อง นาน 20 นาที ดูดส่วนใสของตัวอย่างปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากันกับโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเติม Folin 
Ciocalteu reagent (เจือจางกับนํ้ากลั่นในอัตราส่วน 1:3) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร และวัดค่าการดูดกลืน
แสงด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 720 นาโนเมตร และหาค่าผลิตภัณฑ์ที่ได้โดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ L-tyrosine ยูนิต (unit) ของเปปซินคํานวณจากปริมาณของ L-
tyrosine ที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้พีเอช 2 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  
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3.4.2 กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซิน 
 
ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซินในลําไส้ตามวิธีการของ   Rungruangsak-

Torrissen et al. (2006) กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินทดสอบโดยผสมบัฟเฟอร์พีเอช 9 ความเข้มข้น 0.2 
โมลาร์ ปริมาตร 700 ไมโครลิตรที่มี benzoyl-L-Arg-p-nitroanilide (BAPNA) ความเข้มข้น 1.25 มิลลิโม
ลาร์ และเอนไซม์สกัด 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลังจากนั้น
หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติมกรดอะซิติกความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 800 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้า
กัน กิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซินใช้วิธีการทดสอบเช่นเดียวกับวิธีการข้างต้นที่กล่าวมา แต่เปลี่ยนเป็น
ใช้บัฟเฟอร์พีเอช 9 ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ที่มี N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
p-nitroanilide (SAPNA) ความเข้มข้น 1.25 มิลลิโมลาร์ รวมทั้งอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่มเป็น 60 องศา
เซลเซียส จากนั้นนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร และหาค่าผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นโดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ p-nitroanilide ยูนิตของทริปซินและไคโมทริปซิน คํานวณจากปริมาณ
ของ p-nitroanilide ที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้พีเอช 9 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
และพีเอช 9 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

 
3.4.3 กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 
 
ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสตามวิธีการของ Areekijseree et al. (2004) โดยผสมนํ้าแป้ง

ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 25 ไมโครลิตรกับบัฟเฟอร์ พีเอช 7 ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 
62.5 ไมโครลิตร และโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร แล้วเติม
เอนไซม์สกัดปริมาตร 125 ไมโครลิตร จากน้ันบ่มที่อุณหภูมิ 50 เซลเซียส นาน 15 นาที และหยุดปฏิกิริยา
โดยการเติมกรดไดไนโตรซาลิไซคลิกความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน 
นําไปต้มในน้ําเดือด นาน 5 นาที แล้วต้ังทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
จากน้ันผสมให้เข้ากัน นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และหาค่าผลิตภัณฑ์ที่ได้โดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลมอลโทส ยูนิตของอะไมเลสคํานวณจากปริมาณของนํ้าตาล
มอลโทสที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้พีเอช 7 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

 
3.4.4 กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
 
ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Winkler และ Stuckmann 

(1979) โดยผสม p-nitrophenyl palmitate ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร  200 ไมโครลิตร กับ
บัฟเฟอร์พีเอช 8 ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และเอนไซม์สกัดปริมาตร 20 
ไมโครลิตร จากน้ันบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยเติม
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โซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน นําไปป่ันเหว่ียงที่ 
13,000 × g ที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที ดูดสารละลายส่วนใส เพ่ือนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นา
โนเมตร แล้วเปรียบเทียบค่าผลิตภัณฑ์ที่ได้กับกราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol ยูนิตของไลเปสคํานวณ
จากปริมาณ ของ p-nitrophenol ที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้พีเอช 8 และอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส  

 
     3.5 การศึกษาการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของระบบย่อยอาหาร 
 

 3.5.1 การกําจัดอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH assay  
 
 นําสารสกัดจากกระเพาะอาหารและลําไส้จากข้อ 3.2 มาศึกษาความสามารถในการกําจัดอนุมูล

อิสระของ DPPH ตามวิธีการของ Thongprajukaew et al. (2015) โดยเตรียม stock solution จากการ
ละลาย DPPH 24 มิลลิกรัมในเมทานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
จากน้ันเตรียม working solution โดยเจือจาง stock solution ด้วยเมทานอล แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง
ให้อยู่ในช่วง 1.0 ± 0.5 หน่วย ที่ 517 นาโนเมตร จากน้ันทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระ 
โดยผสม working solution ปริมาตร 3 มิลลิลิตรกับสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตร วางไว้ในที่มืดนาน 
30 นาที นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร และคํานวณกิจกรรมการกําจัดอนุมูลของ DPPH 
(เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง) ได้จาก [(Ao−Ai)/Ao] × 100 เมื่อ Ao และ Ai คือ ค่าการดูดกลืนแสงของบัฟเฟอร์ 
และสารสกัดจากตัวอย่าง ตามลําดับ 

 
3.5.2 ความสามารถในการเป็นตัวให้อิเล็กตรอนโดยวิธี reducing power 
 
นําสารสกัดจากกระเพาะอาหารและลําไส้จากข้อ 3.2 มาศึกษาความสามารถในการเป็นตัวให้

อิเล็กตรอนตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Benzie และ Strain (1996) และ Wong et al. (2006) โดยการ
ผสม 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ในกรดไฮโดรคลอริกความ
เข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ กับ FeCl3.6H2O ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ และอะซิเตตบัฟเฟอร์พีเอช 5.2 ผสม
สารทั้งหมดให้เข้ากันในอัตราส่วน 1: 1: 10 หลังจากน้ันนําสารผสมดังกล่าวปริมาตร 2,850 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารสกัดปริมาตร 150 ไมโครลิตร วางไว้ในที่มืดนาน 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 593 นา
โนเมตร เปอร์เซ็นต์การยับย้ังโดยวิธี reducing power (% remaining) คํานวณได้จาก [(Ai–Ao)/Ai] × 
100 เมื่อ Ao และ Ai คือ ค่าการดูดกลืนแสงของบัฟเฟอร์ และสารสกัดจากตัวอย่าง ตามลําดับ 
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4. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกล้ามเนื้อ 
 
    4.1 การสกัดสารสกัดจากกล้ามเนื้อ 
 

สกัดเอนไซม์คาเทปซินตามวิธีการของ Chéret et al. (2007) โดยบดกล้ามเน้ือขาวกับบัฟเฟอร์ A 
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร (ที่มี Tris–HCl พีเอช 7.5 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ β-mercaptoethanol ความ
เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ และ EDTA ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์) ในอัตราส่วน 1 : 3 (นํ้าหนักต่อปริมาตร) 
โดยใช้เครื่องป่ันละเอียดเน้ือเย่ือ (THP-220; Omni International, Kennesaw GA, USA) หลังจากน้ัน
นําไปป่ันเหว่ียงที่ 10,000 × g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที และดูดส่วนสารละลายส่วน
ใสเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซินต่อไป 

 
     4.2 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซิน  
 

4.2.1 กิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซินบี 
 
ศึกษากิจกรรมของคาเทปซินบีตามวิธีการท่ีดัดแปลงมาจาก Aranishi et al. (1997) โดยผสม

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 6 ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ที่มี EDTA 5 มิลลิโมลาร์ 
Brij35 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 490 ไมโครลิตร ซิสเตอีน ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ Z-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร) กับเอนไซม์สกัดปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติมโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 
1.5 มิลลิลิตร ที่มีโซเดียมโมโนคลอโรอะซิเตต พีเอช 4.3 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ โดยวัดค่าการเรืองแสง
ของผลิตภัณฑ์ด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ (รุ่น Jasco FP-8200, Jasco, Tokyo, Japan) ที่ 380 
นาโนเมตร ซึ่งเป็นความยาวคลื่นที่เกิดการดูดกลืน และ 450 นาโนเมตร ซึ่งเป็นความยาวคล่ืนที่รังสีเปล่ง
ออกมา หลังจากน้ันเปรียบเทียบผลิตภัณฑ์ที่ได้กับกราฟมาตรฐานของ aminomethylcoumarin (AMC) ยู
นิตของคาเทปซินบีคํานวณจากปริมาณของ aminomethylcoumarin ที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 
นาที ภายใต้พีเอช 6 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 
4.2.2 กิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซินเอช 
 
ศึกษากิจกรรมของคาเทปซินเอชตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Aranishi et al. (1997) โดยผสม

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.8 ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ที่มี EDTA 5 มิลลิโมลาร์ 
Brij35 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 490 ไมโครลิตร ซิสเตอีน ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
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ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ L-Arg-4-methylcoumaryl-7-amide ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร) กับเอนไซม์สกัดปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติมโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 
1.5 มิลลิลิตร ที่มีโซเดียมโมโนคลอโรอะซิเตต พีเอช 4.3 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ โดยวัดค่าการเรืองแสง
ของผลิตภัณฑ์ที่ความยาวคล่ืนเดียวกับเอนไซม์คาเทปซินบี และเปรียบเทียบผลิตภัณฑ์ที่ได้กับกราฟ
มาตรฐานของ AMC ยูนิตของคาเทปซินเอชคํานวณจากปริมาณของ aminomethylcoumarin ที่เกิดขึ้น 1 
ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้พีเอช 6.8 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 
4.2.3 กิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซินแอล 
 
ศึกษากิจกรรมของคาเทปซินแอลตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Aranishi et al. (1997) โดยผสม

โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.5 ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ที่มี EDTA 5 มิลลิ
โมลาร์ Brij35 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 490 ไมโครลิตร ซิสเตอีน ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ Z-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร) กับเอนไซม์สกัดปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติมโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 
1.5 มิลลิลิตร ที่มีโซเดียมโมโนคลอโรอะซิเตตพีเอช 4.3 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ โดยวัดค่าการเรืองแสงของ
ผลิตภัณฑ์ที่ความยาวคลื่นเดียวกับเอนไซม์คาเทปซินบีและเอช และเปรียบเทียบผลิตภัณฑ์ที่ได้กับกราฟ
มาตรฐานของ AMC ยูนิตของคาเทปซินแอลคํานวณจากปริมาณของ aminomethylcoumarin ที่เกิดขึ้น 
1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้พีเอช 6.5 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

 
     4.3 การศึกษาการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของกล้ามเนื้อ 
 

นําสารสกัดจากกล้ามเน้ือมาศึกษาการกําจัดอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH assay และวิธี reducing 
power เช่นเดียวกับการศึกษาในข้อ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลําดับ 

 
     4.4 การศกึษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อน 
 

เตรียมตัวอย่างกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาวโดยตัดช้ินเน้ือให้มีขนาดประมาณ 20 มิลลิกรัม 
จากน้ันนํามาวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนโดยใช้ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ 
(DSC7; PerkinElmer, Waltham, USA) ในช่วงอุณหภูมิ 25 ถึง 120 องศาเซลเซียส กําหนดอัตราการเพ่ิม
อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสต่อนาที และใช้นํ้าแข็งเป็นตัวทําความเย็น การพิสูจน์เอกลักษณ์ของโปรตีนไม
โอซินและแอกทิน พิจารณาตามอุณหภูมิที่โปรตีนเสียสภาพธรรมชาติที่ 47–50 องศาเซลเซียส และ 73–75 
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องศาเซลเซียส ตามลําดับ ตามรายงานวิจัยของ Matos et al. (2011) คุณสมบัติเชิงความร้อนของพีคที่
ตรวจสอบ ได้แก่ อุณหภูมิเริ่มต้น (onset temperature: To) อุณหภูมิพีค (peak temperature: Tp) 
อุณหภูมิสุดท้าย (conclusion temperature: Tc) ช่วงอุณหภูมิ (melting temperature range: Tc–To) 
และเอนทาลปี (enthalpy: ΔH) ของการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน 

 
5. การศึกษาลักษณะจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร ลําไส้ ตับ และกล้ามเนื้อ 
 

ตรึงตัวอย่างเน้ือเย่ือโดยใช้ฟอร์มาลินความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 3 วัน จากน้ันล้างออกโดย
ให้นํ้าไหลผ่าน ดึงนํ้าออกจากเซลล์โดยแช่ในแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 50 และ 70 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ 
หลังจากนั้นตัดแต่งเน้ือเย่ือให้ได้ขนาด พร้อมทั้งใช้แอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ฉีดไล่อาหาร
ออกจากกระเพาะและลําไส้ นํากล่องที่บรรจุเน้ือเย่ือดังกล่าว ใส่ลงในเครื่องเตรียมช้ินเน้ืออัตโนมัติระบบ
เปิด (TP1020; Leica, Wetzlar, Germany) เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากน้ันนําไปฝังลงในพาราฟินเหลวโดย
ใช้เครื่องหล่อพาราฟิน (EG 1150 H; Leica, Nussloch, Germany) แล้วทําให้พาราฟินแข็งตัว โดยใช้
เครื่องทําความเย็น (EG 1150 C; Leica, Nussloch, Germany) ตัดแต่งบล็อกเน้ือเย่ือให้ได้ขนาดตาม
ต้องการ หลังจากน้ันใช้เครื่องตัดเน้ือเย่ือ (R; Jung AG., Heidelberg, Germany) ตัดบล็อคเน้ือเย่ือให้บาง 
3–5 ไมโครเมตร นําไปลอยในนํ้าอุ่นที่เติมเจลาตินลงไปเพ่ือให้เน้ือเย่ือเกาะกับสไลด์ แล้วช้อนเก็บบนแผ่น
สไลด์ อบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนําไปย้อมสี
นิวเคลียสโดยใช้สีฮีมาทอกไซลิน และย้อมไซโทพลาซึมและสารที่อยู่ระหว่างเซลล์ด้วยสีอีโอซิน จากน้ันทํา
สไลด์ถาวรโดยหยด permount บนสไลด์เน้ือเย่ือและปิดทับด้วยแผ่นปิดสไลด์ สังเกตการเปลี่ยนแปลง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

 
6. การศึกษาองค์ประกอบของธาตุจากเกล็ด 
 

เตรียมตัวอย่างเกล็ดปลานิล โดยนําเกล็ดไปผ่านกระบวนการทําแห้งแบบเยือกแข็ง โดยใช้เครื่องทํา
แห้งตัวอย่าง (Delta 2-24 LSC; Christ, Osterode am Harz, Germany) จากน้ันนําตัวอย่างเกล็ดมาวาง
บนสตับคาร์บอน ก่อนนําไปวิเคราะห์องค์ประกอบและแผนภาพกระจายของธาตุ โดยใช้เทคนิควิเคราะห์
ธาตุก่ึงเชิงปริมาณประกอบไปด้วยอุปกรณ์วิเคราะห์ธาตุเชิงคุณภาพ (energy dispersive x-ray 
spectrometer: EDX) (X-MAX; Oxford Instruments, Oxford, England) ติดต้ังบนกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Quanta 400; FEI, Oregon, USA) และใช้กําลังขยาย 500 เท่า 
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7. การศึกษาสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก 
 

ศึกษาสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากของปลานิล เตรียมตัวอย่างโดยใช้เทคนิคเฮดสเปซ โซลิดเฟสไม
โครเอกซ์แทรกชัน (headspace solid phase microextraction: HS-SPME) โดยการป่ันช้ินส่วนของปลา
ทั้งตัวให้เข้ากัน และนําตัวอย่างนํ้าหนักประมาณ 5 กรัม ใส่ในขวดเฮดสเปซ (Hewlett-Packard, Palo 
Alto, USA) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใช้ตัวดูดซับ SPME ชนิดคาร์โบแวกซ์พอลิไดเมทิลซิโลเซน 
(carbowax/polydimethylsiloxane: CW/PDMS) ความหนาของฟิล์ม 75 ไมโครเมตร ดูดซับสารระเหยที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนําตัวดูดซับมาวิเคราะห์โดยใช้แก๊สโครมาโตกราฟี 
(Trace GC Ultra; Thermo Scientific Inc., Waltham, USA) ร่วมกับเคร่ืองตรวจวัดแมสสเปกโตรมิเตอร์ 
(ISQ MS; Thermo Scientific Inc., Waltham, USA) โดยใช้คอลัมน์แบบแคปปิลารี TR-WaxMS ความ
ยาว 30 เมตร ความหนาของฟิล์ม 0.25 ไมโครเมตร และขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 0.25 
มิลลิเมตร โดยมีสภาวะภายในเครื่องวิเคราะห์ ดังน้ี อุณหภูมิของส่วนฉีดสารตัวอย่าง 260 องศาเซลเซียส 
อัตราการไหลของแก๊สฮีเลียม เท่ากับ 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิภายในส่วนที่ใช้บรรจุคอลัมน์เริ่มต้นที่ 
35 องศาเซลเซียส และเพ่ิมสูงสุดถึง 260 องศาเซลเซียส ในส่วนของเคร่ืองตรวจวัดแมสสเปกโตรมิเตอร์ ใช้
แหล่งพลังงานจากอิเล็กตรอนไอออไนเซชัน โดยใช้อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส 
 
8. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  
 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design: CRD) ทําการทดลอง 4 
ซ้ํา (n = 4) รายงานผลข้อมูลในรูปค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม 
SPSS รุ่นที่ 17 (SPSS Inc., Chicago, USA) โดยทําการวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลแบบทางเดียว 
(One Way ANOVA) เปรียบเทียบข้อมูลโดยใช้ Duncan multiple range test ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 หา
ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรแต่ละคู่และความสัมพันธ์ระหว่างเวลาหลังการตายกับตัวแปรทั้งหมดโดยใช้
สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (Pearson correlation: r2) รายงานผลเป็นสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation 
coefficient: r) และแสดงสมการถดถอยระหว่างเวลาและตัวแปรที่ศึกษาด้วยสมการเส้นตรง (Y = mX + 
c) เมื่อ Y คือ ตัวแปรที่ศึกษา, X คือ เวลาหลังการตาย (ช่ัวโมง), m คือ ความชัน และ c คือ จุดตัดแกน Y 
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ผลการทดลอง 
 
1. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหารหลังการตาย 
 
    1.1 การเปลี่ยนแปลงของดัชนีทางเดินอาหาร 
 

ลําไส้ของปลานิล (4.41 ± 0.31 เปอร์เซ็นต์นํ้าหนักตัวที่ 0 ช่ัวโมง) มีนํ้าหนักมากกว่ากระเพาะ
อาหาร (2.22 ± 0.13 เปอร์เซ็นต์นํ้าหนักตัวที่ 0 ช่ัวโมง) (ภาพท่ี 1) ผลการศึกษาพบว่าดัชนีของกระเพาะ
อาหาร (ภาพท่ี 1a) และดัชนีของลําไส้ (ภาพที่ 1b) ลดลงอย่างมีนัยสําคัญตามระยะเวลาหลังการตาย (P < 
0.05, n = 32) โดยดัชนีของกระเพาะอาหารยังไม่เปลี่ยนแปลงใน 2 ช่ัวโมงแรก ในขณะท่ีดัชนีของลําไส้ไม่มี
การเปลี่ยนแปลงภายใน 8 ช่ัวโมง สําหรับช่วงเวลาสุดท้ายของการเก็บตัวอย่างพบว่าดัชนีของกระเพาะ
อาหารและลําไส้ลดลงเหลือประมาณ 42 และ 44 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับดัชนีเริ่มต้นเมื่อเร่ิมเก็บ
ตัวอย่าง ตามลําดับ 

 
    1.2 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหาร 
  

ความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหารมีลักษณะและแนวโน้มเช่นเดียวกับดัชนีของกระเพาะ
อาหารและลําไส้ (ภาพที่ 2) โดยความเข้มข้นของโปรตีนที่ละลายนํ้าได้ในกระเพาะอาหาร (ภาพที่ 2a) และ
ในลําไส้ (ภาพที่ 2b) ลดลงอย่างมีนัยสําคัญหลังการตาย (P < 0.05, n = 32) โดยโปรตีนในกระเพาะอาหาร
ลดลงอย่างช้าๆ ในช่วงเวลา 4 ช่ัวโมงแรก (P > 0.05) หลังจากน้ันลดลงและคงที่ระหว่าง 8 ถึง 12 ช่ัวโมง 
และลดลงอย่างมากที่เวลา 48 ช่ัวโมง สําหรับความเข้มข้นของโปรตีนในลําไส้พบว่าเกิดการสลายและลดลง
อย่างรวดเร็ว โดยมีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสําคัญภายใน 2 ช่ัวโมง และไม่สามารถตรวจวัดความเข้มข้น
ของโปรตีนในลําไส้ที่เวลา 48 ช่ัวโมงหลังการตายได้ 
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ภาพที่ 1 การเปลี่ยนแปลงดัชนีของกระเพาะอาหาร (a) และลําไส้ (b) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลัง

การตาย ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่แตกต่างกันแสดง
ถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 
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ภาพท่ี 2 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของโปรตีนในกระเพาะอาหาร (a) และลําไส้ (b) ของปลานิลภายใน 

48 ช่ัวโมงหลังการตาย ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่
แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 
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       1.3 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม์ย่อยอาหาร 
 

การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหาร สามารถศึกษาได้จากกิจกรรมของ
เอนไซม์ย่อยอาหารที่ทําหน้าที่ย่อยโปรตีน 3 ชนิด (ภาพที่ 3) กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เปปซินไม่
เปลี่ยนแปลงใน 4 ช่ัวโมงแรกหลังการตาย (ภาพที่ 3a) จากน้ันจะลดลงเร่ือยๆ และมีกิจกรรมจําเพาะตํ่าสุด 
(7.24 ± 1.18 mU mg protein–1) ที่ช่วงเวลาสุดท้ายของการเก็บตัวอย่าง กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์   
ทริปซินมีความไวต่อเวลาหลังการตายมากกว่าเอนไซม์เปปซิน (ภาพท่ี 3b) โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไม่
เปลี่ยนแปลงในช่วง 1 ช่ัวโมงหลังการตาย (P > 0.05) และมีค่าตํ่ากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัดที่เวลา 48 
ช่ัวโมง สําหรับกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ไคโมทริปซิน พบว่ามีแนวโน้มที่แตกต่างกับเอนไซม์ย่อยโปรตีน
ทั้ง 2 ชนิดข้างต้น โดยกิจกรรมมีค่าสูงสุดที่ 8 ช่ัวโมงหลังการตาย ในขณะที่เวลา 0 ถึง 2 ช่ัวโมง และ 12 
ช่ัวโมง กิจกรรมจําเพาะมีแนวโน้มที่คล้ายกัน (ภาพที่ 3c) อย่างไรก็ตามกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ชนิดน้ีมี
ค่าตํ่ากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัดในระยะเวลา 48 ช่ัวโมงหลังการตายเช่นเดียวกับเอนไซม์ทริปซิน  

 
กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์อะไมเลส (ภาพที่ 4a) และไลเปส (ภาพที่ 4b) ลดลงอย่างมีนัยสําคัญ

ตามระยะเวลาหลังการตายเช่นเดียวกับทริปซิน กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ไลเปสมีความไวต่อเวลาหลัง
การตายมากกว่าในทุกเอนไซม์ที่ศึกษา โดยลดลง 98.63 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 24 ช่ัวโมงแรก และมีค่าตํ่ากว่า
ขีดจํากัดของการตรวจวัดได้ที่เวลา 48 ช่ัวโมงหลังการตาย 
 

         1.4 การเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาออกซิเดชันในระบบย่อยอาหาร 

 
การต้านออกซิเดชันในระบบย่อยอาหารมีค่าลดลงอย่างมีนัยสําคัญตามระยะเวลาหลังการตาย     

(P < 0.05) โดยความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระของกระเพาะอาหาร (ภาพที่ 5a) และลําไส้ (ภาพที่ 5b) 
ในช่วงเวลาสุดท้ายลดลงเหลือ 18 และ 24 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับค่าเริ่มต้นเมื่อเริ่มเก็บตัวอย่าง 
ตามลําดับ เช่นเดียวกับความสามารถในการเป็นตัวให้อิเล็กตรอนของกระเพาะอาหาร (ภาพท่ี 5c) และ
ลําไส้ (ภาพที่ 5d) ในช่วงเวลาสุดท้าย ซึ่งลดลงเหลือ 4 และ 11 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับค่าเริ่มต้น
เมื่อเริ่มเก็บตัวอย่าง ตามลําดับ  

 
ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของเพียร์สันระหว่างเวลาและตัวแปรแต่ละคู่ ได้แก่ ดัชนีอวัยวะย่อย

อาหารต่อนํ้าหนักตัว ความเข้มข้นของโปรตีน เอนไซม์ย่อยอาหาร และกิจกรรมการกําจัดอนุมูลอิสระใน
กระเพาะอาหารและลําไส้ พบว่าตัวแปรทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบแปรผันตรงกันโดยมีนัยสําคัญย่ิงทาง
สถิติ (P < 0.01, ตารางที่ 2) 
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ภาพท่ี 3 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมจําเพาะ (mU mg protein–1) ของเอนไซม์เปปซิน (a) ทริปซิน (b) และ

ไคโมทริปซิน (c) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตาย ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาด
เคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลัง
การตาย (P < 0.05) 
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ภาพท่ี 4 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์อะไมเลส (a, U mg protein–1) และไลเปส (b, mU 

mg protein–1) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตายข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาด
เคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลา
หลังการตาย (P < 0.05) 

 

 



36 
 

 
 
ภาพที่ 5 การเปลี่ยนแปลงความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระในกระเพาะอาหาร (a) และลําไส้ (b) (% inhibition) และความสามารถในการเป็นตัวให้อิเล็กตรอนใน

กระเพาะอาหาร (c) และลําไส้ (d) (% remaining) ของปลานิลภายใน 48 ชั่วโมงหลังการตายข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัว
ยกที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05) 

(a) (b)

(c) (d)
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ตารางที่ 2 ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ระหว่างตัวแปรแต่ละคู่ที่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหารหลังการตายของปลานิล ตัวแปรทั้งหมดมี
ความสัมพันธ์แบบแปรผันตรงกันอย่างมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P < 0.01) 

 

Parameter SSI ISI PCs PCi Pepsin Trypsin Chymotrypsin Amylase Lipase RPS RPI DPPHS 

ISI 0.835    
        

PCs 0.886 0.791   
        

PCi 0.948 0.841 0.889  
        

Pepsin 0.927 0.737 0.825 0.853         

Trypsin 0.834 0.790 0.914 0.892 0.887        

Chymotrypsin 0.867 0.665 0.700 0.778 0.809 0.677       
Amylase 0.921 0.783 0.833 0.871 0.858 0.883 0.828      
Lipase 0.773 0.688 0.866 0.848 0.745 0.918 0.595 0.770     
RPS 0.814 0.749 0.881 0.888 0.729 0.958 0.519 0.748 0.963    

RPI 0.877 0.782 0.888 0.945 0.746 0.920 0.705 0.829 0.951 0.949   

DPPHS 0.750 0.785 0.916 0.881 0.785 0.972 0.575 0.762 0.885 0.942 0.879  
DPPHI 0.901 0.842 0.942 0.956 0.870 0.934 0.810 0.879 0.853 0.886 0.919 0.942 

SSI, stomasomatic index; ISI, intestosomatic index; PCs, stomach protein; PCi, intestinal protein; RPS, reducing power in stomach; RPI, reducing power in intestine; 
DPPHS, % DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) scavenging activity in stomach; DPPHI, % DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) scavenging activity in intestine. 
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ตารางที่ 3 สมการถดถอยระหว่างเวลาหลังการตาย (ช่ัวโมง) ของปลานิล (X) และตัวแปรที่เก่ียวข้องกับการ
เปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหาร (Y) ตัวแปรทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกับเวลา
หลังการตายอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P < 0.01) 

 
SSI, stomasomatic index; ISI, intestosomatic index; PCs, stomach protein; PCi, intestinal protein; RPS, 
reducing power in stomach; RPI, reducing power in intestine; DPPHS, % DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) scavenging activity in stomach; DPPHI, % DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) scavenging 
activity in intestine. 

 
เวลาหลังการตาย (X) มีความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกับการเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหาร (Y) 

ได้แก่ ดัชนีอวัยวะย่อยอาหารต่อนํ้าหนักตัว ความเข้มข้นของโปรตีน กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ย่อย
อาหาร และกิจกรรมการกําจัดอนุมูลอิสระในกระเพาะอาหารและลําไส้ (P < 0.01, ตารางที่ 3) 
 
 
 
 
 
 
 

Y variable              Regression equation                 r 

SSI Y = –0.0168X + 2.1068 –0.927 
ISI Y = –0.0394X + 4.2644 –0.833 
PCs Y = –0.1094X + 5.1970 –0.914 
PCi Y = –0.1288X + 5.9358 –0.941 
Pepsin Y = –1.9741X + 94.182 –0.867 
Trypsin Y = –6.1441X + 251.45 –0.887 
Chymotrypsin Y = –1.2607X + 65.062 –0.883 
Amylase Y = –1.2451X + 61.982 –0.947 
Lipase Y = –2.6486X + 97.580 –0.788 
RPS Y = –1.7790X + 68.460 –0.799 
RPI Y = –1.3990X + 68.300 –0.865 
DPPHS Y = –1.0750X + 48.030 –0.874 
DPPHI Y = –0.9290X + 55.240 –0.975 
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2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกล้ามเนื้อหลังการตาย  
 
    2.1 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของคาเทปซินบ ีเอช และแอล  
 

กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ที่ทําให้กล้ามเน้ืออ่อนตัว ได้แก่ คาเทปซินบี (ภาพที่ 6a) เอช (ภาพที่ 
6b) และแอล (ภาพที่ 6c) ในปลานิลมีค่าเพ่ิมขึ้นต้ังแต่เริ่มตาย โดยกิจกรรมมีค่าเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในช่วง 4 
ช่ัวโมงแรก หลังจากน้ันมีค่าเพ่ิมสูงมากขึ้น กิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิดมีความสัมพันธ์แบบแปรผัน
ตรงกัน (r = 0.987–0.997, P <0.01, n = 32) โดยกิจกรรมจําเพาะของคาเทปซินบี และแอลมีแนวโน้มที่
คล้ายกันตลอดระยะเวลา 48 ช่ัวโมง และมีกิจกรรมจําเพาะสูงที่สุดในช่วงเวลาสุดท้ายของการเก็บตัวอย่าง 
โดยมีค่าเพ่ิมขึ้นประมาณ 6.26 เท่า (60.98 ± 0.59 mg protein−1 โดยเฉลี่ย) เมื่อเปรียบเทียบกับ 0 
ช่ัวโมง (9.74 ± 0.24 mg protein−1 โดยเฉล่ีย) ในขณะที่กิจกรรมจําเพาะของคาเทปซินเอชมีแนวโน้มที่
แตกต่างกับคาเทปซินบีและแอล รวมท้ังมีค่าที่ตํ่ากว่ามาก โดยหลังการตาย 8 ช่ัวโมง คาเทปซินเอชมี
กิจกรรมตํ่าสุด ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกับช่วงเวลา 0 ถึง 2 ช่ัวโมง กิจกรรมจําเพาะสูงสุดของเอนไซม์ชนิดน้ีที่
เวลา 48 ช่ัวโมงมีค่าเพ่ิมขึ้นเป็น 6.03 และ 7.83 เท่า โดยเฉล่ียเมื่อเปรียบเทียบกับเวลา 0 และ 8 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ 

เวลาหลังการตาย (X) มีความสัมพันธ์แบบแปรผันตรงกับการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์คาเทป       
ซินในกล้ามเน้ือขาว (Y) ได้แก่ คาเทปซินบี คาเทปซินเอช และคาเทปซินแอล (P < 0.01, ตารางที่ 4) 

 
     2.2 การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเนื้อ 
 

การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาว ซึ่งตรวจสอบโดยวิธี 
DPPH แสดงดังภาพที่ 7a และ 7b ตามลําดับ การต้านออกซิเดชันมีค่าลดลงอย่างต่อเน่ืองนับต้ังแต่เริ่มตาย 
โดยเฉพาะภายใน 1 ช่ัวโมงแรก แต่ไม่พบความแตกต่างในช่วง 1–8 ช่ัวโมง ในกล้ามเน้ือแดง และ 12–24 
ช่ัวโมง ในกล้ามเนื้อขาว ซึ่งมีค่าลดลง ตามลําดับ โดยช่วงเวลาที่มีการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันตํ่าที่สุดของ
กล้ามเน้ือทั้ง 2 ชนิด คือ ที่เวลา 48 ช่ัวโมงหลังการตาย ซึ่งลดลงเหลือ 5 เปอร์เซ็นต์ ในกล้ามเน้ือแดง และ 
6 เปอร์เซ็นต์ ในกล้ามเน้ือขาว เมื่อเปรียบเทียบกับค่าเริ่มต้นเมื่อเริ่มเก็บตัวอย่าง 

 
การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาว ซึ่งตรวจสอบโดยวิธี 

reducing power แสดงดังภาพที่ 7c และ 7d ตามลําดับ ค่าการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันลดลงอย่าง
ต่อเน่ืองนับต้ังแต่เริ่มตาย โดยเฉพาะภายใน 1 ช่ัวโมงแรก เช่นเดียวกับการตรวจสอบโดยวิธี DPPH แต่ไม่
พบความแตกต่างในช่วง 1–12 ช่ัวโมง ทั้งในกล้ามเน้ือแดง และกล้ามเน้ือขาว และมีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัด
อีกครั้งในช่ัวโมงที่ 24 โดยช่วงเวลาที่มีการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันตํ่าที่สุดของกล้ามเน้ือทั้ง 2 ชนิด คือ ที่
เวลา 48 ช่ัวโมงหลังการตาย ซึ่งลดลงเหลือ 22 เปอร์เซ็นต์ ในกล้ามเน้ือแดง และ 29 เปอร์เซ็นต์ ใน
กล้ามเน้ือขาว เมื่อเปรียบเทียบกับค่าเริ่มต้นเมื่อเริ่มเก็บตัวอย่าง 
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ภาพท่ี 6 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมจําเพาะ (mU mg protein–1) ของเอนไซม์คาเทปซินบี (a) เอช (b) และ

แอล (c) ของปลานิลภายใน 48 ช่ัวโมงหลังการตาย ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มีนัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการ
ตาย (P < 0.05) 
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ตารางที่ 4 สมการถดถอยระหว่างเวลาหลังการตาย (ช่ัวโมง) ของปลานิล (X) และเอนไซม์คาเทปซินใน 
กล้ามเน้ือขาว (Y) ตัวแปรทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกับเวลาหลังการตายอย่างมี
นัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P < 0.01) 

 

       

Y variable  Regression equation                                      r 

Cathepsin B Y = 1.069X + 6.710 0.990 
Cathepsin H Y = 0.166X + 0.983 0.983 
Cathepsin L Y = 1.079X + 7.259 0.987 
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ภาพที่ 7 การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเนื้อปลานิลหลังการตาย 48 ชั่วโมง โดยใช้วิธี DPPH กล้ามเนื้อแดง (a) และ กล้ามเนื้อขาว (b) และวิธี reducing 
power กล้ามเนื้อแดง (c) และ กล้ามเนื้อขาว (d)  ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (n = 4) ตัวยกที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างที่มี
นัยสําคัญระหว่างช่วงเวลาหลังการตาย (P < 0.05)
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ตารางที่ 5 ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ระหว่างการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันใน
กล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาวหลังการตายของปลานิล ตัวแปรทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบ
แปรผันตรงกันอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P < 0.01) 

 
DPPHR, % DPPH (2,2-diphenylpicrylhydrazyl) scavenging activity in red muscle;  DPPHW,% DPPH (2,2-
diphenylpicrylhydrazyl) scavenging activity in white muscle;  RPR, reducing power in red muscle;  RPW, 
reducing power in white muscle 

 
ตารางที่ 6 สมการถดถอยระหว่างเวลาหลังการตาย (ช่ัวโมง) ของปลานิล (X) และการเปลี่ยนแปลง

ปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกลา้มเน้ือขาว (Y) ตัวแปรทั้งหมดมีความสัมพันธ์แบบ
แปรผกผันกับเวลาหลังการตายอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P < 0.01) 

 
DPPHR, % DPPH (2,2-diphenylpicrylhydrazyl) scavenging activity in red muscle;  DPPHW,% DPPH (2,2-
diphenylpicrylhydrazyl) scavenging activity in white muscle;  RPR, reducing power in red muscle;  RPW, 
reducing power in white muscle 
 

ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของเพียร์สันระหว่างการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือ
แดงและกล้ามเน้ือขาว โดยใช้วิธี DPPH และ reducing power มีความสัมพันธ์แบบแปรผันตรงกันโดยมี
นัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (r = 0.799–0.970, P < 0.01, n = 32, ตารางที่ 5) และเวลาหลังการตาย (X) มี
ความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกับการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาว 
(Y) ทั้งโดยใช้วิธี DPPH และ reducing power  [r = (–0.684)–(–0.855), P < 0.01, n = 32, ตารางที่ 6] 
โดยการตรวจสอบด้วยวิธี DPPH (r2 = 0.671–0.731) จะมีความสัมพันธ์กับระยะเวลาหลังการตายมากกว่า

Parameter DPPHR DPPHW RPR 

DPPHW 0.970   
RPR 0.938 0.928  
RPW 0.828 0.840 0.799 

Y variable Regression equation                    r 

DPPHR Y = –0.703X + 33.674 
Y = –0.655X + 33.331 
Y = –0.884X + 57.872 
Y = –0.683X + 58.721 

–0.819 
DPPHW –0.855 
RPR –0.684 
RPW –0.731 
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วิธี reducing power  (r2 = 0.468–0.534) และการตรวจสอบในกล้ามเน้ือขาว (r2 = 0.534–0.731) จะมี
ความสัมพันธ์กับระยะเวลาหลังการตายมากกว่าในกล้ามเน้ือแดง (r2 = 0.468–0.671) 
 

      2.3 การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความรอ้นของกลา้มเนื้อ 
 

เทอร์โมแกรมของกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเนื้อขาวในตัวอย่างชุดควบคุม (0 ช่ัวโมง) แสดงการ
เปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อน โดยพบการเสียสภาพของโปรตีนไมโอซินในกล้ามเน้ือแดง (อุณหภูมิเริ่มต้น 
41.92 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิพีค 46.25 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสุดท้าย 48.72 องศาเซลเซียส) (ภาพ
ที่ 8a) และกล้ามเน้ือขาว (อุณหภูมิเริ่มต้น 44.45 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิพีค 46.88 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิสุดท้าย 48.62 องศาเซลเซียส) (ภาพที่ 8b) และแอกทินในกล้ามเน้ือแดง (อุณหภูมิเริ่มต้น 66.33 

องศาเซลเซียส, อุณหภูมิพีค 70.84 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสุดท้าย 73.47 องศาเซลเซียส) (ภาพที่ 8a) 
และกล้ามเน้ือขาว (อุณหภูมิเริ่มต้น 68.31 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิพีค 71.04 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ
สุดท้าย 73.42 องศาเซลเซียส) (ภาพที่ 8b) นอกจากการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนไมโอซินและแอกทินแล้ว 
ยังตรวจพบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนบางชนิดในกล้ามเน้ือแดง ที่มีอุณหภูมิเริ่มต้น 77.18 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิพีค 82.04 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสุดท้าย 84.06 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 8a)  

 
ระยะเวลาหลังการตายมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของโปรตีนไมโอซินและแอกทิน

ในกล้ามเนื้อทั้ง 2 ชนิด คุณลักษณะพีค ได้แก่ อุณหภูมิเริ่มต้น อุณหภูมิพีค อุณหภูมิสุดท้าย ช่วงอุณหภูมิ 
และเอนทาลปีของการเสียสภาพของโปรตีน พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติในช่วงเวลา 0–12 ช่ัวโมง 
แต่มีแนวโน้มลดลงในช่ัวโมงที่ 24 (P < 0.05) จนไม่สามารถตรวจวัดได้ในช่วงเวลาสุดท้าย (ตารางที่ 7 และ 
8) ไมโอซินและแอกทินในกล้ามเน้ือแดงมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงหลังการตายไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 
7) ในขณะที่กล้ามเน้ือขาว แอกทินมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงมากกว่าไมโอซิน โดยอุณหภูมิเริ่มต้นใน
ช่ัวโมงที่ 12 มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเวลา 0 ช่ัวโมง (ตารางที่ 8) 

 
ช่วงอุณหภูมิของไมโอซินและแอกทินในกล้ามเน้ือแดงไม่มีการเปลี่ยนแปลง (ตารางที่ 7) แต่ใน

กล้ามเนื้อขาว ช่วงอุณหภูมิมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาหลังการตายจนถึงช่ัวโมงที่ 24 (P < 0.05, 
ตารางที่ 8) สําหรับเอนทาลปีของไมโอซินในกล้ามเน้ือแดง พบว่ามีค่าน้อยที่สุดในช่ัวโมงที่ 24 (ตารางที่ 7) 
แต่เอนทาลปีของแอกทินในกล้ามเน้ือแดง (ตารางที่ 7) กับไมโอซินและแอกทินในกล้ามเน้ือขาว (ตารางท่ี 
8) ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ ผลรวมเอนทาลปีของไมโอซินและแอกทินในกล้ามเน้ือแดงมีค่าน้อย
ที่สุดในช่ัวโมงที่ 24 (ตารางที่ 7) แต่ในกล้ามเน้ือขาว ผลรวมเอนทาลปีมีค่าใกล้เคียงกัน 
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ภาพท่ี 8 สมบัติเชิงความร้อนของไมโอซิน และแอกทิน ได้แก่ อุณหภูมิเริ่มต้น (To) อุณหภูมิพีค (Tp) และ
อุณหภูมิสุดท้าย (Tc) ในกล้ามเน้ือแดง (a) และกล้ามเน้ือขาว (b) ของปลานิลในชุดควบคุม (0 
ช่ัวโมงหลังการตาย) 
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ตารางที่ 7 คุณลักษณะเชิงความร้อนของโปรตีนไมโอซินและแอกทินในกล้ามเนื้อแดงของปลานิลแปลงเพศหลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
(ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน) 

 

nd, ตรวจไม่พบ; To, อุณหภูมิเริ่มต้น; Tp, อุณหภูมิพีค; Tc, อุณหภูมิสุดท้าย; Tc–To, ช่วงอุณหภูมิ; ΔH, เอนทาลปี; ΣΔH, ผลรวมเอนทาลปีของไมโอซินและแอกทิน 

อักษรที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

Postmortem  
interval (h) 

Myosin  Actin 
 

ΣΔH 
 (J g–1) To (

oC) Tp (
oC) Tc (

oC) Tc–To (
oC) ΔH (J g–1)  To (

oC) Tp (
oC) Tc (

oC) Tc–To (
oC) ΔH (J g–1) 

0 41.92ab 
(0.33) 

46.25a 
(0.35) 

48.72a 
(0.42) 

6.80ab 
(0.10) 

0.37a 
(0.01) 

 66.33a 
(0.24) 

70.84a 
(0.06) 

73.47a 
(0.05) 

7.14a 
(0.29) 

0.35a 
(0.03) 

 0.73a 
(0.04) 

1 43.50ab 

(0.26) 
47.33a 
(0.01) 

49.92a 
(0.27) 

6.42b 
(0.01) 

0.47a 
(0.02) 

 68.01a 
(0.01) 

71.92a 
(0.24) 

74.57a 
(0.42) 

6.56a 
(0.40) 

0.35a 
(0.01) 

 0.82a 
(0.03) 

2 43.17ab 
(0.36) 

47.59a 
(0.12) 

52.12a 
(0.75) 

8.95a 
(1.10) 

0.53a 
(0.01) 

 68.50a 
(0.88) 

71.59a 
(0.12) 

73.71a 
(0.29) 

5.22a 
(1.17) 

0.32a 
(0.02) 

 0.85a 
(0.01) 

4 44.91a 
(0.75) 

47.84a 
(0.47) 

49.93a 
(0.79) 

5.03b 
(0.04) 

0.52a 
(0.19) 

 67.48a 
(0.07) 

70.92a 
(0.01) 

73.43a 
(0.02) 

5.95a 
(0.06) 

0.34a 
(0.01) 

 0.86a 
(0.18) 

8 43.18ab 
(0.90) 

46.34a 
(1.18) 

48.80a 
(0.95) 

5.62b 
(0.05) 

0.58a 
(0.16) 

 67.68a 
(0.55) 

70.92a 
(0.01) 

73.50a 
(0.19) 

5.82a 
(0.36) 

0.37a 
(0.03) 

 0.90a 
(0.19) 

12 44.65a 
(0.83) 

48.34a 
(0.47) 

50.54 a 
(0.50) 

5.89b 
(0.34) 

0.51a 
(0.02) 

 68.13a 
(0.35) 

71.58a 
(0.01) 

74.16a 
(0.01) 

6.04a 
(0.34) 

0.29a 
(0.04) 

 0.80a 
(0.05) 

24 39.60b 
(1.54) 

42.25b 
(1.29) 

44.35b 
(1.10) 

4.75b 
(0.44) 

0.24b 
(0.06) 

 62.89b 
(1.20) 

67.00b 
(1.18) 

69.95b 
(1.02) 

7.06a 
(0.18) 

0.25a 
(0.03) 

 0.48b 
(0.09) 

48 nd nd nd nd nd  nd nd nd nd nd  nd 
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ตารางที่ 8 คุณลักษณะเชิงความร้อนของโปรตีนไมโอซินและแอกทินในกล้ามเนื้อขาวของปลานิลแปลงเพศหลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย 
(ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน) 

 
nd, ตรวจไม่พบ; To, อุณหภูมิเริ่มต้น; Tp, อุณหภูมิพีค; Tc, อุณหภูมิสุดท้าย; Tc–To, ช่วงอุณหภูมิ; ΔH, เอนทาลปี; ΣΔH, ผลรวมเอนทาลปีของไมโอซินและแอกทิน 

อักษรที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

Postmortem 
interval (h) 

Myosin  Actin 
 

ΣΔH 
(J g–1) To (

oC) Tp (
oC) Tc (

oC) Tc–To (
oC) ΔH (J g–1)  To (

oC) Tp (
oC) Tc (

oC) Tc–To (
oC) ΔH (J g–1) 

0 44.45a 
(0.22) 

46.88a  
(0.03) 

48.62a  
(0.23) 

4.18b 
(0.44) 

0.39a 
(0.01) 

 68.31a  
(0.50) 

71.04a  
(0.50) 

73.42a  
(0.37) 

5.12c 
(0.87) 

0.34a 
(0.09) 

 0.73a 
(0.10) 

1 43.35ab 

 (0.38) 
46.67a  
(0.06) 

48.68a  
(0.22) 

5.33ab 
(0.16) 

0.42a 
 (0.10) 

 66.28b  
(0.40) 

70.67a  
 (0.35) 

73.22a  
(0.20) 

5.94abc 
(0.20) 

0.31a  
(0.05) 

 0.76a 
(0.13) 

2 43.42ab 
(1.17) 

46.55a 
(0.44) 

48.43a 
(0.39) 

5.01ab 
(0.78) 

0.37a 
(0.05) 

 67.06ab  
 (0.50) 

70.42a 
 (0.12) 

72.72a 
 (0.04) 

5.66bc 
(0.54) 

0.33a  
(0.07) 

 0.70a 
(0.02) 

4 43.65ab  
(0.11) 

46.21a  
(0.09) 

48.28a 
(0.12) 

4.63ab 
(0.23) 

0.43a 
(0.01) 

 66.26b  
 (0.08) 

70.29a 
 (0.03) 

72.59a 
(0.01) 

6.33abc 
(0.06) 

0.42a  
(0.03) 

 0.85a 
(0.04) 

8 42.87ab  
(0.09) 

46.21a  
(0.09) 

48.71a 
(0.33) 

5.84ab 
(0.24) 

0.54a 
(0.05) 

 67.09ab  
 (0.02) 

70.42a 
 (0.06) 

72.79a  
(0.04) 

5.70bc 
(0.06) 

0.39a 
(0.03) 

 0.92a 
(0.02) 

12 42.16ab  
(1.69) 

47.00a 
(0.29) 

47.9 a  
(0.34) 

4.56ab 
(0.06) 

0.43a 
(0.09) 

 65.99b  
 (0.06) 

69.92a  
(0.47) 

73.26a 
 (0.05) 

7.27ab 
(0.11) 

0.39a 
(0.03) 

 0.81a 
(0.12) 

24 39.72b 
(0.03) 

43.46b  
(0.33) 

45.96b  
(0.27) 

6.24a 
(0.29) 

0.32a 
(0.04) 

 62.20c 
  (0.60) 

66.79b  
(0.15) 

70.12b  
(0.27) 

7.92a 
(0.34) 

0.33a 
(0.04) 

 0.68a 
(0.04) 

48 nd nd nd nd nd  nd nd nd nd nd  nd 
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3. การศึกษาลักษณะจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร ลําไส้ ตับ และกล้ามเนื้อ 

    3.1 กระเพาะอาหาร 

 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหารปลานิลภายในเวลา 48 
ช่ัวโมงหลังการตายท่ีกําลังขยาย 40 เท่า พบว่าก่อนปลาตาย (0 ช่ัวโมง) และหลังตายนาน 1 ช่ัวโมง ลูเมน 
(lumen) ของกระเพาะอาหารมีรูปร่างค่อนข้างกลม (ภาพที่ 9a และ 9b) แต่เมื่อเวลาผ่านไปในช่วง 2 ถึง 8 
ช่ัวโมง พบว่าลูเมนของกระเพาะอาหารมีรูปร่างค่อนข้างรี ความหนาของผนังลดลง และลูเมนมีขนาดใหญ่
ขึ้น (ภาพที่ 9c–9e) และเมื่อเวลาผ่านไปในช่วง 12 ถึง 48 ช่ัวโมง พบว่าลูเมนขยายขนาดใหญ่มากขึ้น 
กระเพาะอาหารมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ไม่แน่นอน แต่มีรูปร่างยาวขึ้นตามระยะเวลาหลังการตาย 
(ภาพที่ 9f–9h) 

 
สําหรับการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหารที่กําลังขยาย 200 เท่า 

พบว่าก่อนการตาย (0 ช่ัวโมง) กระเพาะอาหารประกอบด้วยผนังช้ัน mucosa, submucosa, muscularis 
และ serosa และส่วนของ lamina propria ที่อยู่ถัดลงมาจากผนังช้ัน mucosa (ภาพที่ 10a) เมื่อปลาตาย
นาน 1 ช่ัวโมง พบว่าเน้ือเย่ือกระเพาะประกอบด้วยผนังทั้ง 4 ช้ัน และ lamina propria ไม่แตกต่างกับ
กระเพาะอาหารของปลาในชุดควบคุม (ภาพที่ 10b) แต่เมื่อเวลาผ่านไปในช่วง 2 ถึง 8 ช่ัวโมง พบว่าผนัง
เน้ือเยื่อช้ัน mucosa เริ่มสลายตัวและเกิดการตายของเซลล์บริเวณ lamina propria (ภาพท่ี 10c–10e) 
และเมื่อเวลาผ่านไปในช่วง 12 ถึง 48 ช่ัวโมง พบว่าผนังกระเพาะอาหารบางลงตามระยะเวลาหลังการตาย
ที่นานขึ้น เน่ืองจากเกิดการสลายตัวของเน้ือเย่ือแต่ละช้ันอย่างเห็นได้ชัด โดยพบการสลายตัวของเน้ือเย่ือ 
และการตายของเซลล์บริเวณ lamina propria มากขึ้น จนไม่สามารถแยกช้ันของผนังกระเพาะอาหารได้
อย่างชัดเจน (ภาพที่ 10f–10h)   
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ภาพท่ี 9 จุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 

(c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (H&E, scale bar = 200 μm) ภาพถ่าย
บันทึกที่กําลังขยาย 40 เท่า 
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ภาพท่ี 10  จุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายท่ีเวลา 0 (a), 1 (b), 

2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MU = mucosa, LP = lamina 
propria, SU = submucosa, ML = muscularis, SE = serosa, B = blood vessel) (H&E, 
scale bar = 50) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 200 เท่า 
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    3.2 ลําไส ้

 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะจุลกายวิภาคของลําไส้ปลานิลภายในเวลา 48 ช่ัวโมงหลังการ
ตาย ที่กําลังขยาย 40 เท่า พบว่าก่อนตาย (0 ช่ัวโมง) ลูเมนของลําไส้มีรูปร่างค่อนข้างกลม (ภาพท่ี 11a) 
เมื่อเวลาผ่านไป 1 ช่ัวโมง รูปร่างของลูเมนลําไส้ค่อนข้างยาวรี (ภาพที่ 11b) และเมื่อปลาตายนาน 2 ช่ัวโมง 
พ้ืนที่ผิวของผนังลําไส้ลดลงอย่างเห็นได้ชัด และช่องว่างภายในเนื้อเย่ือขยายขนาดใหญ่ขึ้น (ภาพที่ 11c) 
และเมื่อเวลาผ่านไปในช่วงเวลา 4 ถึง 48 ช่ัวโมง พบว่าเน้ือเย่ือลําไส้มีวิลไลน้อยลง และมีรูปร่างยืดยาวขึ้น
ตามระยะเวลาหลังการตาย (ภาพที่ 11d–11h)  

 
สําหรับการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะจุลกายวิภาคของลําไส้ที่กําลังขยาย 200 เท่า พบว่าก่อน

ปลาตาย (0 ช่ัวโมง) ลําไส้ประกอบด้วยผนังเน้ือเย่ือช้ัน mucosa, submucosa, muscularis และ serosa 
รวมทั้งส่วนของ lamina propria เช่นเดียวกับกระเพาะอาหาร  (ภาพที่ 12a) เมื่อเวลาผ่านไป 1 ช่ัวโมง 
พบว่าเริ่มมีการสลายตัวของเน้ือเย่ือในแต่ละช้ัน และพบการตายของเซลล์บริเวณ lamina propria (ภาพที่ 
12b) เมื่อปลาตายนาน 2 ช่ัวโมง พบว่าเน้ือเย่ือแต่ละช้ันสลายตัวมากขึ้น (ภาพที่ 12c) และเมื่อเวลาผ่านไป
ในช่วง 4 ถึง 48 ช่ัวโมง พบว่าผนังลําไส้ทั้ง 4 ช้ันบางลงตามระยะเวลาหลังการตาย โดยผนังเน้ือเย่ือทุกช้ันที่
เวลาสุดท้ายของการเก็บตัวอย่างมีความหนาน้อยที่สุด เน่ืองจากการตายของเซลล์บริเวณ lamina propria 
และการสลายตัวของเน้ือเย่ือที่มากขึ้น จนไม่สามารถแยกช้ันของผนังลําไส้ได้ (ภาพที่ 12d–12h)  
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ภาพท่ี 11  จลุกายวิภาคของลําไส้ (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 

(d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (H&E, scale bar = 200 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่
กําลังขยาย 40 เท่า 
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ภาพท่ี 12  จลุกายวิภาคของลําไส้ (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 

(d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MU = mucosa, LP = lamina propria, SU = 
submucosa, ML = muscularis, SE = serosa (H&E, scale bar = 50 μm) ภาพถ่ายบันทึก
ที่กําลังขยาย 200 เท่า 



54 
 

    3.3 ตับและตับอ่อน 
 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะจุลกายวิภาคของตับของปลานิลหลังการตาย 48 ช่ัวโมง พบว่า
ที่เวลา 0 ช่ัวโมง ลักษณะของเซลล์ตับปกติ โดยมีหลอดเลือด (hepatic sinusoid) แทรกอยู่ และเซลล์เม็ด
เลือดมีลักษณะยาวรี (ภาพที่ 13a) ในช่ัวโมงที่ 1 พบลักษณะการแยกตัวและเกิดเป็นช่องว่างในเซลล์ตับ ทํา
ให้เซลล์ไม่เกาะตัวกัน และเซลล์เม็ดเลือดแดงเริ่มเปลี่ยนแปลงรูปร่าง (ภาพที่ 13b) ในช่ัวโมงที่ 2 พบ
ช่องว่างในเซลล์ตับ และเริ่มมีการตายของเซลล์เม็ดเลือด โดยเซลล์เม็ดเลือดมีขนาดเล็กลง และผนังหลอด
เลือดมีลักษณะบางลง (ภาพที่ 13c) ในช่ัวโมงที่ 4 เริ่มพบการตายของเซลล์ตับ และเซลล์เม็ดเลือดสลายตัว
จนเกือบหมด (ภาพที่ 13d) ในช่ัวโมงที่ 8 พบการตายของเซลล์ตับ และเซลล์เม็ดเลือดสลายตัวหมด (ภาพที่ 
6e) ในช่ัวโมงที่ 12 มีการสลายตัวของเซลล์ตับเป็นจํานวนมากอย่างเห็นได้ชัด (ภาพที่ 13f) และในช่ัวโมงที่ 
24 และ 48 ไม่พบลักษณะของตับในการเก็บตัวอย่าง เน่ืองจากสลายตัวหมด 

 
นอกจากน้ียังพบตับอ่อนแทรกอยู่ระหว่างเซลล์ตับ โดยหลังการตาย 0–1 ช่ัวโมง พบเซลล์อะซินาร์

รูปร่างยาวรีอยู่รวมกันเป็นกลุ่ม แต่ละเซลล์แยกกันชัดเจน มีนิวเคลียสรูปกลมขนาดใหญ่อยู่ที่ฐานของเซลล์ 
และพบไซโมเจนแกรนูลอยู่ภายในไซโทพลาซึม (ภาพที่ 14a–14b) ในช่ัวโมงที่ 2 เกิดการบวมของเซลล์อะซิ
นาร์ ทําให้เซลล์เปลี่ยนรูปร่างและชิดกันมากขึ้น แต่ยังคงพบไซโมเจนแกรนูลอยู่ภายในไซโทพลาซึม (ภาพที่ 
14c) ในช่ัวโมงที่ 4 พบการหดตัวของเซลล์อะซีนาร์แล้วแตกตัว และพบไซโมเจนแกรนูลเหลืออยู่เพียง
เล็กน้อย (ภาพที่ 14d) ในช่ัวโมงที่ 8 เซลล์อะซินาร์เริ่มมีการสลายตัว และไม่พบไซโมเจนแกรนูล (ภาพที่ 
14e) และในช่ัวโมงที่ 12 ไม่พบลักษณะของเซลล์อะซินาร์ เน่ืองจากสลายตัวจนหมด (ภาพที่ 14f)  
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ภาพท่ี 13  จลุกายวิภาคของตับ (ตัดตามยาว) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 

(e) และ 12 ช่ัวโมง (f) (HE = hepatocyte, SI = hepatic sinusoid, NC = necrotic cell) 
(H&E, scale bar = 10 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 400 เท่า 
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ภาพท่ี 14  จุลกายวิภาคของตับอ่อน (ตัดตามยาว) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 

(d), 8 (e) และ 12 ช่ัวโมง (f) (HE = hepatocyte, AC = acinar cell, ZG = zymogen 
granule) (H&E, scale bar = 10 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 400 เท่า 
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 3.4 กล้ามเนือ้ 
 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือปลานิลหลังการตาย 48 ช่ัวโมง 
พบว่ากล้ามเน้ือแดงที่เวลาหลังการตาย 0–1 ช่ัวโมง ประกอบด้วยเส้นใยกล้ามเน้ือจํานวนมาก ล้อมรอบด้วย
เน้ือเย่ือเก่ียวพันช้ันเอนโดไมเซียม และมีเซลล์เม็ดเลือดแดงและเส้นเลือดแทรกอยู่ระหว่างเส้นใยกล้ามเน้ือ 
(ภาพที่ 15a–15b) หลังการตาย 2–4 ช่ัวโมง พบเซลล์ภายในเส้นใยกล้ามเน้ือเริ่มเสื่อมสลาย ทําให้มีรูปร่าง
เปลี่ยนไป และยังคงพบเซลล์เม็ดเลือดแดงแทรกอยู่เล็กน้อย (ภาพที่ 15c–15d) หลังการตาย 8–12 ช่ัวโมง 
พบเอนโดไมเซียมลดลงจนส่งผลให้เส้นใยกล้ามเน้ือมีรูปร่างเปลี่ยนแปลงไป และมีการสลายตัวของเซลล์เม็ด
เลือดแดงและเส้นเลือด (ภาพที่ 15e–15f) หลังการตาย 24 ช่ัวโมง พบเอนโดไมเซียมลดลงอย่างมาก ทําให้
เซลล์ภายในเส้นใยกล้ามเน้ือสลายตัว (ภาพที่ 15g) ในช่ัวโมงที่ 48 พบการสลายตัวของกล้ามเน้ืออย่างเห็น
ได้ชัด โดยเอนโดไมเซียมลดลงจนไม่สามารถทําให้เส้นใยกล้ามเน้ือคงรูปร่างเดิมได้อีก (ภาพที่ 15h) 

 
กล้ามเน้ือขาวของปลานิลมีลักษณะของเส้นใยกล้ามเน้ือซึ่งล้อมรอบด้วยเนื้อเย่ือเก่ียวพันช้ันเอนโด

ไมเซียมเช่นเดียวกัน แต่การย้อมติดสีจางกว่ากล้ามเนื้อแดงเล็กน้อย โดยพบลักษณะของเส้นใยกล้ามเน้ือ
ชัดเจนที่เวลาหลังการตาย 0–2 ช่ัวโมง (ภาพที่ 16a–16c) แต่เริ่มเห็นการลดลงของเอนโดไมเซียมเล็กน้อย
ในช่ัวโมงที่ 2 (ภาพที่ 16c) ในช่ัวโมงที่ 4–12 เส้นใยกล้ามเนื้อเริ่มสลายตัว และเอนโดไมเซียมลดลงอย่าง
เห็นได้ชัด ทําให้เส้นใยกล้ามเน้ือมีรูปร่างเปลี่ยนไป (ภาพที่ 16d–16f) ที่เวลาหลังการตาย 24 ช่ัวโมง เอนโด
ไมเซียมลดลงจนทําให้เส้นใยกล้ามเน้ือมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง เน่ืองจากเซลล์ภายในกล้ามเน้ือเสื่อมสลาย 
แต่ยังไม่มีการแตกออกมาภายนอกเซลล์จนเห็นได้ชัดเหมือนกล้ามเน้ือแดง (ภาพท่ี 16g) ในช่ัวโมงที่ 48 
หลังการตาย พบการสลายตัวของกล้ามเน้ืออย่างเห็นได้ชัด โดยเอนโดไมเซียมลดลงอย่างมาก ทําให้ไม่มี
ประสิทธิภาพในการยึดเส้นใยกล้ามเน้ือ ส่งผลให้เส้นใยกล้ามเน้ือไม่สามารถคงรูปร่างเดิมได้อีก (ภาพที่ 
16h) 
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ภาพท่ี 15  จลุกายวิภาคของกล้ามเน้ือแดง (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 

(c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MF = muscle fiber, RBC = red 
blood cell, Arrowhead = endomysium) (H&E, scale bar = 10 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่
กําลังขยาย 400 เท่า 
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ภาพท่ี 16  จุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือขาว (ตัดตามขวาง) ของปลานิลหลังการตายที่เวลา 0 (a), 1 (b), 2 

(c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ช่ัวโมง (h) (MF = muscle fiber, Arrowhead = 
endomysium) (H&E, scale bar = 10 μm) ภาพถ่ายบันทึกที่กําลังขยาย 400 เท่า 
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4. การศึกษาองค์ประกอบของธาตุจากเกล็ด 
 

การเปลี่ยนแปลงของเกล็ดปลานิลหลังการตายในช่วง 48 ช่ัวโมง แสดงดังภาพที่ 17 ใน 2 ช่ัวโมง
แรกหลังการตาย เกล็ดมีลักษณะเรียบ เรียงตัวกันเป็นระเบียบ และโครงสร้างยังมีความสมบูรณ์ (ภาพท่ี 
17a–17c) แต่เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงในช่ัวโมงที่ 4 (ภาพที่ 17d) โดยเกล็ดมีลักษณะไม่เรียบ แต่ยังคงเรียง
ตัวกันเป็นระเบียบ ในช่ัวโมงที่ 8 (ภาพที่ 17e) และ 12 (ภาพที่ 17f) คอลลาเจนเสื่อมสภาพลงมากขึ้น จน
สังเกตเห็นความขรุขระบนเกล็ดได้มากขึ้น ในช่ัวโมงที่ 24 (ภาพที่ 17g) และ 48 (ภาพที่ 17h) เกล็ดมี
ลักษณะแห้ง และโครงสร้างที่ซ้อนทับกันของเกล็ดมีการสลายตัวเกือบสมบูรณ์ 

 
ภาพท่ี 17 ลักษณะของเกล็ดปลานิลหลังการตาย 0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 

ช่ัวโมง (h) ภาพถ่ายบันทึกด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่กําลังขยาย 500 เท่า  
 

สําหรับการทําแผนภาพกระจายของธาตุในเกล็ดปลานิลหลังการตายในช่วง 48 ช่ัวโมง พบแร่ธาตุ
ทั้งหมด 11 ชนิด ได้แก่ คาร์บอน ไนโตรเจน ออกซิเจน โซเดียม แมกนีเซียม อะลูมิเนียม ซิลิคอน 
ฟอสฟอรัส กํามะถัน คลอรีน และแคลเซียม โดยลักษณะของแผนภาพที่ได้มีลักษณะไม่แตกต่างกัน และไม่
สามารถจําแนกความแตกต่างระหว่างระยะเวลาหลังการตายได้ 

 
การวิเคราะห์องค์ประกอบของธาตุจากเกล็ดปลานิล 10 บริเวณ พบธาตุทั้งหมด 8 ชนิด (ตารางที่ 9) 

โดยธาตุที่พบในทุกช่วงเวลามี 7 ชนิด ได้แก่ คาร์บอน ไนโตรเจน ออกซิเจน โซเดียม แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส 
และแคลเซียม สําหรับกํามะถัน พบในช่วง 1 และ 4–12 ช่ัวโมงหลังการตายเท่าน้ัน โดยธาตุแต่ละชนิดมี
การเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสําคัญหลังการตาย (P < 0.05) 
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ออกซิเจนเป็นธาตุที่พบมากที่สุด และมีปริมาณสูงสุดในช่ัวโมงที่ 0 และ 24 หลังการตาย (P > 0.05) 
และมีการลดลงอย่างมีนัยสําคัญในช่วงเวลาอ่ืนๆ (P < 0.05) โดยช่วงเวลาที่พบปริมาณออกซิเจนน้อยที่สุด 
คือ ช่ัวโมงที่ 1 และ 4 ตามลําดับ ธาตุที่พบในปริมาณมากรองลงมา คือ คาร์บอน พบมากที่สุดในช่ัวโมงที่ 1 
และมีการลดลงอย่างมีนัยสําคัญในช่วงเวลาอ่ืนๆ ช่วงเวลาที่พบปริมาณคาร์บอนน้อยที่สุด คือ ช่ัวโมงที่ 0 
และ 8 สําหรับไนโตรเจน มีปริมาณมากที่สุดในช่ัวโมงที่ 1 และมีการลดลงอย่างมีนัยสําคัญในช่วงเวลาอ่ืนๆ 
ช่วงเวลาที่พบปริมาณไนโตรเจนน้อยที่สุด คือ ช่ัวโมงที่ 0 ธาตุฟอสฟอรัสและแคลเซียม มีปริมาณใกล้เคียง
กัน โดยพบมากที่สุดในช่ัวโมงที่ 4 และมีการลดลงอย่างมีนัยสําคัญในช่ัวโมงอ่ืนๆ ช่วงเวลาที่พบปริมาณ
ฟอสฟอรัส และแคลเซียมน้อยที่สุด คือ ช่ัวโมงที่ 1 และ 48 เช่นเดียวกัน 

 
โซเดียม แมกนีเซียม และกํามะถัน พบในปริมาณท่ีน้อยมาก โดยมีปริมาณไม่ถึง 1 เปอร์เซ็นต์ ของ

แร่ธาตุทั้งหมด ธาตุโซเดียมและแมกนีเซียมมีปริมาณสูงสุดในช่ัวโมงที่ 0 หลังการตายเช่นเดียวกัน           
(P > 0.05) แต่ช่วงเวลาที่พบปริมาณโซเดียมน้อยที่สุด คือ ช่ัวโมงที่ 48 และช่วงเวลาที่พบปริมาณ
แมกนีเซียมน้อยที่สุด คือ ช่ัวโมงที่ 1 ในขณะที่กํามะถัน พบเพียง 4 ช่วงเวลาเท่าน้ัน โดยมีปริมาณสูงสุดใน
ช่ัวโมงที่ 1 และ 4 (P > 0.05) และลดลงอย่างมีนัยสําคัญในช่ัวโมงที่ 8 และ 12 (P < 0.05) และไม่ตรวจ
พบอีกในช่ัวโมงที่ 24 และ 48  
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     ตารางที่ 9 องค์ประกอบของธาตุ (เปอร์เซ็นต์น้ําหนักแห้ง) จากเกล็ดปลานิล หลงัการตายในช่วง 48 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย (ค่าน้อยสุด–ค่ามากสุด) 

 
     nd, ต่ํากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัด 
      อักษรที่ต่างกันในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)

Elemental 
profile 

Postmortem interval (h)  
SEM 

 
P-value 0 1 2 4 8 12 24 48 

C 34.74c 
(31.78–37.69) 

48.96a 

(46.53–50.59) 
37.53bc 

(34.99–40.44) 
37.12bc 

(34.27–40.43) 
34.50c 

(31.18–36.44) 
39.28abc 

(36.10–41.83) 
37.33bc 

(34.02–42.29) 
40.97ab 

(38.44–43.56) 
0.96    0.007 

N 4.86e 
(2.63–7.06) 

16.40a 
(12.48–19.76) 

6.80cd 
(6.06–7.50) 

7.12cd 
(5.89–8.79) 

5.92de 
(4.14–7.28) 

7.80c 
(6.22–9.17) 

6.02de 
(4.11–7.38) 

10.27b 
(7.17–13.51) 

0.64 < 0.001 

O 48.26a 
(45.60–52.45) 

31.62d 
(30.08–33.41) 

46.08b 
(42.96–50.26) 

38.45c 
(34.68–41.72) 

44.71b 
(42.50–49.53) 

45.32b 
(42.14–49.45) 

48.59a 
(45.37–51.44) 

43.85b 
(40.53–48.97) 

1.14 < 0.001 

Na 0.38a 
(0.28–0.51) 

0.16ef 
(0.11–0.25) 

0.37a 
(0.32–0.40) 

0.33b 
(0.19–0.40) 

0.26c 
(0.19–0.33) 

0.21cd 
(0.14–0.34) 

0.20de 
(0.17–0.27) 

0.15f 
(0.11–0.23) 

0.02 < 0.001 

Mg 0.42a 
(0.30–0.49) 

0.10d 
(0.04–0.18) 

0.38ab 

(0.29–0.47) 
0.34b 

(0.29–0.40) 
0.40ab 

(0.33–0.46) 
0.29c 

(0.25–0.39) 
0.36b 

(0.30–0.41) 
0.29c 

(0.17–0.38) 
0.03 < 0.001 

P 5.25b 
(4.58–6.20) 

1.25f 
(0.38–2.28) 

4.42c 
(3.18–5.69) 

6.45a 
(5.33–7.38) 

5.98a 
(5.06–8.08) 

3.54d 
(2.80–4.39) 

3.99cd 
(2.93–5.57) 

2.46e 
(1.56–4.31) 

0.36 < 0.001 

S nd 0.15a 
(0.07–0.20) 

nd 0.14a 
(0.13–0.18) 

0.11b 
(0.07–0.18) 

0.10b 
(0.06–0.13) 

nd nd 
 

0.02 < 0.001 

Ca 6.08c 
(4.70–7.38)  

1.36e 
(0.33–2.94) 

4.43d 

(0.33–2.94) 
10.05a 

(7.69–12.08)  
8.12b 

(5.43–11.99)  
3.46d 

(1.82–4.89)  
3.39d 

(2.02–5.63)  
2.02e 

(1.03–4.02)   
0.61  < 0.001 
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5. สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก 
 

การวิเคราะห์สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากปลานิลหลังการตาย 48 ช่ัวโมง พบสารประกอบทั้งหมด 
65 ชนิด โดยเป็นสารในกลุ่มแอลกอฮอล์ 14 ชนิด แอลดีไฮด์ 17 ชนิด อัลเคน 2 ชนิด เอมีน 2 ชนิด 
สารประกอบอะโรมาติก 9 ชนิด เอสเทอร์ 4 ชนิด อินโดล 2 ชนิด คีโตน 11 ชนิด สารประกอบกํามะถัน 2 
ชนิด และเทอร์พีน 2 ชนิด (ตารางที่ 10) ผลการวิเคราะห์ปริมาณรวมของสารแต่ละกลุ่มในแต่ละช่วงเวลา
พบว่ามีค่าไม่ต่างกันทางสถิติ (P > 0.05) 

 
สารประกอบในกลุ่มแอลกอฮอล์ที่สําคัญ คือ 1-octanol, 1-octen-3-ol และ 1-pentanol ซึ่ง

ตรวจพบในทุกช่วงเวลา โดยมีปริมาณสูงขึ้นในช่ัวโมงที่ 1–8, 1–12 และ 1–2 หลังการตาย ตามลําดับ และ
ลดลงในเวลาต่อมา จนมีปริมาณน้อยที่สุดในช่ัวโมงสุดท้าย (P < 0.05) สาร (5Z)-octa-1,5-dien-3-ol 
ตรวจพบใน 24 ช่ัวโมงแรก มีปริมาณเพ่ิมขึ้นสูงที่สุดในช่ัวโมงที่ 1 และ 12 และลดลงในช่วงเวลาอ่ืนๆ สาร 
1-hexanol, 1-penten-3-ol และ 2-octen-1-ol ตรวจพบใน 12 ช่ัวโมงแรก โดยสาร 1-hexanol มี
ปริมาณไม่แตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลา ส่วน 1-penten-3-ol มีปริมาณมากที่สุดที่เวลา 0 ช่ัวโมง และ
ลดลงในช่วงเวลาต่อมา สําหรับ 2-octen-1-ol มีปริมาณเพ่ิมขึ้นตามช่วงเวลา สาร 1-butanol, 2,6-
dimethyl-4-heptanol และ isoamyl alcohol ตรวจไม่พบในช่วงแรก แต่พบในช่วงหลัง โดย 1-butanol 
ตรวจพบในช่ัวโมงที่ 12–48 และมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นตามช่วงเวลา ในขณะที่ 2,6-dimethyl-4-heptanol 
ตรวจพบในช่ัวโมงที่ 12–24 และ isoamyl alcohol ตรวจพบในช่ัวโมงที่ 24–48 โดยมีค่าไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติ นอกจากน้ียังมีสารที่พบได้ในบางช่วงเวลา ได้แก่ 3-vinylcyclohexanol (8 ช่ัวโมง) และ 
benzeneethanol (24 ช่ัวโมง) ส่วนสาร 2-penten-1-ol มีรูปแบบที่ไม่แน่นอน คือ ตรวจพบในบาง
ช่วงเวลา และมีค่าไม่แตกต่างกัน 

 
สารประกอบในกลุ่มแอลดีไฮด์ที่สําคัญ คือ 2-octenal, hexanal, heptanal, nonanal และ 

octanal ซึ่งตรวจพบใน 24 ช่ัวโมงแรก โดย hexanal, heptanal และ nonanal มีปริมาณลดลงตาม
ระยะเวลาหลังการตาย ส่วน 2-octenal พบว่ามีปริมาณสูงสุดในช่วง 8 ช่ัวโมงแรก และ octanal มี
ปริมาณสูงสุดในช่ัวโมงที่ 4–8 สําหรับสาร pentanal ตรวจพบในช่วง 4 ช่ัวโมงแรกเท่าน้ัน ซึ่งมีปริมาณ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญระหว่างปลาในชุดควบคุม (0 ช่ัวโมง) และชุดทดลอง สาร hexadecanal ตรวจ
พบในช่ัวโมงที่ 1–12 เท่าน้ัน และมีปริมาณลดลงตามช่วงเวลา สําหรับสาร 2-isopropyl-5-methyl-2-
hexenal และ 3-methyl-butanal ตรวจพบในช่วงท้ายของการทดลอง โดย 2-isopropyl-5-methyl-2-
hexenal พบในช่ัวโมงที่ 24–48 และมีค่าไม่ต่างกันทางสถิติ ส่วน 3-methyl-butanal พบในช่ัวโมงที่ 12–
48 โดยมีค่าสูงสุดในช่ัวโมงที่ 24 และลดลงอย่างมีนัยสําคัญในช่ัวโมงที่ 48 นอกจากน้ียังมีแอลดีไฮด์ที่พบได้
ในบางช่วงเวลา ได้แก่ 1-methyl-3-cyclohexene-1-carboxaldehyde (8 ช่ัวโมง), 2-decenal (4 
ช่ัวโมง), 2-nonenal (4 ช่ัวโมง), 2,4-decadienal (4 ช่ัวโมง) และ 5-methyl-2-phenyl-2-hexenal (12 
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ช่ัวโมง) สําหรับสาร 2-hexenal, 2-heptenal และ nonenal พบว่ามีรูปแบบที่ไม่แน่นอน เน่ืองจากตรวจ
พบได้ในบางช่วงเวลาเท่าน้ัน 

 
สารประกอบในกลุ่มอัลเคนท่ีสําคัญ คือ pentadecane ซึ่งตรวจพบในทุกช่วงเวลาหลังการตาย 

และมีปริมาณใกล้เคียงกัน ส่วนสาร heptadecane ตรวจพบเฉพาะที่เวลา 48 ช่ัวโมงเท่าน้ัน สําหรับ
สารประกอบในกลุ่มเอมีน ตรวจพบในชั่วโมงที่ 24–48 เท่าน้ัน โดยสาร 3-methylbutyl-2-
phenylethylidene amine มีปริมาณไม่แตกต่างกัน แต่สาร 3-methylbutyl-(3-methylbutylidene) 
amine มีแนวโน้มลดลงในช่ัวโมงที่ 48  

 
สารประกอบอะโรมาติก มีเพียงสาร benzaldehyde ที่ตรวจพบในทุกช่วงเวลาหลังการตาย โดยมี

ปริมาณเพ่ิมขึ้นตามช่วงเวลา มีค่าสูงสุดในช่ัวโมงที่ 8 และลดลงในช่วงเวลาต่อมา สําหรับสาร 1,2,3,4-
tetrahydro-1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)-naphthalene ตรวจพบใน 24 ช่ัวโมงแรก โดยมีปริมาณ
น้อยที่สุดที่เวลา 0 ช่ัวโมง และมีค่าไม่แตกต่างกันในช่วงเวลาหลังจากน้ัน สารที่ตรวจไม่พบในช่วงแรก แต่
ตรวจพบในช่วงหลัง ได้แก่ 4-methyl-phenol (24–48 ช่ัวโมง) และ phenol (24–48 ช่ัวโมง) โดย 4-
methyl-phenol และ phenol มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นตามช่วงเวลา ส่วน benzeneacetaldehyde ตรวจพบ
ในช่ัวโมงที่ 8–24 เท่าน้ัน และมีค่าเพ่ิมขึ้นตามช่วงเวลา นอกจากน้ียังมีสารที่พบได้ในบางช่วงเวลา ได้แก่ 
2,5-dimethyl-3-(3-methyl butyl)-pyrazine (24 ช่ัวโมง), 3,5-dimethyl-piperidine (24 ช่ัวโมง), 
decahydro-1,6-dimethyl-naphthalene (1 ช่ัวโมง) และ indolizine (24 ช่ัวโมง)  

 
สารประกอบในกลุ่มเอสเทอร์ที่สําคัญ คือ hexadecanoic acid methyl ester ซึ่งตรวจพบใน 24 

ช่ัวโมงแรก ปริมาณสารมีความแตกต่างกันเฉพาะช่ัวโมงที่ 1 กับช่ัวโมงที่ 0 และ 24 สาร hexadecanoic 
acid ethyl ester ตรวจพบใน 12 ช่ัวโมงแรก มีรูปแบบที่ไม่แน่นอน โดยมีค่าสูงสุดในช่ัวโมงที่ 1, 2 และ 
12 นอกจากน้ียังมีสารที่พบได้ในบางช่วงเวลา ได้แก่ octadecanoic acid methyl ester และ (Z)-9-
octadecenoic acid ethyl ester ซึ่งพบเฉพาะช่ัวโมงที่ 1 เท่าน้ัน สําหรับสารประกอบในกลุ่มอินโดล 
ตรวจพบ 1H-indole และ 5-methyl-1H-indole ในช่ัวโมงที่ 48 เท่าน้ัน โดยปริมาณของ 1H-indole มี
มากกว่า 5-methyl-1H-indole ประมาณ 8 เท่า 
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ตารางที่ 10 สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก (มิลลิกรัมต่อกรัมน้ําหนักสด) หลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์ 3 ซ้ํา 

 

–, ต่ํากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัด 
อักษรที่ต่างกันในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

Class Volatile compound 
Postmortem interval (h) 

SEM P-value 
0 1 2 4 8 12 24 48 

Alcohol 1-Butanol – – – – – 11.33bc 21.34ab 32.97a 2.57    0.007 
  1-Hexanol 8.27 10.11 10.43 8.29 8.17 10.60 – – 1.11    0.654 
  1-Octanol 6.72c 11.03a 7.96abc 10.08ab 8.59abc 7.00bc 6.72c 2.34d 0.68 < 0.001 
  1-Octen-3-ol 91.95bc 119.73a 122.13a 122.68a 105.49ab 129.48a 70.16c 11.21d 7.04 < 0.010 
  1-Pentanol 29.33b 34.82ab 43.66a 28.99b 25.72b 27.73b 23.65b 5.97c 3.48    0.001 
  1-Penten-3-ol 13.65a 8.06b 10.16ab 7.93b 6.69b 8.97b – – 1.15 < 0.001 

  2-Octen-1-ol 14.60b 13.29b 27.02a 18.55ab 17.07ab 26.24a – – 5.70 < 0.001 
2-Penten-1-ol 4.74ab 7.29a – – – 7.26a – – 0.89    0.006 

  2-(3-Cyclohexen-1-yl)ethanol 5.12ab 8.00a 7.34a 7.62.a – 8.80a – – 1.27    0.007 

2,6-Dimethyl-4-heptanol – – – – – 4.41 5.32 – 0.44    0.751 
3-Vinylcyclohexanol – – – – 6.40 – – – 2.12 – 

  (5Z)-Octa-1,5-dien-3-ol 21.19bc 31.93ab 27.47bc 15.69c 25.46bc 44.55a 22.32bc – 2.35 < 0.001 
Benzeneethanol  – – – – – – 4.21 – 0.27 – 
Isoamyl alcohol – – – – – – 10.01a 6.94ab 0.38    0.008 

Aldehyde 1-Methyl-3-cyclohexene-1-
carboxaldehyde – – – – 19.04 – – – 1.67 – 
2-Decenal – – – 6.72 – – – – 0.20 – 
2-Hexenal 4.22 – – 4.61 4.06 – – – 0.64    0.974 
2-Heptenal 7.88 – 6.11 12.58 10.93 – – – 1.16    0.282 
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ตารางที่ 10 สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก (มิลลิกรัมต่อกรัมน้ําหนักสด) หลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์ 3 ซ้ํา (ต่อ) 

 
–, ต่ํากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัด 
อักษรที่ต่างกันในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

Class Volatile compound 
Postmortem  interval (h) 

SEM P-value 
0 1 2 4 8 12 24 48 

Aldehyde 2-Isopropyl-5-methyl-2-hexenal – – – – – – 13.45 17.16 1.35    0.180 
2-Nonenal – – – 7.12 – – – – 1.19 – 
2-Octenal 10.38ab 9.74abc 9.54abc 12.20a 13.37a 5.64c 7.23bc – 0.99 < 0.001 
2,4-Decadienal – – – 5.18 – – – – 0.10 – 
3-Methyl-butanal – – – – – 162.32ab 213.30.a 75.95bc 24.52    0.009 
5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal – – – – – 2.39 – – 0.35 – 

Hexadecanal – 3.68a 3.75a 2.04b 2.01b 2.50b – – 0.28    0.007 
Hexanal 434.95a 277. 45b 323.90b 343.12b 322.40b 150.38c 135.16c – 13.89 < 0.001 
Heptanal 33.18a 32.18a 28.53a 32.37a 34.91a 19.89b 14.04b – 1.43 < 0.001 
Nonanal 54.67ab 63.36ab 48.06b 71.07a 62.17ab 14.68c 12.23c – 3.95 < 0.001 
Nonenal – – 6.45 – 8.56 – – – 0.77    0.120 
Octanal 19.23abc 18.70bc 17.14c 23.30ab 24.46a 11.27d 15.90cd – 1.33    0.002 
Pentanal 54.23a 24.32b 27.47b 21.52b – – – – 3.64    0.016 

Alkane Heptadecane – – – – – – – 5.23 0.77 – 
  Pentadecane 2.95b 3.77b 4.65ab 5.80ab 5.22ab 5.27ab 7.85.a 5.81ab 0.46    0.125 

Amine 3-Methylbutyl-2-phenylethylidene 
amine 

– – – – – – 4.43 7.36 0.87    0.147 

3-Methylbutyl-(3-
methylbutylidene) amine 

– – – – – – 32.09a 14.82b 1.96    0.009 
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ตารางที่ 10 สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก (มิลลิกรัมต่อกรัมน้ําหนักสด) หลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์ 3 ซ้ํา (ต่อ) 

 
–, ต่ํากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัด 
อักษรที่ต่างกันในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

 

Class Volatile compound 
Postmortem  interval (h) 

SEM P-value 
0 1 2 4 8 12 24 48 

Aromatic 1,2,3,4-Tetrahydro-1,6-dimethyl-4-
(1-methylethyl)-naphthalene 

2.93b 6.30a 5.81a 6.19a 5.23a 5.65a 5.17a – 0.59 < 0.001 

2,5-Dimethyl-3-(3-methylbutyl)-
pyrazine 

– – – – – – 5.76 – 1.09 – 

3,5-Dimethyl-piperidine – – – – – – 14.19 – 0.43 – 
4-Methyl-phenol – – – – – – 19.64b 134.63a 9.62    0.001 
Benzaldehyde 7.78f 14.58ef 23.32de 36.50cd 70.20a 58.75ab 48.28bc 33.98cd 52.13 < 0.001 
Benzeneacetaldehyde – – – – 1.96b 3.47ab 5.51a – 0.51    0.034 
Decahydro-1,6-dimethyl-
naphthalene – 3.80 – – – – – – 0.27 

 
– 

Indolizine – – – – – – 17.51 – 0.98 – 
Phenol – – – – – – 9.24b 29.31a 1.71 < 0.001 

Ester Hexadecanoic acid ethyl ester 3.40bc 6.03a 6.59a 4.06.b 2.39c 6.19a – – 0.40 < 0.001 
Hexadecanoic acid methyl ester 3.40b 11.00a 6.56ab 5.63ab 5.55ab 4.90ab 1.98b – 1.30    0.036 
Octadecanoic acid methyl ester – 5.34 – – – – – – 0.53 – 
(Z)-9-Octadecenoic acid ethyl ester – 7.13 – – – – – – 1.36 – 

Indole 1H-Indole – – – – – – – 277.68 3.47 – 
5-Methyl-1H-indole – – – – – – – 34.62 3.94 – 
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ตารางที่ 10 สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก (มิลลิกรัมต่อกรัมน้ําหนักสด) หลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์ 3 ซ้ํา (ต่อ) 

 
–, ต่ํากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัด 
อักษรที่ต่างกันในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

 
 
 

Class Volatile compound 
Postmortem  interval (h) 

SEM P-value 
0 1 2 4 8 12 24 48 

Ketone 1-Phenyl-ethanone – – – – – – – 8.33 0.66 – 
2-Pentadecanone – – – – – – – 4.64 0.09 – 
2,3-Pentanedione 20.22a 13.63b 13.07b 12.37b – – – – 1.10    0.018 
2-Pentyl-furan 3.86bc 7.93bc 14.73ab 22.00a 16.42ab 8.74abc 6.10bc – 2.10    0.039 
2,3-Octanedione 76.28ab 73.84ab 91.88a 93.48a 69.94ab 51.79b 22.56c – 5.00 < 0.001 
3-Methyl-3-decen-2-one – – – – – – – 9.35 0.01 – 
3-Undecen-2-one – – – 1.02ab 2.31a – 2.25a 2.48a 0.27    0.030 
3,5-Octadien-2-one 4.52 4.00 3.57 3.84 5.48 3.25 5.55 – 0.58    0.646 
4-Ketoisophorone – – 1.62 – – – – – 0.16 – 
6-Methyl-5-hepten-2-one – – 3.93 – – – – – 0.02 – 
Cycloundecanone – – – – – – 11.15 – 2.06 – 

Sulphur  Dimetyl disulfide – – – – – – 47.82b 143.30a 13.02 < 0.001 
  Dimetyl trisulfide – – – – – – 10.51b 45.97a 2.30 < 0.001 

Terpene à-Humulene – – 1.10 1.05 – – – – 0.06    0.956 

Trans-caryophyllene – 2.53ab 2.75a – 2.90a 2.17ab – – 0.72 0.027 
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สารประกอบในกลุ่มคีโตนที่สําคัญ คือ 2-pentyl-furan, 2,3-octanedione และ 3,5-octadien-
2-one ซึ่งตรวจพบในช่วง 24 ช่ัวโมงแรก โดย 2-pentyl-furan มีปริมาณสูงสุดในชั่วโมงที่ 4 และ 2,3-
octanedione มีปริมาณสูงสุดในช่ัวโมงที่ 2–4 และลดลงในเวลาต่อมา ส่วน 3,5-octadien-2-one มี
ปริมาณไม่แตกต่างกัน (P > 0.05) พบสาร 2,3-pentanedione ในช่วง 4 ช่ัวโมงแรก โดยมีปริมาณสูงสุด
ใน ช่ัวโมงที่  1 และลดลงในเวลาต่อมา  นอกจากน้ี ยังมีสารที่พบได้ ในบางช่วงเวลา  ไ ด้แก่  4-
ketoisophorone (2 ช่ัวโมง), 6-methyl-5-hepten-2-one (2 ช่ัวโมง), cycloundecanone (24 
ช่ัวโมง), 1-phenyl-ethanone (48 ช่ัวโมง), 2-pentadecanone (48 ช่ัวโมง) และ 3-methyl-3-decen-
2-one (48 ช่ัวโมง) ส่วน 3-undecen-2-one มีรูปแบบที่ไม่แน่นอน เน่ืองจากตรวจพบได้ในบางช่วงเวลา 
(ช่ัวโมงที่ 4, 8, 24 และ 48) ในปริมาณใกล้เคียงกัน 

 
สารประกอบกํามะถันที่พบ ได้แก่ dimetyl disulfide และ dimetyl trisulfide พบในช่วงเวลา 

24–48 ช่ัวโมงหลังการตาย โดยมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสําคัญตามช่วงเวลา ส่วนสารประกอบในกลุ่ม
เทอร์พีน ตรวจพบสาร à-humulene ในช่ัวโมงที่ 2–4 (P > 0.05) และ trans-caryophyllene พบในบาง
ช่วงเวลา (ช่ัวโมงที่ 1, 2, 8 และ 12 หลังการตาย) โดยมีปริมาณไม่แตกต่างกัน   
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
1. การเปลี่ยนแปลงของระบบย่อยอาหารหลังการตาย 
 

1.1 การเปลี่ยนแปลงของดชันีทางเดินอาหารและความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหาร 
 

หลังการตายจะเกิดแกสโทรมาลาเซียในกระเพาะอาหารจากการทํางานของเอนไซม์ที่อยู่ภายใน มี
ผลทําให้ผนังกระเพาะอาหารอ่อนตัวและบางลงอย่างมีนัยสําคัญ (O’Donnell and Baker, 2010; 
Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) กระบวนการน้ีทําให้ทางเดินอาหารสูญเสียนํ้าหนัก ส่งผล
โดยตรงต่อดัชนีของอวัยวะย่อยอาหาร (ดัชนีของกระเพาะอาหารและลําไส้) การศึกษาในสัตว์บก เช่น ใน
หนูสปราก-ดอว์ลี โดย Li et al. (2003) พบว่าดัชนีของตับต่อนํ้าหนักตัวมีค่าเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาหลังการ
ตาย (0 ถึง 25 นาที) สําหรับการศึกษาในตัวอย่างปลานิลคร้ังน้ีพบว่าดัชนีของกระเพาะอาหารและลําไส้มี
แนวโน้มตรงกันข้ามกับการศึกษาดัชนีของตับในหนู ซึ่งอาจเป็นเพราะใช้เวลานานกว่า (48 ช่ัวโมง) 
นอกจากน้ีของเหลวซึ่งเกิดจากการย่อยของเอนไซม์ถูกปล่อยออกมาจากซากปลาลงในตัวกลางที่เป็นนํ้า 
กระบวนการน้ีจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วในเน้ือเย่ือที่มีเอนไซม์และมีปริมาณนํ้าที่สูง (Vass, 2001)   

 
การเปลี่ยนแปลงความต้านทานไฟฟ้าของผนังกระเพาะอาหารเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายผนัง

กระเพาะหลังการตาย ความต้านทานไฟฟ้าที่ลดลงอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงช่องว่างระหว่างเซลล์และ
การนําไฟฟ้าของของเหลวภายในและภายนอกเซลล์ (Querido, 1992) Penny (1969) รายงานว่าค่าพีเอช
ในกล้ามเน้ือของสุกรลดลงอย่างรวดเร็วหลังการตาย เน่ืองจากการสะสมของหมู่คาร์บอกซิลอิสระจากการ
ไฮโดรไลส์สารชีวโมเลกุล นอกจากน้ี การเปลี่ยนแปลงหลังการตายดังกล่าวยังอาจเกิดจากการย่อยสลาย
ของจุลินทรีย์ การขาดออกซิเจน การเพ่ิมขึ้นของคาร์บอนไดออกไซด์ และการสะสมของของเสีย (Benzie 
and Strain, 1996; Vass, 2001) เง่ือนไขเหล่าน้ีอาจทําให้โปรตีนเสียสภาพ ส่งผลให้ความเข้มข้นของ
โปรตีนในกระเพาะอาหารและลําไส้ลดลง และไม่สามารถตรวจวัดความเข้มข้นของโปรตีนในลําไส้ที่เวลา 48 
ช่ัวโมงหลังการตายได้ เน่ืองจากมีความเข้มข้นตํ่ากว่าขีดจํากัดของการตรวจวัดด้วยเครื่องสเปกโทรฟลูออโร
มิเตอร์ ซึ่งหากมีการศึกษาต่อไปในอนาคตควรตรวจวัดความเข้มข้นของโปรตีน รวมท้ังเอนไซม์ย่อยอาหาร
หลังการตายด้วยเครื่องมือที่มีความไวต่อการตรวจวัดสูง  
    

1.2 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหาร 
 

เอนไซม์เปปซินมีประสิทธิภาพในการย่อยโปรตีนในกระเพาะอาหาร โดยทําหน้าที่ตัดพันธะเพป
ไทด์ ตําแหน่งเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์มีความจําเพาะต่อกรดอะมิโนที่มีหมู่โซ่ข้างเป็นอะโรมาติก เช่น ฟี
นิลอะลานีน ไทโรซีน และทริปโทเฟน (Dunn, 2001) กิจกรรมของเอนไซม์ชนิดน้ีบ่งบอกถึงการย่อย



71 
 

สารอาหารประเภทโปรตีนภายในกระเพาะอาหาร (Thongprajukaew and Kovitvadhi, 2013) จาก
การศึกษาครั้งน้ี กิจกรรมของเอนไซม์เปปซินที่ลดลงเกิดขึ้นเน่ืองจากการเกิดออโตไลซิสจากการทํางานของ
จุลินทรีย์หลังการตาย มีผลทําให้ต่อมสร้างนํ้าย่อยถูกทําลาย (Laczniak et al., 2011) เอนไซม์น้ีมีความ
ทนทานมากกว่าเอนไซม์อ่ืนๆ ที่ตรวจวัด เน่ืองจากยังคงมีกิจกรรมจนถึงเวลาสุดท้ายที่เก็บตัวอย่าง (48 
ช่ัวโมง) ในขณะที่เอนไซม์อ่ืนมีกิจกรรมสูงประมาณ  4 ช่ัวโมงแรกที่ทําการศึกษาเท่าน้ัน ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะ
เอนไซม์เปปซินมีโครงสร้างที่แข็งแรง (rigid) จึงเสียสภาพธรรมชาติช้ากว่า  
 

กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินลดลงอย่างรวดเร็ว แสดงถึงอัตราเร็วในการสลายตัวของโปรตีนใน
ลําไส้ซึ่งเกิดขึ้นเร็วกว่าในกระเพาะอาหาร เนื่องจากทริปซินเป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนที่สําคัญในลําไส้เล็ก ทํา
หน้าที่ควบคุมการย่อยโปรตีน โดยกระตุ้นทริปซินเองและไซโมเจนที่ย่อยโปรตีนชนิดอ่ืน สําหรับกิจกรรม
ของเอนไซม์ไคโมทริปซินพบว่ามีค่าสูงสุดที่ 8 ช่ัวโมงหลังการตาย เอนไซม์ชนิดน้ีย่อยโปรตีนตรงตําแหน่ง
ของกรดอะมิโนที่มีหมู่โซ่ข้างเป็นอะโรมาติก (ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีน และทริปโทเฟน) รวมทั้งไฮโดรโฟบิก 
กิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซินที่เพ่ิมขึ้นอาจเกิดจากความเครียดของปลาก่อนตาย ซึ่งจะหลั่งสารกลุ่มอะ
โรมาติก เช่น เบนซิน (benzene) และไดออกซิน (dioxin) ออกมา ซึ่งอาจชักนําให้มีกิจกรรมของไคโมทริ
ปซินเพ่ิมขึ้น (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) นอกจากน้ีเอนไซม์ไคโมทริปซินยังทําหน้าที่เป็น
ตัวกลางในการตัด internucleosomal DNA ของเซลล์ที่ตายแล้ว (Murn et al., 2004) อย่างไรก็ตาม
บทบาทหลังการตายของเอนไซม์ชนิดน้ียังมีรายงานน้อยมาก ซึ่งจําเป็นต้องมีการศึกษาต่อไปในอนาคต 
 

แคทาบอลิซึมของโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตมีความเกี่ยวข้องกัน เน่ืองจากกิจกรรมจําเพาะของอะ
ไมเลสมีแนวโน้มลดลงตามระยะเวลาหลังการตาย โดยเอนไซม์ชนิดน้ีทําหน้าที่สลายสายพอลิแซ็กคาไรด์ที่
ตําแหน่ง α-1,4 glycosidic bond เพ่ือเปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตเป็นนํ้าตาลมอลโทส การลดลงของกิจกรรม
จําเพาะของเอนไซม์ชนิดน้ีจึงอาจมีนัยสําคัญเก่ียวข้องกับแคทาบอลิซึมของไกลโคเจนหลังการตาย ในขณะที่
กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ไลเปสลดลงมากกว่ากิจกรรมของเอนไซม์ชนิดอ่ืน เน่ืองจากกรดไขมันไม่อ่ิมตัว
ในปลาสามารถถูกออกซิไดซ์ให้อนุมูลอิสระได้ง่าย ส่งผลทําให้เกิดการย่อยสลายโมเลกุลอ่ืน ๆ การลดลงของ
เอนไซม์ไลเปสสอดคล้องกับการลดลงของไขมันในช่องท้องที่สังเกตจากการผ่าตัดตัวอย่าง ตลอดจนช้ันของ
ไขมันหลังจากป่ันเหว่ียงตัวอย่างในขั้นตอนการเตรียมเอนไซม์  
 

1.3 การเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาออกซิเดชันในระบบย่อยอาหาร 
 

การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในกระเพาะอาหารและลําไส้ทั้งวิธี DPPH assay และ reducing 
power ลดลงอย่างมีนัยสําคัญหลังการตายเช่นเดียวกับการเปลี่ยนแปลงของดัชนีของอวัยวะต่อนํ้าหนักตัว
และกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ย่อยอาหาร เน่ืองจากในเซลล์ที่ตายแล้ว จะมีการผลิตเปอร์ออกไซด์และ
อนุมูลอิสระมาทําลายส่วนประกอบต่างๆ ของอวัยวะ รวมทั้งการย่อยของเอนไซม์จะปล่อยผลิตภัณฑ์ต่างๆ 
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ออกมา เช่น เพปไทด์ซึ่งทําหน้าที่เป็นตัวให้อิเล็กตรอนได้ (Lassoued et al., 2015) ทําให้สามารถ
กําจัดเปอร์ออกไซด์และอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นหลังการตาย อย่างไรก็ตาม เพปไทด์ที่ถูกปล่อยออกมาอาจไม่
เพียงพอเมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตอนุมูลอิสระที่มากเกินไป นอกจากน้ีหลังการตายจะเกิดการย่อยสลายที่
นานข้ึนทําให้ได้เพปไทด์สายสั้นที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดอนุมูลอิสระลดน้อยลง (Lassoued et al., 
2015) 

 
การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในกระเพาะอาหารและลําไส้โดยวิธี DPPH assay เป็นการศึกษา

ความสามารถในการกําจัดอนุมูล DPPH ซึ่งเป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัวในตัวทําละลายเมทานอล โดยสาร
สกัดตัวอย่างทําหน้าที่ให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูล DPPH ส่งผลให้มีการเปลี่ยนจากสีม่วงของอนุมูล 
DPPH เป็นสารที่ไม่มีสี สําหรับวิธี reducing power เป็นการศึกษาความสามารถในการให้อิเล็กตรอนของ
สารสกัดตัวอย่างแก่สารประกอบเชิงซ้อน Fe3+-TPTZ ซึ่งเป็นอนุมูลที่สังเคราะห์ขึ้นให้เปลี่ยนไปอยู่ในรูป
ของ Fe2+-TPTZ ซึ่งเป็นสารที่มีสีม่วง การวิเคราะห์สหสัมพันธ์ระหว่างการตรวจวัดทั้ง 2 วิธี พบว่าวิธี 
DPPH assay มีศักยภาพในการใช้ประมาณระยะเวลาหลังการตายมากกว่าวิธี reducing power 
นอกจากน้ี สารสกัดจากลําไส้ยังให้ผลการวิเคราะห์ที่มีนัยสําคัญมากกว่าในกระเพาะอาหาร 
 
2. การเปลี่ยนแปลงของกล้ามเนื้อหลังการตาย  
 
    2.1 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของคาเทปซินบ ีเอช และแอล  
 

เอนไซม์คาเทปซินบี ดี เอช และแอล เป็นเอนไซม์ที่พบในไลโซโซมเป็นส่วนใหญ่ การศึกษาที่ผ่าน
มาพบว่าคาเทปซินดี มีบทบาทน้อยในการย่อยสลายโปรตีนในกล้ามเนื้อ เน่ืองจากเอนไซม์ดังกล่าวสามารถ
ย่อยสลายไมโอไฟบริลได้ดีในช่วงพีเอช 3 และ 5 (Makinodan et al., 1982; Jiang, 2000) หลังการตาย
ค่าพีเอชของกล้ามเน้ือจะลดลงทําให้ค่าความแรงไอออนเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เอนไซม์คาเทปซินจากไลโซโซมถูก
ปล่อยไปยังไซโทพลาสซึมและช่องว่างระหว่างเซลล์ (Yates et al., 1983) การศึกษาของ Aoki et al. 
(2000a) และ Chéret et al. (2007) พบว่าเอนไซม์คาเทปซินบี และแอล มีความสําคัญในการย่อยสลาย
กล้ามเนื้อขาวหลังการตาย เน่ืองจากเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด ทําหน้าที่ย่อยสลายโครงสร้างโปรตีนหลักของ
กล้ามเน้ือ ได้แก่ คอนเนคทิน เนบูลิน และไมโอซิน และย่อยคอนเนคทิน เนบูลิน ไมโอซิน คอลลาเจน 
แอลฟา-แอคทินิน และโทรโปนิน T และ I ตามลําดับ (Yamashita and Konagaya, 1991) เอนไซม์ทั้ง 2 
ชนิด มีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการทํางานใกล้เคียงกับค่าพีเอชกล้ามเนื้อหลังการตาย (Sainclivier, 1983) 
ผลการศึกษาในครั้งน้ีพบว่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์คาเทปซินบี และแอล เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว โดย
เอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดสามารถย่อยสลายโปรตีนในกล้ามเน้ือได้เร็วกว่าคาเทปซินเอช เช่นเดียวกับการศึกษาใน
ปลากะพงขาวและเนื้อวัว (Chéret et al., 2007) การศึกษาที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่าคาเทปซินเอช มี
บทบาทในการย่อยสลายโปรตีนในกล้ามเน้ือหลังการตายของปลาค่อนข้างน้อย (Wang and Xiong, 1999) 
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และยังไม่มีงานวิจัยที่อธิบายบทบาทของคาเทปซินเอชที่ลดลงในช่วงเวลา 8 ช่ัวโมงหลังการตาย การ
เปลี่ยนแปลงดังกล่าวอาจเกิดจากค่าพีเอชลดลงจาก 7.0 เป็น 6.5 ในช่วงเวลาการเกร็งตัวของกล้ามเน้ือ 
และในเวลาต่อมาค่าพีเอชเพ่ิมขึ้นจนใกล้เคียง 7 (Sainclivier, 1983) ระดับพีเอชดังกล่าวอาจส่งผลต่อการ
แตกตัวของโซ่ข้างกรดอะมิโนในบริเวณเร่งของเอนไซม์ทําให้กิจกรรมมีการเปลี่ยนแปลง 

 
กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์คาเทปซินบี เอช และแอลเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาหลังการตาย

เช่นเดียวกับการศึกษาในระบบย่อยอาหาร เอนไซม์ทั้ง 3 ชนิดมีความสัมพันธ์แบบแปรผันตรงกันแสดงให้
เห็นว่าคาเทปซินทั้ง 3 ชนิดที่ศึกษาทําหน้าที่ร่วมกันในการย่อยสลายโปรตีนของกล้ามเน้ือ จากการ
เปรียบเทียบกับสัตว์บกพบว่าคาเทปซินย่อยสลายกล้ามเน้ือปลาได้เร็วกว่ากล้ามเน้ือวัว (Chéret et al., 
2007) ซึ่งอาจเป็นเพราะกล้ามเน้ือปลามีความซับซ้อนน้อยกว่าเมื่อเทียบกับกล้ามเน้ือวัว รวมทั้งการศึกษา
ในครั้งน้ีได้น้ีทําการทดลองโดยลอยซากปลาในนํ้า ทําให้โปรตีนถูกย่อยสลายได้เร็วขึ้น การศึกษาเพิ่มเติมใน
อนาคตอาจจะช่วยให้เข้าใจบทบาทของเอนไซม์เหล่าน้ีมากขึ้น 
 
   2.2 การเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือ 
 

การเปลี่ยนแปลงหลังการตายในช่องว่างระหว่างเซลล์ หรือของเหลวภายในและภายนอกเซลล์ ทํา
ให้การนําไฟฟ้าลดลงอย่างมีนัยสําคัญ (Querido, 1992) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในคร้ังน้ี ที่พบว่าการ
ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาวโดยใช้วิธี DPPH และ reducing power ลดลง
อย่างมีนัยสําคัญหลังการตาย เน่ืองจากเซลล์ที่ตายแล้วจะผลิตเปอร์ออกไซด์ และอนุมูลอิสระมาทําลาย
ส่วนประกอบต่างๆ แม้ว่ากระบวนการไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนสามารถปลดปล่อยเพปไทด์ขนาด
ต่างๆ ที่ทําหน้าที่เป็นตัวให้อิเล็กตรอนในระบบ DPPH (Lassoued et al., 2015) แต่องค์ประกอบเหล่าน้ี
ไม่เพียงพอท่ีจะกําจัดอนุมูลอิสระที่มากเกินไปหลังการตาย นอกจากน้ีในกระบวนการไฮโดรลิซิสที่ใช้
เวลานานข้ึน เพปไทด์ที่ เ กิดขึ้นจะมีสายสั้นลง และมีประสิทธิภาพน้อยลงในการต้านสาร DPPH• 
(Lassoued et al., 2015) อย่างไรก็ตาม ข้อสังเกตในการศึกษาคร้ังน้ี พบว่าการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี
ของการต้านออกซิเดชัน เป็นตัวช้ีวัดที่มีความสําคัญต่อการเปลี่ยนแปลงหลังการตาย  

 
การศึกษาการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาวทั้ง 2 วิธี มีความสัมพันธ์

แบบแปรผันตรงกันโดยมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ แสดงให้เห็นว่าสามารถนํามาใช้ในการพยากรณ์ระยะเวลา
หลังการตายได้ แต่การวิเคราะห์โดยวิธี DPPH มีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาออกซิเดชันมากกว่าวิธี 
reducing power โดยพิจารณาจากสมการถดถอยระหว่างเวลาหลังการตายกับการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยา
ออกซิเดชันด้วยสมการเส้นตรง ซึ่งมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์เข้าใกล้ –1 มากกว่า แสดงให้เห็นว่าตัวแปร
ทั้งสองมีความสัมพันธ์กันอย่างมากในทิศทางตรงข้ามกัน และเมื่อพิจารณาถึงความแตกต่างระหว่าง
กล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาว พบว่ากล้ามเน้ือขาวมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์เข้าใกล้ –1 มากกว่า
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กล้ามเน้ือแดง อีกทั้งกล้ามเน้ือขาวเป็นกล้ามเน้ือส่วนใหญ่ของปลา (Martini et al., 2014) ดังน้ัน 
กล้ามเน้ือชนิดน้ีจึงมีศักยภาพในการพยากรณ์ระยะเวลาหลังการตายได้ดี 
 
      2.3 การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของกล้ามเนื้อ 
 

การเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนไมโอซินและแอกทินอาจเกิดจากการลดลงของพีเอช (Tyska 
and Warshaw, 2002) และการย่อยสลายโดยเอนไซม์ที่ย่อยโปรตีน การศึกษาของ Kuo et al. (2005) 
พบว่าอุณหภูมิที่กล้ามเน้ือเสียสภาพธรรมชาติจะลดลงหลังการตาย และในการศึกษานี้พบว่าอุณหภูมิเริ่มต้น 
อุณหภูมิพีค และอุณหภูมิสุดท้ายลดลง ส่วนช่วงอุณหภูมิเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาหลังการตาย การ
เปลี่ยนแปลงเหล่าน้ีบ่งช้ีถึงการเสียสภาพหรือการสลายตัวของโปรตีน Thongprajukaew et al. (2015a) 
รายงานว่าช่วงอุณหภูมิที่กว้างเป็นผลมาจากความแตกต่างของความยาวของสายพอลิเมอร์ ค่าที่เพ่ิมขึ้นใน
การศึกษาคร้ังน้ีอาจเกิดจากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์แล้วได้สายโพลีเพปไทด์ที่หลากหลาย การ
เปลี่ยนแปลงต่อระยะเวลาหลังการตายตรวจพบเช่นกันในปลาแพะ ปลากะพงแดง และปลาดุก 
(Schubring, 1999) โดยการศึกษาครั้งน้ีพบว่าแอกทินมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงหลังการตายมากกว่าไม
โอซิน สอดคล้องกับรายงานของ Schubring (1999) ที่พบว่าธรรมชาติของไมโอซินมีลักษณะคงตัวในปลา
เขตร้อน นอกจากน้ี การไม่พบพีคของโปรตีนหลังการตาย 48 ช่ัวโมง แสดงให้เห็นว่าไม่มีโปรตีนที่อยู่ใน
สภาพเดิม (native protein) แล้ว ซึ่งสอดคล้องกันทั้งในกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาว และสอดคล้องกับ
ระยะเกร็งตัวของปลาแซลมอนแช่แข็ง ซึ่งอยู่ระหว่าง 2–24 ช่ัวโมง (Roth et al., 2006) และปลากะพง
ขาวแช่แข็ง อยู่ระหว่าง 3–24 ช่ัวโมง (Wilkinson et al., 2008) โดยกล้ามเน้ือของปลาจะเกร็ง แข็งทื่อ แต่
โปรตีนยังไม่เสียสภาพ แต่หลังจาก 24 ช่ัวโมงไปแล้ว จะเข้าสู่ระยะสิ้นสุดการเกร็งตัว ทําให้กล้ามเน้ือน่ิม 
เหลว และไม่ยืดหยุ่น เน่ืองจากโปรตีนไมโอซินและแอกทินซึ่งเป็นโครงสร้างหลักของกล้ามเนื้อได้เสียสภาพ
ธรรมชาติไปแล้ว (Tyska and Warshaw, 2002) 

 
ผลการศึกษาในครั้งน้ีต่างจากการทดลองในหนู ซึ่งมีระยะเกร็งตัวอยู่ที่ 5–24 ช่ัวโมง 

(Krompecher, 1994) ขณะที่ในมนุษย์ พบการเปล่ียนแปลงหลังการตายช้ากว่าในปลาเช่น เดียวกัน โดย
การตายในฤดูร้อน (ช่วงอุณหภูมิ 12.0 ถึง 46.5 องศาเซลเซียส) ระยะเกร็งตัวจะอยู่ที่ 8–30 ช่ัวโมง แต่ถ้า
ตายในฤดูฝน (ช่วงอุณหภูมิ –2.6 ถึง 35.4 องศาเซลเซียส) ระยะเกร็งตัวจะอยู่ที่ 7–36 ช่ัวโมง (Dalal et 
al., 2006) ความแตกต่างของระยะเวลาระหว่างสัตว์นํ้าและสัตว์บก อาจเน่ืองมาจากกล้ามเน้ือของหนูและ
มนุษย์มีความซับซ้อน และมีหลอดเลือดมาเลี้ยงกล้ามเน้ือในจํานวนมาก (Gillis and Biewener, 2001) อีก
ทั้งการศึกษาระยะเวลาหลังการตายของปลาในครั้งน้ีกระทําในตัวกลางที่เป็นนํ้า ซึ่งอาจทําให้อัตราการ
สลายตัวของโปรตีนเกิดขึ้นได้เร็วกว่า และองค์ประกอบหลักส่วนใหญ่ในเซลล์สามารถละลายได้ดีในนํ้า  
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ค่าเอนทาลปีและผลรวมของเอนทาลปีไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญในช่วง 0–24 ช่ัวโมงหลัง
การตาย คุณลักษณะดังกล่าวบ่งช้ีถึงปริมาณของโปรตีนที่อยู่ในสภาพเดิม ซึ่งจากการศึกษาของ Beyrer 
และ Klaas (2007) รายงานว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงของเอนทาลปีในปลาหิมะ (Anoplopoma fimbria) 
แช่แข็ง ในทํานองเดียวกัน ขณะที่การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในเทอร์โมแกรมสามารถใช้เป็นตัวช้ีวัดความสด
ใหม่ของเน้ือ แต่เอนทาลปีไม่สามารถใช้ได้ (Kuo et al., 2005) ดังน้ัน อุณหภูมิเริ่มต้น อุณหภูมิพีค 
อุณหภูมิสุดท้าย และช่วงอุณหภูมิของการเสียสภาพของโปรตีน มีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงหลังการตาย
มากกว่าเอนทาลปี และผลรวมของเอลทาลปี 

 
          3. ลักษณะทางจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร ลําไส้ ตับ และกล้ามเนื้อ 
 

    3.1 กระเพาะอาหารและลําไส ้
 

การเปล่ียนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหารและลําไส้หลังการตาย เกิดจากการ
ย่อยตัวเองโดยเอนไซม์และจุลินทรีย์ที่อยู่ภายในอวัยวะดังกล่าวเป็นหลัก (O’Donnell and Baker, 2010; 
Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) จากผลการศึกษาพบว่าส่วนของวิลไลในลําไส้ ผนังเน้ือเยื่อ 
และเซลล์ภายใน lamina propria ของกระเพาะอาหารและลําไส้เสื่อมสภาพลงตามระยะเวลาหลังการตาย 
คล้ายกับการศึกษาการเกิดอะพอพโทซิสในกระเพาะอาหารและลําไส้ของหนูและมนุษย์โดย Hall et al. 
(1994) ที่แสดงให้เห็นว่าอะพอพโทซิสพบมากในเย่ือบุผิวและใน immediate sub-epithelial 
connective tissue ซึ่งในกระเพาะอาหารพบมากที่สุดบริเวณต่อมสร้างนํ้าย่อย ผิวด้านนอกของผนังช้ันใน
สุด และเซลล์บริเวณ lamina propria ในส่วนลําไส้เล็กพบอะพอพโทซิสมากตรงบริเวณปลายของวิลไล ผล
การศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหารและลําไส้หลังการตายสอดคล้องกับกิจกรรมของ
เอนไซม์ย่อยอาหารและการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันทั้งในกระเพาะอาหารและลําไส้เล็ก ในขณะที่
การศึกษาที่ผ่านมาของ Querido (1992) พบว่าความต้านทานไฟฟ้าของผนังกระเพาะอาหารลดลงตาม
ระยะเวลาหลังการตาย ขณะที่ Erlandsson และ Munro (2007) รายงานว่าลักษณะทางจุลกายวิภาคของ
เน้ือเย่ือลําไส้เกิดการเสื่อมสภาพลงเมื่อเวลาผ่านไปหลังการตายเช่นกัน  

 
ลําไส้เป็นอวัยวะที่มีการเน่าเสียเร็วที่สุด รองลงมาคือส่วนของทางเดินอาหารและเหงือก (เนตร

นรินทร์, 2546) ข้อมูลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาคร้ังน้ีซึ่งพบว่าการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกาย
วิภาคหลังการตายในลําไส้เกิดขึ้นเร็วกว่าในกระเพาะอาหาร เน่ืองจากผนังช้ันในสุดของกระเพาะอาหารมี
ความหนากว่าในลําไส้ ซึ่งโดยทั่วไปเซลล์เมือกในต่อมทิวบูลาร์ และเซลล์หลั่งเมือกของต่อมสร้างนํ้าย่อย จะ
ทําหน้าที่ป้องกันผนังช้ันในสุดจากความเป็นกรดแก่ของกระเพาะอาหาร (Morrison and Wright Jr., 
1999) และในลําไส้มีกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารหลายชนิด ได้แก่ เอนไซม์ทริปซิน ไคโมทริปซิน ไลเปส 
และอะไมเลส (Thongprajukaew and Kovitvadhi, 2013) ที่ช่วยส่งเสริมการย่อยสลายให้เร็วขึ้น ในขณะ
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ที่กระเพาะอาหารมีเพียงเอนไซม์เปปซินเป็นหลักเท่าน้ัน รวมทั้งในกระเพาะอาหารและลําไส้มีจุลินทรีย์ชนิด
ต่างๆ (Lactobacillus, Bifidobacterium, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus, 
Clostridium) ในปริมาณที่แตกต่างกัน (Gibson, 1998) นอกจากน้ีในลําไส้มีสภาวะที่ค่อนข้างเป็นกลาง จึง        
ทําให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตและเพ่ิมขึ้นในปริมาณมาก (Macfarlane et al., 1997) โดยเช้ือจุลินทรีย์ที่มีอยู่
ในกระเพาะอาหารส่วนใหญ่จะเป็นแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนในการเติบโตมีประมาณ 10–100 โคโลนีต่อกรัม 
(Naidu et al., 1999) ในขณะที่แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในลําไส้เล็กมีทั้งที่ต้องการและไม่ต้องการออกซิเจนใน
การเจริญเติบโต มีประมาณ 100–1,000 โคโลนีต่อกรัม โดยแบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจนได้พลังงานมา
จากการหมัก (Macfarlane and McBain, 1999) สารอาหารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และกรดอะมิโนที่
เหลือจากการย่อย (Madigan and Martinko, 2005) 
 
    3.2 ตับและตับอ่อน 
 

ตับเป็นอวัยวะท่ีมีการเน่าเสียเร็วมาก (เนตรนรินทร์, 2546) สอดคล้องกับการศึกษานี้ที่พบว่าการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคในตับเกิดขึ้นได้เร็วกว่าในกล้ามเน้ือและท่อทางเดินอาหาร โดยไม่พบ
ลักษณะของตับในขั้นตอนการเก็บตัวอย่างหลังการตาย 24–48 ช่ัวโมง เน่ืองจากตับเป็นอวัยวะที่สะสมไกล
โคเจน และมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึม (Stamatoglou and Hughes, 1994) นอกจากน้ี
ตับอ่อนยังผลิตเอนไซม์ย่อยสลายหลายชนิด ได้แก่ เอนไซม์อะไมเลส ทริปซิน ไคโมทริปซิน และไลเปส 
(Thongprajukaew and Kovitvadhi, 2013) ที่ช่วยส่งเสริมให้การย่อยสลายเร็วขึ้น โดยลักษณะทางจุล
กายวิภาคของตับและตับอ่อนที่เวลา 0 ช่ัวโมงหลังการตาย สอดคล้องกับการศึกษาในปลานิลของ 
Vicentini et al. (2005), Figueiredo-Fernandes et al. (2007) และ Matos et al. (2007) ที่พบว่า
เซลล์ตับปกติมีไซโทพลาซึมทรงสี่เหลี่ยมเนื้อเดียวกัน มีนิวเคลียสทรงกลมขนาดใหญ่อยู่ตรงกลาง เห็นนิวคลี
โอลัสชัดเจน และมีหลอดเลือดและตับอ่อนที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่มแทรกอยู่ ลักษณะทางจุลกายวิภาคของตับ
และตับอ่อนหลังการตายในช่วง 1–12 ช่ัวโมง พบการสลายตัวตามระยะเวลาตามลําดับ โดยไซโทพลาซึม
ของเซลล์ตับจับกันแน่นขึ้น และสูญเสียการเช่ือมต่อระหว่างเซลล์ ทําให้เกิดช่องว่างระหว่างเซลล์ และส่งผล
ต่อเย่ือหุ้มเซลล์ ทําให้เกิดการตายของเซลล์ (Fischer and Dietrich, 2000) องค์ประกอบในเซลล์ตับถูก
แทนที่ด้วยนํ้าเลือด และไม่สามารถทํางานได้ตามปกติ เนื่องจากเซลล์เม็ดเลือดสลายตัว (Li et al., 2003) 
นอกจากน้ียังมีแบคทีเรียในลําไส้แพร่กระจายเข้าสู่ตับ ซึ่งมีทั้งแบคทีเรียที่ต้องการและไม่ต้องการออกซิเจน 
ทําให้ตับเกิดการเน่าเป่ือย และเซลล์ตับสลายตัว (Flanagan et al., 2005) 
 
     3.3 กล้ามเนื้อ 
 

การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือและตับหลังการตายเกิดจากการย่อย
สลายตัวเองของเน้ือเย่ือโดยเอนไซม์ และจุลินทรีย์ที่เจริญอยู่ภายในอวัยวะดังกล่าวเป็นหลัก (Shahidi and 
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Botta, 1994; Yamamoto et al., 1997; Chytiri et al., 2004) โดยลักษณะทางจุลกายวิภาคของ
กล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาวที่เวลา 0 ช่ัวโมงหลังการตายสอดคล้องกับการศึกษาในตัวอย่าง
ปลาแซลมอนของ Kaale และ Eikevik (2013) และปลาช่อนยักษ์อเมซอนของ Carani et al. (2013) ที่
พบว่ากล้ามเน้ือแดงมีเส้นใยกล้ามเน้ือขนาดเล็ก มีรูปร่างไม่ชัดเจน เรียงตัวกันหนาแน่น และมีเส้นเลือดและ
เม็ดเลือดแดงมากกว่ากล้ามเนื้อขาว ลักษณะทางจุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือแดงและกล้ามเน้ือขาวหลังการ
ตายในช่วง 1–48 ช่ัวโมง มีการสลายตามระยะเวลา เน่ืองจากการลดลงของเนื้อเย่ือเก่ียวพัน และมีการ
สลายตัวของเส้นใยกล้ามเนื้อมากขึ้น ทั้งน้ีกล้ามเนื้อของปลาจะมีเน้ือเย่ือเก่ียวพันน้อย แต่มีนํ้ามาก ทําให้
ง่ายต่อการเจริญของจุลินทรีย์ (Manzano-Mazorra et al., 2000) และการทํางานของเอนไซม์ย่อยสลาย
โปรตีน (Smith, 2011) สอดคล้องกับการศึกษาในปลาแพะ ปลากะพงแดง และปลาดุก (Schubring, 
1999) และยังสอดคล้องกับการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน และการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนใน
กล้ามเน้ือแดงและกล้ามเนื้อขาวในการศึกษาคร้ังน้ี นอกจากน้ีในกล้ามเน้ือแดงมีเส้นใยกล้ามเน้ือที่บางกว่า 
และมีกระบวนการเมแทบอลิซึมสูงกว่าในกล้ามเน้ือขาว ทําให้กล้ามเน้ือแดงมีการสลายตัวเร็วกว่า (Martini 
et al., 2014) 

 
4. การศึกษาองค์ประกอบของธาตุจากเกล็ด 
 

การศึกษาครั้งน้ีพบว่าเกล็ดมีการเปลี่ยนแปลงตามระยะเวลาหลังการตาย สังเกตได้จากความแห้ง
ของเกล็ดเมื่อเวลาผ่านไปเน่ืองจากภาวะขาดนํ้า การศึกษาของ Ikoma et al. (2003a) พบว่าอุณหภูมิที่ทํา
ให้เส้นใยคอลลาเจนของสัตว์นํ้าเร่ิมเสียสภาพอยู่ระหว่าง 26–29 องศาเซลเซียส ซึ่งใกล้เคียงกับอุณหภูมินํ้า
ที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ี (24–30 องศาเซลเซียส) ทําให้เกล็ดแห้งและไม่ยืดหยุ่น แต่ยังคงมีเส้นใยคอลลาเจน
เพ่ือค้ําจุนโครงสร้างและสะสมแร่ธาตุอยู่ (Ikoma et al., 2003a; Torres et al., 2012) สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Okuda et al. (2009) ที่พบการกระจายของแร่ธาตุในเกล็ดปลานิลอยู่ในเส้นใยคอลลาเจนแต่
ละเส้น และสะสมอยู่ภายในนิวเคลียสที่อยู่ในช่องว่าง 

 
การวิเคราะห์องค์ประกอบของธาตุจากเกล็ดปลานิลพบทั้งหมด 8 ชนิด โดยธาตุแต่ละชนิดมีการ

เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสําคัญหลังการตาย แต่ไม่มีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่แน่นอนในแต่ละช่วงเวลา ซึ่ง
สามารถนําข้อมูลมาจําแนกความแตกต่างระหว่างระยะเวลาหลังการตายได้โดยใช้ธาตุหลายชนิดร่วมกัน 
เกล็ดเป็นส่วนประกอบที่ทําหน้าที่ปกคลุมบริเวณภายนอกของตัวปลา มีกลไกการสร้างคอลลาเจนภายใน
เกล็ดเองร่วมกับปัจจัยภายนอก และสะสมแร่ธาตุจากสิ่งแวดล้อม (Ikoma et al., 2003a; Okuda et al., 
2009) จึงมีความเป็นไปได้ว่าแร่ธาตุในเกล็ดปลามีการสร้างและสะสมอย่างได้ต่อเน่ืองแม้ปลาตาย 
(Schönbörner et al., 1979) 
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การพบออกซิเจนและคาร์บอนในเกล็ดสูงกว่าธาตุอ่ืน เน่ืองจากเป็นธาตุที่พบได้มากที่สุดใน
สิ่งแวดล้อม (Sauer and Watanabe, 1989; Ikoma et al., 2003a) รองลงมาเป็นไนโตรเจนซึ่งพบในช้ัน
บรรยากาศ ดิน และเป็นส่วนประกอบสําคัญของโปรตีนที่ใช้ในการสร้างคอลลาเจน (Dent et al., 2004; 
Okuda et al., 2009) เช่นเดียวกับฟอสฟอรัส แคลเซียม โซเดียม แมกนีเซียม และกํามะถัน ซึ่งเป็นแร่ธาตุ
ที่จําเป็นในปลา พบได้ในแหล่งนํ้า (Abdullah et al., 1976; Sauer and Watanabe, 1989; Ikoma et 
al., 2003a) โดยหลังการตายของพืชและสัตว์บางชนิด ออกซิเจนมีการสะสมอย่างคงที่ เน่ืองจากเป็นธาตุที่
มีบทบาทสําคัญในการสร้างพลังงานแก่สิ่งมีชีวิต คาร์บอนจะอยู่ในสภาพคาร์บอเนต และละลายออกมาใน
นํ้า ไนโตรเจนสะสมอยู่ในสภาพสารอินทรีย์ ฟอสฟอรัสจะถูกย่อยสลายโดยแบคทีเรียเพ่ือให้เป็นฟอสเฟตท่ี
ละลายนํ้าได้ แคลเซียม โซเดียม และแมกนีเซียมสะสมอยู่ในรูปของเกลือฟอสเฟตและคาร์บอเนต และ
กํามะถันมีการระเหย ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่เติบโตในสภาวะไร้ออกซิเจน (Everstine et al., 
2013; Marini, 2013) 

 
การเพ่ิมขึ้นและลดลงของแร่ธาตุเกิดขึ้นจากหลายสาเหตุ เนื่องจากร่างกายต้องควบคุมสมดุลของแร่

ธาตุต่างๆ อยู่ตลอดเวลา เช่น การขาดแมกนีเซียมทําให้กล้ามเน้ือเกร็งเน่ืองจากขาด ATP ร่างกายจึงต้อง
รักษาสมดุลโดยการเพ่ิมแมกนีเซียม การขาดแคลเซียมทําให้เกล็ดบางลงและหลุดออกง่าย เมื่อมีการลดลง
ของแคลเซียม ร่างกายจะเพ่ิมการสร้างและดูดซับแคลเซียมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของเกล็ด โซเดียมเป็น
ตัวกระตุ้นการย่อยสลายโปรตีน จึงต้องเพ่ิมโซเดียมเพื่อรักษาสภาวะความเป็นกรดด่างของร่างกาย เป็นต้น 
(Sauer and Watanabe, 1989; Ikoma et al., 2003a, 2003b) สําหรับปลาที่ตายแล้ว เกล็ดและผิวหนัง
สามารถดูดซึมธาตุจากสิ่งแวดล้อมได้เช่นเดิม (Schönbörner et al., 1979) สอดคล้องกับการเพ่ิมขึ้นและ
ลดลงของแร่ธาตุตลอดระยะเวลาหลังการตายในการศึกษาครั้งน้ี โดยการย่อยสลายของจุลินทรีย์ทําให้
ร่างกายปล่อยสารอินทรีย์ระเหยง่ายหลายชนิดส่งผลต่อสมบัติทางเคมีกายภาพของนํ้า (Meunier, 1984) 
นอกจากน้ีสารอินทรีย์ระเหยง่ายบางชนิดมีแร่ธาตุเป็นองค์ประกอบ (Iglesias and Medina, 2008; 
Paczkowski et al., 2014) ทําให้เกิดแร่ธาตุในนํ้าซึ่งปลาสามารถดูดซึมผ่านเกล็ดได้ 
 
5. สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก 
 

ระยะเวลาหลังการตายมีผลต่อองค์ประกอบที่ระเหยได้ในซาก โดยส่วนใหญ่เกิดจากการย่อยสลาย
ด้วยจุลินทรีย์ การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์มีปัจจัยหลายอย่างเก่ียวข้อง ทั้งชนิดของจุลินทรีย์ การ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ และปฏิกิริยาเคมีที่เปลี่ยนแปลงภายในร่างกาย ทําให้เกิดกระบวนการสร้างและปล่อย
สารอินทรีย์ระเหยได้ตลอดเวลาหลังการตาย เพ่ือดึงดูดสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ เข้ามายังซาก (Paczkowski and 
Schütz, 2011) สารอินทรีย์ที่ระเหยจากซากแบ่งออกเป็นสารประกอบหลายชนิด ซึ่งการสลายตัวที่
แตกต่างกัน ทําให้มีการปลดปล่อยออกมาในช่วงเวลาที่ต่างกัน (Dent et al., 2004; Paczkowski et al., 
2014) ปริมาณสารอินทรีย์ระเหยท่ีปล่อยออกมาขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม ทั้งอุณหภูมิ ความช้ืน ครอบคลุม
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ถึงปฏิกิริยาเคมีในร่างกาย และการสลายตัวด้วยจุลินทรีย์หลายชนิดที่มีบทบาทแตกต่างกัน โดยในช่วงแรก
ของการสลายตัวเกิดจากแบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจนในการดํารงชีวิต (aerobic bacteria) ทําให้
ออกซิเจนในร่างกายหมดไป และภายหลังมีการย่อยสลายให้เน่าเป่ือยอีกครั้งโดยแบคทีเรียที่เจริญได้ใน
สภาวะที่ไม่มีอากาศ (anaerobic bacteria) (Kasper et al., 2012) 

 
สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากในการศึกษาครั้งน้ี ส่วนใหญ่มีการรายงานแล้วในสัตว์นํ้า เช่น ปลา

ฮอร์สแมคเคอเรล (Trachurus trachurus) (Iglesias and Medina, 2008) ปลา gilthead seabream 
(Sparus aurata) (Iglesias et al., 2009) ปลา whiting (Merlangius merlangus) (Duflos et al., 
2005) และหอยแมลงภู่เปลือกเขียว (Perna canaliculus) (Tuckey et al., 2013) ซึ่งเป็นการศึกษาหลัง
การตายที่เก็บรักษาในอุณหภูมิตํ่า หรือการศึกษาในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น หนู (Kasper et al., 2012) 
แกะ (Bhatt et al., 2013) สุกร (Dekeirsschieter et al., 2009; von Hoermann et al., 2011; 
Brasseura et al., 2012; Cablk et al., 2012; Paczkowski et al., 2014; Armstrong et al., 2016) 
วัว และมนุษย์ (Cablk et al., 2012) ซึ่งส่วนใหญ่เป็นการศึกษาภายใต้สภาพภูมิอากาศหรือฤดูที่แตกต่าง
กัน จึงสามารถนําสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากในการศึกษาครั้งน้ี มาใช้ในการจําแนกระยะเวลาหลังการ
ตายของสัตว์นํ้าในสภาวะปกติได้ ยกเว้นสารกลุ่มเทอร์พีน ได้แก่ à-humulene ที่ตรวจพบในช่วงเวลา 2–4 
ช่ัวโมง และ trans-caryophyllene ที่พบในบางช่วงเวลา ไม่อยู่ในกลุ่มสารอินทรีย์ระเหยในซาก แต่มีการ
ตรวจพบเล็กน้อยในการศึกษาก่อนหน้าน้ี (Statheropoulos et al., 2005) ซึ่งเป็นสารที่เกิดขึ้นในวิถีกรด
เมวาโลนิค (mevalonic acid pathway) ในพืชและสัตว์ (Adams et al., 1996)  

 
การเปลี่ยนแปลงสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซาก สามารถดึงดูดให้แมลงชนิดต่างๆ เข้ามาแพร่พันธ์ุ

และอาศัยอาหารจากซาก ซึ่งแบ่งได้ 3 กลุ่มหลัก คือ กลุ่มที่ เข้ามาอาศัยและกินอาหารจากซาก 
(necrophagous species) เช่น แมลงวัน และด้วงเขาสัตว์ กลุ่มที่เข้ามาอาศัยและกินแมลงในกลุ่มแรก 
(predator species) เช่น แมลงปีกแข็ง มด และผึ้ง และกลุ่มเข้ามาอาศัยกินซากและกินแมลงในกลุ่มแรก 
(scavenger and omnivorous species) ส่วนมากเป็นแมลงในกลุ่มด้วง และมด (Kulshrestha and 
Satpathy, 2001; Klotzbach et al., 2004) โดยการเข้ามาใช้ประโยชน์ในซากสัตว์นํ้าของแมลงยังไม่เคยมี
การรายงานมาก่อน จากการศึกษาของ Stensmyr et al. (2002) ในม้า พบว่า polysulphides ในกลุ่ม
สารประกอบกํามะถันเป็นสารอินทรีย์ระเหยที่สําคัญในการดึงดูดแมลงกินซากเข้ามายังซาก รวมทั้งแมลงวัน
หัวเขียว และด้วงสัปเหร่อ การศึกษาของ von Hoermann et al. (2011) ในสุกรพบว่า benzyl butyrate 
ในกลุ่มเอสเทอร์เป็นสารที่ดึงดูดด้วงเขาสัตว์ตัวผู้โดยเฉพาะ ซึ่งสารทั้งสองชนิดไม่พบในการศึกษาในคร้ังน้ี 
นอกจากน้ียังมีกรดไขมันสายสั้นบางชนิดที่รายงานว่าสามารถดึงดูดแมลงวันในวงศ์ Piophilidae และ 
Calliphoridae ตัวเต็มวัย แมลงดูดเลือด ด้วงมูลสัตว์ และต๊ักแตนกินซากได้ (Wolff et al., 2001; 
Barrozo and Lazzari, 2004; Dormont et al., 2010; Whitman and Richardson, 2010) 
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สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากท่ีสามารถนํามาใช้ระบุเวลาหลังการตายได้ในการศึกษาครั้งน้ี 
ประกอบด้วยสารที่พบในช่วงเวลาหลังการตาย 4 ช่ัวโมง ได้แก่ สารประกอบในกลุ่มแอลดีไฮด์ คือ 
pentanal และสารประกอบคีโตน คือ 2,3-pentanedione ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Iglesias และ 
Medina (2008) ที่รายงานว่าการพบ 2,3-pentanedione เป็นตัวบ่งช้ีถึงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
ไขมันในเน้ือปลาแช่แข็ง สารที่พบในช่วงเวลาหลังการตาย 12 ช่ัวโมง ได้แก่ สารประกอบในกลุ่ม
แอลกอฮอล์ คือ 1-hexanol, 1-penten-3-ol และ 2-octen-1-ol และสารประกอบเอสเทอร์ คือ 
hexadecanoic acid ethyl ester โดยการพบ 1-hexanol สอดคล้องกับงานวิจัยของ Paczkowski และ 
Schütz (2011) ที่รายงานว่าเป็นสารที่เกิดจากเผาผลาญอาหารของเชื้อรา และสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Iglesias และ Medina (2008) ที่รายงานว่า 1-penten-3-ol เป็นตัวบ่งช้ีถึงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของไขมันในเน้ือปลาฮอร์สแมคเคอเรล สารท่ีพบในช่วงเวลาหลังการตาย 24 ช่ัวโมง ได้แก่ สารประกอบใน
กลุ่มแอลกอฮอล์ คือ (5Z)-octa-1,5-dien-3-ol สารประกอบในกลุ่มแอลดีไฮด์ คือ 2-octenal, hexanal, 
heptanal, nonanal และ octanal สารประกอบเอสเทอร์ คือ hexadecanoic acid methyl ester 
สารประกอบคีโตน คือ 2-pentyl-furan, 2,3-octanedione และ 3,5-octadien-2-one และ
สารประกอบอะโรมาติก คือ 1,2,3,4-tetrahydro-1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)- ซึ่งสารประกอบอะ
โรมาติกได้มาจากการย่อยสลายของจุลินทรีย์ของกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติก ได้แก่ ไทโรซีน ฟีนิลอะลานีน 
และทริปโตเฟน (Vass et al., 1992; Dent et al., 2004; Paczkowski and Schütz, 2011) สอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Iglesias และ Medina (2008) ที่รายงานว่าการพบ 2,3-octanedione เป็นตัวบ่งช้ีถึงการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในเน้ือปลาแช่แข็ง และสารที่พบในช่วงเวลาหลังการตาย 48 ช่ัวโมง ได้แก่ 
สารประกอบในกลุ่มแอลกอฮอล์ คือ 1-octanol, 1-octen-3-ol และ 1-pentanol สารประกอบในกลุ่มอัล
เคน คือ pentadecane และสารประกอบแอโรมาติก คือ benzaldehyde 

 
สารท่ีพบในบางช่วงเวลา ซึ่งสามารถใช้ระบุเวลาหลังการตายได้เช่นกัน ประกอบด้วยสารที่พบใน

ช่วงเวลา 1–12 ช่ัวโมงหลังการตาย ได้แก่ สารประกอบในกลุ่มแอลดีไฮด์ คือ hexadecanal สารที่พบใน
ช่วงเวลา 8–24 ช่ัวโมงหลังการตาย ได้แก่ สารประกอบอะโรมาติก คือ benzeneacetaldehyde สารที่พบ
ในช่วงเวลา 12–24 ช่ัวโมงหลังการตาย ได้แก่ สารประกอบในกลุ่มแอลกอฮอล์ คือ 2,6-dimethyl-4-
heptanol สารที่พบในช่วงเวลา 12–48 ช่ัวโมงหลังการตาย ได้แก่ สารประกอบในกลุ่มแอลกอฮอล์ คือ 1-
butanol ซึ่ง 1-butanol มีการรายงานว่าเป็นผลิตภัณฑ์ประเภทหมักที่ได้จากกระบวนการสลายนํ้าตาล
ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจน (Dent et al., 2004; Boumba et al., 2008) และสารประกอบในกลุ่มแอลดี
ไฮด์ คือ 3-methyl-butanal ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ma et al. (2012) ที่พบ 3-methyl-butanal 
ในเนื้อวัวหลังการตาย 24 ช่ัวโมง สารที่พบในช่วงเวลา 24–48 ช่ัวโมงหลังการตาย ได้แก่ สารประกอบใน
กลุ่มแอลกอฮอล์ คือ isoamyl alcohol สารประกอบในกลุ่มแอลดีไฮด์ คือ 2-isopropyl-5-methyl-2-
hexenal สารประกอบในกลุ่มเอมีน คือ 3-methylbutyl-2-phenylethylidene amine และ 3-
methylbutyl-(3-methylbutylidene) amine สารประกอบอะโรมาติก คือ 4-methyl-phenol และ 
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phenol และสารประกอบกํามะถัน คือ dimetyl disulfide และ dimetyl trisulfide สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Paczkowski et al. (2014) ที่พบสาร 4-methyl-phenol, dimetyl disulfide และ 
dimetyl trisulfide ในระยะอืดไปจนถึงระยะเน่าสลายแบบสมบูรณ์ของซากหมู ซึ่งช่วงเวลา 24–48 ช่ัวโมง
หลังการตายของปลานิลเป็นระยะสิ้นสุดการเกร็งตัว และซากปลาเริ่มเน่าเสียเช่นกัน 
 



 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

ระยะเวลาหลังการตายส่งผลต่อการทํางานของระบบย่อยอาหาร โดยการตรวจสอบดัชนีของ
ทางเดินอาหาร ความเข้มข้นของโปรตีน กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ย่อยอาหาร และการต้านปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน พบว่าตัวแปรดังกล่าวทั้งหมดมีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสําคัญตามระยะเวลาหลังการตาย 
สอดคล้องกับการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร ลําไส้ และตับที่เสื่อมสภาพลง 
การวิเคราะห์ความเข้มข้นโปรตีน ลักษณะทางจุลกายวิภาค และการทํางานของเอนไซม์ย่อยอาหารพบว่า
การเปลี่ยนแปลงในลําไส้เกิดขึ้นเร็วกว่าในกระเพาะอาหาร รวมท้ังเอนไซม์ย่อยไขมันมีความไวต่อการ
เปลี่ยนแปลงหลังการตายมากกว่าเอนไซม์ย่อยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต  

 
การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์คาเทปซิน การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน  สมบัติเชิงความร้อน และ

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของกล้ามเน้ือ พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสําคัญและมีศักยภาพในการ
ประเมินระยะเวลาหลังการตายได้ โดยการวิเคราะห์การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH มีความไว
ต่อการเปลี่ยนแปลงมากกว่าวิธี reducing power และกล้ามเนื้อขาวมีประสิทธิภาพในการนํามาใช้
พยากรณ์ระยะเวลาหลังการตายมากกว่ากล้ามเน้ือแดง ส่วนการวิเคราะห์สมบัติเชิงความร้อนบ่งช้ีว่าแอก
ทินมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงหลังการตายมากกว่าไมโอซิน   

 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและองค์ประกอบของธาตุจากเกล็ดมีการเปลี่ยนแปลงตามระยะเวลาหลัง

การตาย โดยพบธาตุหลักทั้งหมด 8 ชนิด ซึ่งมีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่ไม่แน่นอนในแต่ละช่วงเวลา ส่วน
สารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากพบท้ังหมด 65 ชนิด ประกอบด้วยสารในกลุ่มแอลกอฮอล์ 14 ชนิด แอลดีไฮด์ 
17 ชนิด อัลเคน 2 ชนิด เอมีน 2 ชนิด สารประกอบอะโรมาติก 9 ชนิด เอสเทอร์ 4 ชนิด อินโดล 2 ชนิด คี
โตน 11 ชนิด สารประกอบกํามะถัน 2 ชนิด และเทอร์พีน 2 ชนิด โดยสารเกือบทุกกลุ่มมีการเปลี่ยนแปลง
อย่างมีนัยสําคัญหลังการตายเช่นกัน 

 
การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าสามารถใช้การเปล่ียนแปลงของระบบย่อยอาหาร กล้ามเนื้อ เกล็ด

และสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากปลาที่ลอยอยู่ในนํ้าสําหรับประมาณช่วงเวลาหลังการตายของสัตว์นํ้า ซึ่ง
ข้อมูลดังกล่าวอาจเป็นประโยชน์ในการใช้สืบสวนและสอบสวนคดีความที่เก่ียวข้องกับการตายของสัตว์นํ้า
ในฟาร์มเลี้ยง การตายจากการถูกทารุณกรรม หรือใช้ประมาณช่วงเวลาหลังการตายในการขนส่งสัตว์นํ้าที่
สําคัญทางเศรษฐกิจทั้งสัตว์นํ้าที่ใช้บริโภคเป็นอาหารและสัตว์นํ้าสวยงาม ในกรณีที่มีการทําประกันภัยความ
เสียหายระหว่างการขนส่ง เป็นต้น 
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ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะสําหรับการวิจัยต่อไป 
 

1. การศึกษาครั้งน้ีเป็นการทดลองในระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น ยังไม่สามารถนําข้อมูลไป
ประยุกต์ใช้ในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์ได้โดยตรง ควรทําการวิจัยที่เก่ียวข้องกับตัวแปรที่จําเพาะต่อการเกิด
มลพิษทางนํ้าเพ่ิมเติม เพ่ือประยุกต์ใช้ในงานนิติวิทยาศาสตร์ เช่น อุณหภูมิของน้ํา ชนิดของมลสาร และค่า
พีเอช เป็นต้น หรือทดสอบเกี่ยวกับสถานการณ์ที่เป็นการทารุณกรรมสัตว์นํ้า เช่น การอดอาหาร การปล่อย
สารที่เป็นพิษลงในฟาร์มเลี้ยง หรือตัดกระแสไฟฟ้าทําให้สตัว์นํ้าขาดออกซิเจน เป็นต้น นอกจากน้ีปลาต่าง
ชนิดกันอาจมีกลไกการทํางานของร่างกายท่ีแตกต่างกัน จึงควรดําเนินการทดสอบในปลาชนิดอ่ืนๆ ด้วย ซึ่ง
สถานการณ์ดังกล่าวอาจสามารถนํามาใช้ในการพิจารณาของศาลได้ 

 
2. ควรศึกษาบทบาทของเอนไซม์ไคโมทริปซินและเอนไซม์คาเทปซินเอชเพ่ิมเติม เพ่ือให้เข้าใจถึง

บทบาทการทํางานหลังการตายมากย่ิงขึ้น เน่ืองจากเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด มีการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรมที่มี
นัยสําคัญ และแตกต่างจากกิจกรรมของเอนไซม์ชนิดอ่ืนๆ ทีศ่ึกษา 

 
3. ควรศึกษารูปแบบของโปรตีนในกล้ามเน้ือโดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซสิ (sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE) เพ่ือตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในทาง
ชีวเคมีในแต่ละช่วงเวลาหลังการตาย 

 
4. การศึกษาเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงทางจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร ลําไส้ ตับ และ

กล้ามเน้ือ ควรทําซ้ําเพ่ิมเติม และตรวจวัดข้อมูลทางมอร์โฟเมตริก (morphometric) เพ่ือนําข้อมูลดังกล่าว
มาสร้างสมการถดถอยสําหรับพยากรณ์ระยะเวลาหลังการตาย 

 
5. ควรศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับแร่ธาตุปริมาณน้อย (trace elements) จากเกล็ดหลังการตาย เพ่ือ

นํามาใช้เป็นข้อมูลในการประมาณระยะเวลาหลังการตายได้แม่นยําย่ิงขึ้น 
 
6. ควรศึกษาสารอินทรีย์ที่ระเหยได้ในซากในระยะเวลาหลังการตายที่นานข้ึน เน่ืองจากมี

สารอินทรีย์ระเหยง่ายบางชนิดที่พบตลอดช่วงระยะเวลาหลังการตาย 48 ช่ัวโมง หรือพบในช่วงท้ายของ
การศึกษาครั้งน้ี ซึ่งมีแนวโน้มที่สามารถพบได้อีกในระยะเวลาถัดไป อีกทั้งยังมีสารบางชนิดที่พบในช่ัวโมงที่ 
48 หลังการตายเท่าน้ัน ซึ่งอาจมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นอีกในระยะเวลาหลังการตายที่นานข้ึน 
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Postmortem Changes of Digestive System in Nile Tilapia, Oreochromis niloticus 
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º·¤Ñ Ấ�Í 
µÃÇ¨ÊÍº¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§ÃÐººÂ"ÍÂÍÒËÒÃ¢Í§»ÅÒ¹ÔÅ Oreochromis niloticus ÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ

ã¹ª"Ç§àÇÅÒ 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 áÅÐ 48 ªÑèÇâÁ§ ¼Å¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ¾ºÇ"Ò´Ñª¹Õ¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃµ"Í¹éíÒË¹Ñ¡µÑÇÁÕ¤"Ò
Å´Å§µÒÁÃÐÂÐàÇÅÒ (P < 0.05) áÅÐÁÕ¤ÇÒÁÊÑÁ¾Ñ¹¸!áººá»Ã¼Ñ¹µÃ§¡Ñº¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§à»»«Ô¹     

(r = 0.927,
 
P < 0.01, n = 32) ÊíÒËÃÑº¡ÒÃÈÖ¡ÉÒã¹ÅíÒäÊ�¾ºÇ"Ò´Ñª¹ÕÁÕ¤"ÒÅ´Å§µÒÁÃÐÂÐàÇÅÒàª"¹à´ÕÂÇ¡Ñ¹ (P < 

0.05) áÅÐÁÕ¤ÇÒÁÊÑÁ¾Ñ¹¸!áººá»Ã¼Ñ¹µÃ§¡Ñº¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§·ÃÔ»«Ô¹ (r = 0.790,
 
P < 0.01, n = 

32) ấÂ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§ã¹ÅíÒäÊ�¨Ðà¡Ô´¢Öé¹àÃçÇ¡Ç"Òã¹¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ áÅÐäÁ"ÊÒÁÒÃ¶µÃÇ¨ÊÍº¡Ô¨¡ÃÃÁä́�
ÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ 48 ªÑèÇâÁ§ ¼Å¡ÒÃÈÖ¡ÉÒáÊ´§ãË�àËç¹Ç"Ò¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§ÃÐººÂ"ÍÂÍÒËÒÃÍÒ¨ÊÒÁÒÃ¶ãª�
à»#¹¢�ÍÁÙÅàº×éÍ§µ�¹ã¹¡ÒÃ¨íÒá¹¡ÃÐÂÐàÇÅÒÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ¢Í§ÊÑµÇ!¹éíÒä́�  

 

ABSTRACT  

Postmortem intervals (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h) of digestive system were investigated in 

Nile tilapia, Oreochromis niloticus. Stomasomatic index decreased with postmortem interval              

(P < 0.05) and had positive relationship with change of pepsin activity (r = 0.927,
 
P < 0.01, n = 32). 

Intestosomatic index was also decreased (P < 0.05) and had positive relationship with trypsin activity 

(r = 0.790,
 
P < 0.01, n = 32). More rapid postmortem changes were observed in the intestine than in 

the stomach, as indicated by the absence of trypsin activity after 48 h postmortem time. These 

findings suggest that postmortem changes of digestive system can be used as a primary data for 

identification of postmortem interval in aquatic animals. 

 

 

Key  Words: intestine, Nile tilapia, pepsin, postmortem, stomach, trypsin 
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ÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ¢Í§ÊÑµÇ!¨Ðà¡Ô´¡ÒÃÂ"ÍÂÊÅÒÂµÑÇàÍ§ (autolysis) ¢Í§à«ÅÅ!áÅÐà¹×éÍàÂ×èÍ à¹×èÍ§¨Ò¡
¡ÃÐºÇ¹¡ÒÃ·íÒ§Ò¹¢Í§àÍ¹ä«Á!Â"ÍÂâ»ÃµÕ¹ã¹à«ÅÅ! ÃÇÁ·Ñé§¡ÒÃÂ"ÍÂÊÅÒÂấÂ¨ØÅÔ¹·ÃÕÂ!ª¹Ô´µ"Ò§æ·ÕèÁÕÍÂÙ" ¡ÒÃ
à»ÅÕèÂ¹á»Å§ÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ¨Ð·íÒãË�¼¹Ñ§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃÁÕÅÑ¡É³ÐÂØ"ÂáÅÐºÒ§ ËÃ×Í·ÐÅØà»#¹ÃÙ áÅÐ¼¹Ñ§ÅíÒäÊ�ÁÕ
¡ÒÃÅÍ¡ËÅØ´¢Í§àÂ×èÍàÁ×Í¡ ·íÒãË�¹éíÒÂ"ÍÂ¨Ò¡µÑºÍ"Í¹ÍÍ¡ÁÒÂ"ÍÂä¢ÁÑ¹ºÃÔàÇ³´�Ò¹¹Í¡áÅÐã¹ª"Í§·�Í§ 
¹Í¡¨Ò¡¹Ñé¹ ¡ÒÃà¹"Òã¹¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃáÅÐÅíÒäÊ�¨Ð·íÒãË�ÁÕ¡$Ò«äÎấÃà¨¹«ÑÅä¿́ !ÊÐÊÁã¹»ÃÔÁÒ³ÁÒ¡ à¡Ô´áÃ§
¡´ä»·ÕèÍÇÑÂÇÐÀÒÂã¹ª"Í§·�Í§ áÅÐÍÒ¨·íÒãË�¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃáµ¡ä́� ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ·Õè
ÊíÒ¤Ñ­¤×Íá¡Êâ·ÃÁÒÅÒà«ÕÂ (gastromalacia) «Öè§¾ºã¹¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃÊ"Ç¹º¹ (gastric fundus) ·íÒãË�¼¹Ñ§
¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃàË¹ÕÂÇÅ×è¹ ºÒ§ áÅÐà¡Ô´ÃÙ¾ÃØ¹à¹×èÍ§¨Ò¡¡ÒÃÂ"ÍÂ¢Í§àÍ¹ä«Á!·ÕèÁÕÍÂÙ" (endogenous enzyme) 

(Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) ¡ÒÃ»ÃÐÁÒ³ª"Ç§àÇÅÒÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂã¹ÊØ¹Ñ¢ºÕà¡ÔéÅ¾ºÇ"ÒÅÑ¡É³Ð
·Ò§¨ØÅ¡ÒÂÇÔÀÒ¤¢Í§à¹×éÍàÂ×èÍÅíÒäÊ� ÁÕ¡ÒÃàÊ×èÍÁÊÀÒ¾Å§àÁ×èÍàÇÅÒ¼"Ò¹ä»ËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ (Erlandsson and Munro, 

2007) ¢³Ð·Õè¡ÒÃÈÖ¡ÉÒã¹Ë¹Ù¾ºÇ"Ò¤ÇÒÁµ�Ò¹·Ò¹ä¿¿%Ò¢Í§¼¹Ñ§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃÁÕ¤ÇÒÁÊÑÁ¾Ñ¹¸!¡ÑºÃÐÂÐàÇÅÒ
¡ÒÃµÒÂ (Querido, 1992)  

¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃáÅÐÅíÒäÊ�ÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ¨Ðà¹�¹ÈÖ¡ÉÒã¹ÊÑµÇ!º¡ àª"¹ Ë¹Ù áÅÐ
ÊØ¹Ñ¢ (Querido, 1992; Erlandsson and Munro, 2007) ÊíÒËÃÑºã¹ÊÑµÇ!¹éíÒÊ"Ç¹ãË­"̈ÐÁØ"§à¹�¹ÈÖ¡ÉÒÀÒÂãµ�
ÊÀÒÇÐÍØ³ËÀÙÁÔµèíÒ à¾×èÍ»ÃÐâÂª¹!ã¹¡ÒÃÂ×́ÍÒÂØ¡ÒÃà¡çºÃÑ¡ÉÒ áÅÐ¤§ÊÀÒ¾¼ÅÔµÀÑ³±!ã¹´�Ò¹ÍØµÊÒË¡ÃÃÁÍÒËÒÃ
à»#¹ËÅÑ¡ (Aoki et al., 2002; Wang et al., 2007) ¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§ËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ (postmortem 

change) ã¹ÊÀÒÇÐã¡Å�à¤ÕÂ§¸ÃÃÁªÒµÔ¢Í§»ÅÒ¹ÔÅ Oreochromis niloticus ¨Ö§ÍÒ¨ãª�à»#¹¢�ÍÁÙÅàº×éÍ§µ�¹ã¹¡ÒÃ
¨íÒá¹¡ÃÐÂÐàÇÅÒÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ (postmortem interval) ¢Í§ÊÑµÇ!¹éíÒä́� ¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ¤ÃÑé§¹Õé̈Ö§ÁÕÇÑµ¶Ø»ÃÐÊ§¤!à¾×èÍ
»ÃÐàÁÔ¹¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§´Ñª¹Õ¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ áÅÐÅíÒäÊ� áÅÐ¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!ã¹ÍÇÑÂÇÐ´Ñ§¡Å"ÒÇấÂãª�
»ÅÒ¹ÔÅá»Å§à¾Èà»#¹µ�¹áººã¹¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ 

 

ÍØ»¡Ã³!áÅÐÇÔ Õ̧¡ÒÃ 
¡ÒÃàµÃÕÂÁµÑÇÍÂ�Ò§»ÅÒ¹ÔÅ  

»ÃÑºÊÀÒ¾»ÅÒ¹ÔÅá»Å§à¾È O. niloticus ÍÒÂØ 4 à´×Í¹ à»#¹àÇÅÒ 15 ÇÑ¹ ấÂãË�ÍÒËÒÃ·ÕèÁÕâ»ÃµÕ¹ 30 

à»ÍÃ!à«ç¹µ! ¨íÒ¹Ç¹ 2 ¤ÃÑé§µ"ÍÇÑ¹ áÅÐãË�áÊ§à»#¹àÇÅÒ 12 ªÑèÇâÁ§µ"ÍÇÑ¹ »ÃÑºÊÀÒ¾¹éíÒã¹º"ÍãË�ÁÕÍØ³ËÀÙÁÔ 29.60 ! 

0.15 Í§ÈÒà«Åà«ÕÂÊ ¾ÕàÍª 6.95 ! 0.02  »ÃÔÁÒ³ÍÍ¡«Ôà¨¹·ÕèÅÐÅÒÂ¹éíÒ 5.05 ! 0.01 ÁÔÅÅÔ¡ÃÑÁµ"ÍÅÔµÃ áÅÐ
»ÃÔÁÒ³áÍÁâÁà¹ÕÂ 0.94 ! 0.15 ÁÔÅÅÔ¡ÃÑÁµ"ÍÅÔµÃ 

 
¡ÒÃà¡çºµÑÇÍÂ�Ò§»ÅÒ  

Í´ÍÒËÒÃ»ÅÒ¹ÔÅá»Å§à¾Èà»#¹àÇÅÒ 48 ªÑèÇâÁ§ ¡"Í¹¡ÒÃà¡çºµÑÇÍÂ"Ò§ ËÅÑ§¨Ò¡¹Ñé¹ÊØ"Á»ÅÒ¨íÒ¹Ç¹ 32 µÑÇ 
(8 ª"Ç§àÇÅÒ " 4 «éíÒ) ·ÕèÁÕ¤ÇÒÁÂÒÇáÅÐ¹éíÒË¹Ñ¡ã¡Å�à¤ÕÂ§¡Ñ¹ (¹éíÒË¹Ñ¡ 105.83 ! 1.66 ¡ÃÑÁ áÅÐ¤ÇÒÁÂÒÇµÅÍ´
ÅíÒµÑÇ 18.55 ! 0.14 à«¹µÔàÁµÃ) ÊÅº»ÅÒấÂãª�¹éíÒá¢ç§ áÅÐ¹íÒÁÒÅÍÂã¹ÀÒª¹Ð·Ã§ÊÕèàËÅÕèÂÁ¼×¹¼�Ò (32 " 43 " 

11 à«¹µÔàÁµÃ) ·ÕèÁÕÃÐ´Ñº¹éíÒÊÙ§ 7 à«¹µÔàÁµÃ ËÅÑ§¨Ò¡¹Ñé¹¼"ÒµÑ´à¡çºµÑÇÍÂ"Ò§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃáÅÐÅíÒäÊ�ã¹àÇÅÒ 0, 
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1, 2, 4, 8, 12, 24 áÅÐ 48 ªÑèÇâÁ§ à¾×èÍãª�ã¹¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ´Ñª¹Õ¢Í§¹éíÒË¹Ñ¡¢Í§ÍÇÑÂÇÐ áÅÐ¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!Â"ÍÂ
â»ÃµÕ¹ 

 

¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ¡Ô ¡̈ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!à»»«Ô¹áÅÐ·ÃÔ»«Ô¹   
Ê¡Ñ´àÍ¹ä«Á!¨Ò¡¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃáÅÐÅíÒäÊ�¢Í§»ÅÒ¹ÔÅµÒÁÇÔ¸Õ¡ÒÃ¢Í§ Rungruangsak and Utne 

(1981) ÈÖ¡ÉÒ¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!à»»«Ô¹ (EC 3.4.23.1) ¨Ò¡¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ µÒÁÇÔ¸Õ¡ÒÃ¢Í§ Rungruangsak 

and Utne (1981) ấÂãª�à¤«Õ¹à»#¹ÊÑºÊàµÃ· áÅÐÈÖ¡ÉÒ¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!·ÃÔ»«Ô¹ (EC 3.4.21.4) ¨Ò¡ÅíÒäÊ�
àÅç¡ µÒÁÇÔ¸Õ¡ÒÃ¢Í§ Rungruangsak-Torrissen et al. (2006) ấÂãª� Benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide à»#¹
ÊÑºÊàµÃ· ÊíÒËÃÑº»ÃÔÁÒ³â»ÃµÕ¹¨Ò¡àÍ¹ä«Á!Ê¡Ñ´ÈÖ¡ÉÒµÒÁÇÔ¸Õ¡ÒÃ¢Í§ Lowry et al. (1951) ấÂãª� bovine 

serum albumin à»#¹â»ÃµÕ¹ÁÒµÃ°Ò¹ 

 

¡ÒÃÇÔà¤ÃÒÐË!¢"ÍÁÙÅ·Ò§Ê¶ÔµÔ  
ÇÒ§á¼¹¡ÒÃ·´ÅÍ§áººÊØ"ÁÊÁºÙÃ³! ·íÒ¡ÒÃ·´ÅÍ§ 4 «éíÒ (n = 4) ÃÒÂ§Ò¹¼Å¢�ÍÁÙÅã¹ÃÙ»¤"Òà©ÅÕèÂ ! 

¤ÇÒÁ¤ÅÒ´à¤Å×èÍ¹ÁÒµÃ°Ò¹ (standard error of mean: SEM) ÇÔà¤ÃÒÐË!¤ÇÒÁá»Ã»ÃÇ¹¢Í§¢�ÍÁÙÅáºº·Ò§
à´ÕÂÇ à»ÃÕÂºà·ÕÂº¢�ÍÁÙÅấÂãª� Duncan Multiple Range Test ·ÕèÃÐ´Ñº¹ÑÂÊíÒ¤Ñ­ 0.05 ấÂ áÅÐËÒ¤ÇÒÁÊÑÁ¾Ñ¹¸!
ÃÐËÇ"Ò§¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!¡Ñº́ Ñª¹Õ¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃËÃ×ÍÅíÒäÊ�µ"Í¹éíÒË¹Ñ¡µÑÇấÂãª� Pearson correlation 

áÅÐÃÒÂ§Ò¹¼Åà»#¹ÊÑÁ»ÃÐÊÔ·¸ÔìÊËÊÑÁ¾Ñ¹¸! (correlation coefficient: r) 

 

¼ÅáÅÐÇÔ Ò̈Ã³!¼Å¡ÒÃ·́ ÅÍ§ 

1. ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ  
´Ñª¹Õ¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃµ"Í¹éíÒË¹Ñ¡µÑÇÁÕ¤"ÒÅ´Å§µÒÁÃÐÂÐàÇÅÒ (Figure 1, P < 0.05, n = 4 ) ¡ÒÃ

à»ÅÕèÂ¹á»Å§´Ñ§¡Å"ÒÇÊÍ´¤Å�Í§¡Ñº¡ÒÃà¡Ô´á¡Êâ·ÃÁÒÅÒà«ÕÂ ·íÒãË�¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃÁÕÅÑ¡É³ÐàË¹ÕÂÇÅ×è¹ ¼¹Ñ§ºÒ§ 

áÅÐà¡Ô´ÃÙ¾ÃØ¹¨Ò¡¡ÒÃÂ"ÍÂ¢Í§àÍ¹ä«Á!·ÕèÁÕÍÂÙ"ã¹¡ÃÐà¾ÒÐ (Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) ¡ÒÃ
à»ÅÕèÂ¹á»Å§´Ñ§¡Å"ÒÇ·íÒãË�â»ÃµÕ¹áÅÐâÀª¹ÐÍ×è¹æ à¡Ô´¡ÒÃÊÅÒÂµÑÇ áÅÐÅÐÅÒÂã¹µÑÇ¡ÅÒ§·Õèà»#¹¹éíÒ ·íÒãË�
¹éíÒË¹Ñ¡¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃàÁ×èÍà·ÕÂº¡Ñº¹éíÒË¹Ñ¡µÑÇÁÕá¹Çâ¹�ÁÅ´Å§ ¹Í¡¨Ò¡¹Õé ÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂÂÑ§ÁÕ¡ÒÃ
à»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§¤ÇÒÁµ�Ò¹·Ò¹ä¿¿%Ò¢Í§¼¹Ñ§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ «Öè§ÍÒ¨à¡Ô´¢Öé¹à¹×èÍ§¨Ò¡ª"Í§Ç"Ò§ÃÐËÇ"Ò§à«ÅÅ! ËÃ×Í
¡ÒÃ¹íÒä¿¿%Ò¢Í§¢Í§àËÅÇ·ÕèÍÂÙ"ÀÒÂã¹ËÃ×ÍÀÒÂ¹Í¡à«ÅÅ!ÁÕ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§ (Querido, 1992)  

¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!à»»«Ô¹ (Figure 2) ÁÕ¤ÇÒÁÊÑÁ¾Ñ¹¸!ÍÂ"Ò§ÁÕ¹ÑÂÊíÒ¤Ñ­¡Ñº¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§
¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ (r = 0.927,

 
P < 0.01, n = 32) à¹×èÍ§¨Ò¡¡ÒÃà¡Ô´á¡Êâ·ÃÁÒÅÒà«ÕÂ·íÒãË�à¡Ô´ÍÍâµäÅ«ÔÊ «Öè§Ê"§¼Å

ãË�µ"ÍÁÊÃ�Ò§¹éíÒÂ"ÍÂ¶Ù¡·íÒÅÒÂ (Laczniak et al., 2011) »ÃÐ¡Íº¡ÑºÃÐÂÐàÇÅÒÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂÁÕ¼Åµ"Í¡ÒÃàÊÕÂ
ÊÀÒ¾¸ÃÃÁªÒµÔ¢Í§àÍ¹ä«Á! ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§´Ñ§¡Å"ÒÇÊ"§¼ÅãË�¡ÒÃÂ"ÍÂâ»ÃµÕ¹ÁÕá¹Çâ¹�ÁÅ´Å§ áÅÐÊÒÁÒÃ¶
¨íÒá¹¡ÃÐÂÐàÇÅÒËÅÑ§¡ÒÃµÒÂµÒÁ¡ÒÃ·íÒ§Ò¹ (functionality) ¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃä́� 3 ª"Ç§àÇÅÒ ¤×Í ª"Ç§ 0�8 

ªÑèÇâÁ§ (¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!ÁÕ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§ÍÂ"Ò§ª�Òæ) ª"Ç§ 8�24 ªÑèÇâÁ§ (¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!Å´Å§ÍÂ"Ò§
ÃÇ´àÃçÇáÅÐ¤"Í¹¢�Ò§¤§·Õè) áÅÐ ª"Ç§ 24�48 ªÑèÇâÁ§ (¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!Å´Å§ÍÂ"Ò§ÃÇ´àÃçÇáÅÐÁÕ¤"ÒµèíÒÊØ´)  
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Figure 1 Postmortem changes (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h) of stomasomatic index in Nile tilapia. 

Data were expressed as mean ! SEM (n = 4). Different superscripts indicate significant 

differences between postmortem intervals (P < 0.05). 

 

 
 
Figure 2 Postmortem changes (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h) of pepsin specific activity (mU mg 

protein
�1

) in Nile tilapia. Data were expressed as mean ! SEM (n = 4). Different 

superscripts indicate significant differences between postmortem intervals (P < 0.05). 
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2. ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§ÅíÒäÊ"  
´Ñª¹Õ¢Í§ÅíÒäÊ�µ"Í¹éíÒË¹Ñ¡µÑÇÁÕ¤"ÒÅ´Å§µÒÁÃÐÂÐàÇÅÒ (Figure 3, P < 0.05, n = 4) ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§

à¡Ô´¢Öé¹àÁ×èÍÁÕ¡ÒÃÊÅÒÂµÑÇ¢Í§ÍÒËÒÃã¹ÅíÒäÊ� ÃÇÁ·Ñé§àÍ¹ä«Á!·ÕèÍÂÙ"ã¹ÅíÒäÊ�¨ÐÂ"ÍÂÊÅÒÂ¼¹Ñ§ãË�ÅÍ¡ËÅØ´ÍÍ¡¨Ò¡
àÂ×èÍàÁ×Í¡ (à¹µÃ¹ÃÔ¹·Ã!, 2546) ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§´Ñ§¡Å"ÒÇà¡Ô´¢Öé¹àª"¹à´ÕÂÇ¡Ñºã¹¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ ¡ÒÃÈÖ¡ÉÒã¹ÊØ¹Ñ¢
ºÕà¡ÔéÅ¾º¡ÒÃàÊ×èÍÁÊÀÒ¾¢Í§ÅíÒäÊ� áÅÐÍÒ¨ãª�¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§´Ñ§¡Å"ÒÇà¾×èÍ¨íÒá¹¡ÃÐÂÐàÇÅÒÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂä́� 
(Erlandsson and Munro, 2007)  

¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§àÍ¹ä«Á!·ÃÔ»«Ô¹ (Figure 4) ÁÕ¤ÇÒÁÊÑÁ¾Ñ¹¸!ÍÂ"Ò§ÁÕ¹ÑÂÊíÒ¤Ñ­¡Ñº¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§ÅíÒäÊ�   
(r = 0.790,

 
P < 0.01, n = 32) à¹×èÍ§¨Ò¡ÁÕ¡ÒÃà¡Ô´ÍÍâµäÅ«ÔÊàª"¹à´ÕÂÇ¡Ñ¹ (¨ÔÃÇÑ²¹! áÅÐÊØÃÕÅÑ¡É³!, 2554)  

ÃÐÂÐàÇÅÒÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂÁÕ¼Åµ"Í¡ÒÃàÊÕÂÊÀÒ¾¸ÃÃÁªÒµÔ¢Í§àÍ¹ä«Á! ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§´Ñ§¡Å"ÒÇÊ"§¼ÅãË�¡ÒÃ
Â"ÍÂâ»ÃµÕ¹ÁÕá¹Çâ¹�ÁÅ´Å§ ấÂ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§ã¹ÅíÒäÊ�ÁÕá¹Çâ¹�Áà¡Ô´¢Öé¹àÃçÇ¡Ç"Òã¹¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃ à¹×èÍ§¨Ò¡
ªÑé¹ÁÔÇ¤Í«Ò (mucosa) ¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÁÕ¤ÇÒÁË¹Ò¡Ç"Ò¼¹Ñ§¢Í§ÅíÒäÊ� ÃÇÁ·Ñé§ã¹ÅíÒäÊ�¨ÐÁÕàÍ¹ä«Á!Â"ÍÂÍÒËÒÃËÅÒÂ
ª¹Ô´ (Thongprajukaew and Kovitvadhi, 2013) «Öè§ÊÒÁÒÃ¶Ê"§àÊÃÔÁãË�à¡Ô´¡ÒÃÂ"ÍÂÊÅÒÂä́�àÃçÇ¢Öé¹ (Morrison 

and Wright Jr, 1999) ÊÍ´¤Å�Í§¡Ñº¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ¢Í§à¹µÃ¹ÃÔ¹·Ã! (2546) «Öè§¾ºÇ"ÒÅíÒäÊ�à»#¹ÍÇÑÂÇÐÊ"Ç¹·Õèà¹"ÒàÊÕÂ
ä́�àÃçÇàª"¹à´ÕÂÇ¡ÑºàË§×Í¡ ´Ñ§¹Ñé¹ ¡ÒÃà»ÅÕèÂ¹á»Å§¢Í§´Ñª¹Õ¢Í§ÅíÒäÊ�µ"Í¹éíÒË¹Ñ¡ áÅÐ¡Ô¨¡ÃÃÁ¢Í§·ÃÔ»«Ô¹¨Ö§ÍÒ¨ãª�
à¾×èÍ¨íÒá¹¡ÃÐÂÐàÇÅÒËÅÑ§¡ÒÃµÒÂä́� àª"¹à´ÕÂÇ¡Ñº¡ÒÃãª�ÅÑ¡É³Ð·Ò§¨ØÅ¡ÒÂÇÔÀÒ¤ (Erlandsson and Munro, 

2007) 

  

 
 
Figure 3 Postmortem changes (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h) of intestosomatic index in Nile tilapia. 

Data were expressed as mean ! SEM (n = 4). Different superscripts indicate significant 

differences between postmortem intervals (P < 0.05). 
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Figure 4 Postmortem changes (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h) of trypsin specific activity (mU mg 

protein
�1

) in Nile tilapia. Data were expressed as mean ! SEM (n = 4). Different 

superscripts indicate significant differences between postmortem intervals (P < 0.05). 

 
ÊÃØ» 

´Ñª¹Õ¢Í§¡ÃÐà¾ÒÐÍÒËÒÃáÅÐÅíÒäÊ�µ"Í¹éíÒË¹Ñ¡µÑÇÁÕá¹Çâ¹�ÁÅ´Å§µÒÁÃÐÂÐàÇÅÒÀÒÂËÅÑ§¡ÒÃµÒÂ ¡ÒÃ
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บทคัดย่อ
	 ศึกษาการเปล่ียนแปลงสมบัติเชิงความร้อนในกล้ามเนื้อแดงของปลานิลแปลงเพศ 

(Oreochromis niloticus) ภายหลังการตายที่ระยะเวลา 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 

ชั่วโมง โดยใช้ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ ผลการศึกษาพบโปรตีนไมโอซินและ

แอกทินในช่วง 24 ชั่วโมงแรกหลังการตาย แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนทั้ง 2 ชนิด 

ในเวลา 48 ช่ัวโมง คุณลักษณะเชิงความร้อนของไมโอซินและแอกทิน ได้แก่ อุณหภูมิเร่ิมต้น 

อณุหภมูพิคีอณุหภมูสิดุทา้ย และเอนทาลป ีรวมทัง้การแสดงออกของโปรตนี สามารถจำ�แนก

ระยะเวลาหลังการตายได้ 3 ช่วง คือระยะก่อนเกร็งตัว (ภายใน 1 ชั่วโมง) ระยะเกร็งตัว    

(1 ถึง 24 ชั่วโมง) และระยะหลังเกร็งตัว (หลัง 24 ชั่วโมง) ข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการ

เปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของกล้ามเน้ือสามารถนำ�มาใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการ

ประมาณระยะเวลาหลังการตายของสัตวน์้ำ�ได้

คำ�สำ�คัญ : ไมโอซิน แอกทิน การเปลี่ยนแปลงหลังการตาย

Abstract
	 Postmortem changes (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h) in muscle thermal 

transition property were investigated in sex reversed Nile tilapia (Oreochromis 

niloticus) using a differential scanning calorimeter. Myosin and actin were 

observed in the first 24 h postmortem times but not at 48 h. Thermal                 

transition property of myosin and actin (onset, peak and conclusion                         

temperatures, and enthalpy) as well as expression of other proteins can divide 

these postmortemchanges into 3 intervals, including pre-rigor mortis (within 

1 h after death), rigor mortis (1 to 24 h after death) and post-rigor mortis 

(exceeding 24 h after death). The findings suggest that the thermal changes 

of muscle can serve as primary data for the estimation of time of death of 

an aquatic animal.

Keywords : Myosin, Actin, Postmortem Change
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บทนำ�	

	 ภายหลังการตายของสิ่งมีชีวิต ไกลโคเจนที่ร่างกายสะสมไว้ที่ตับและกล้ามเนื้อจะถูก

ขับออกมา ผ่านกระบวนการสลายในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน เกิดเป็นกรดแลคติกสะสมใน

กล้ามเน้ือ ทำ�ให้ค่าพีเอชของกล้ามเน้ือลดต่ำ�ลง [1] ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของกล้ามเน้ือ 

3 ระยะ คือ ระยะก่อนเกร็งตัว (Pre-rigor mortis) โดยกล้ามเนื้อจะอ่อนตัว มีรอยเขียวช้ำ� 

และยืดหยุ่น [2] ระยะเกร็งตัว (Rigor mortis) กล้ามเน้ือจะเกิดการเกร็ง แข็งทื่อ และ      

ขาดความยดืหยุน่ และระยะหลงัเกรง็ตวั (Post-rigor mortis) ซึง่เนือ้จะนิม่ ไมย่ดืหยุน่ และ

เสือ่มคุณภาพ [3-4] การเปลีย่นแปลงหลงัการตายเหลา่นีข้ึ้นอยูก่บัโปรตนีไมโอซนิ (Myosin) 

และแอกทิน (Actin) ซึ่งเป็นโครงสร้างหลักของกล้ามเน้ือสัตว์ที่ทำ�หน้าที่โดยตรงเกี่ยวกับ

การหดและคลายตัว [5-6] เม่ือสัตว์ตาย เซลล์กล้ามเน้ือขาดพลังงานจากการหายใจ แอกทิน

กับไมโอซินจะจับกันแน่น รวมตัวกันเป็นแอกโทไมโอซิน กล้ามเนื้อจึงหดตัว แต่ไม่คลายตัว 

เนือ่งจากขาด ATP ทำ�ใหซ้ากสตัวแ์ข็งทือ่อยูร่ะยะหนึง่หลงัจากตาย [6] ซึง่โปรตนีทัง้สองจะ

สลายตัวหลังการตายโดยเอนไซม์ คาเทปซิน (Cathepsin) [7-8] และสามารถตรวจสอบได้

โดยใช้ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (Differential scanning calorimeter)       

ซึ่งเป็นเครื่องมือที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนที่แสดงถึงการเสียสภาพ

ธรรมชาติของโปรตีนได้ [9-12]

	 การศึกษาการสลายตัวของโปรตีนในกล้ามเนื้อภายหลังการตายส่วนใหญ่เน้นใน      

สัตว์บก เช่น ไก่ สุกร และวัว  รวมทั้งในมนุษย์ [13-16] สำ�หรับในสัตวน์้ำ�มีเฉพาะการศึกษา

ในตัวอย่างที่เก็บในอุณหภูมิต่ำ�เพื่อประยุกต์ใช้ในการยืดอายุการเก็บรักษา หรือคงสภาพ

ผลิตภัณฑ์เป็นหลัก [17] การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการสลายตัวของโปรตีนไมโอซิน

และแอกทินในกล้ามเนื้อภายหลังการตายในสภาพใกล้เคียงธรรมชาติโดยใช้ปลานิล       

แปลงเพศ (Oreochromis niloticus) เป็นต้นแบบ  เนื่องจากปลาชนิดนี้มีข้อมูลพื้นฐาน

ทางดา้นชวีวทิยาคอ่นขา้งมาก [18-20] อกีทัง้เปน็ปลาทีส่ามารถปรบัตวัใหเ้ขา้กบัธรรมชาติ

ได้ง่าย กินอาหารได้หลายชนิด เจริญเติบโตเร็ว และเป็นปลาน้ำ�จืดที่มีความสำ�คัญทาง

เศรษฐกจิระดบัโลก [21-22]  ขอ้มลูทีไ่ดส้ามารถใชเ้ปน็พืน้ฐานในการจำ�แนกระยะเวลาหลัง

การตาย (Postmortem interval) ของสัตว์น้ำ� รวมทั้งอาจสามารถนำ�ไปประยุกต์ใช้ในงาน

นิติวิทยาศาสตร์สิ่งแวดล้อม (Environmental forensics) เพื่อระบุช่วงเวลาของการปล่อย

สารทีท่ำ�ใหเ้กดิพษิ (มลสาร) ลงในแหลง่น้ำ� หรอือาจใชส้ำ�หรบัสบืสวนและสอบสวนคดคีวาม

ที่เกี่ยวข้องกับการตายของสัตว์น้ำ�ในฟาร์มเลี้ยง (Fisheries forensics)
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ระเบียบวิธีการศึกษา
	 1. การเตรียมตัวอย่างปลานิล

	 นำ�ตัวอย่างปลานิลแปลงเพศอายุ 4 เดือน มาเล้ียงเพ่ือปรับสภาพในบ่อเป็นเวลา 15 วัน 

โดยให้อาหารที่มีโปรตีน 30 เปอร์เซ็นต์ 2 ครั้งต่อวัน และให้แสงเป็นเวลา 12 ชั่วโมงต่อวัน 

คุณภาพน้ำ�ทางเคมีของบ่อปรับสภาพ คือ อุณหภูมิ 29.60 ± 0.15  องศาเซลเซียส พีเอช 

6.95 ± 0.02 ปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ำ� 5.05 ± 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร และปริมาณ

แอมโมเนีย 0.94 ± 0.15 มิลลิกรัมต่อลิตร 

	 2. การเก็บตัวอย่างปลานิล

	 อดอาหารปลานิลแปลงเพศก่อนเก็บตัวอย่างเป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นสุ่มปลา

ที่มีความยาวและน้ำ�หนักใกล้เคียงกัน (น้ำ�หนัก 105.83 ± 1.66 กรัม และความยาวเหยียด 

18.55 ± 0.14 เซนติเมตร) มาสลบโดยใชน้้ำ�แข็งและนำ�มาวางในภาชนะทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้า 

(32 × 43 × 11 เซนติเมตร) ที่มีระดับน้ำ�สูง 7 เซนติเมตร จากนั้นเก็บตัวอย่างกล้ามเนื้อแดง 

(Red muscle) บริเวณใต้ครีบหลังก้านครีบที่ 3 ถึง 10 ภายหลังการตายที่ระยะเวลา 0, 1, 

2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง เพื่อใช้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อน

	 3. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของกล้ามเนื้อแดง

	 วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของกล้ามเนื้อแดงโดยใช้ดิฟเฟอเรน  

เชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (DSC7, Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) 

ในช่วง 25 ถึง 120 องศาเซลเซียส และกำ�หนดอัตราการเพิ่มอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส     

ตอ่นาท ีการพิสูจนเ์อกลกัษณข์องโปรตนีไมโอซินและแอกทนิ พิจารณาตามอุณหภมูทิีโ่ปรตนี

เสียสภาพธรรมชาติที่ 47–50 องศาเซลเซียส และ 73–75 องศาเซลเซียสตามลำ�ดับ                   

ตามรายงานวิจัยของ Matos et al. [12] 

	 4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ ์ทำ�การทดลอง 2 ซ้ำ� (8 ชว่งเวลา × 2 ซ้ำ�) รายงาน

ผลข้อมูลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Standard error of mean: SEM) 

วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลแบบทางเดียวและเปรียบเทียบข้อมูลโดยใช้ Duncan 

Multiple Range Test ที่ระดับนัยสำ�คัญ 0.05
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ผลการศึกษาและการอภิปรายผล
	 1. การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของโปรตีนไมโอซิน

	 ระยะเวลาหลังการตายมีผลต่อการเปล่ียนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของโปรตีนไมโอซิน

ในกล้ามเน้ือ คุณลักษณะพีคของไมโอซินได้ ได้แก่ อุณหภูมิเร่ิมต้น (Onset temperature: T
o
) 

อุณหภูมิพีค (Peak temperature: Tp) อุณหภูมิสุดท้าย (Conclusion temperature: T
c
) 

และเอนทาลปี (Enthalpy: ΔH) ของการเสียสภาพของโปรตีน พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน

ทางสถติ ิ(P > 0.05) ในชว่งเวลา 0–12 ชัว่โมง แตม่แีนวโนม้ลดลงในชัว่โมงที ่24 (P < 0.05) 

จนไมส่ามารถตรวจวดัไดใ้นชว่งเวลาสดุทา้ย (ตารางที ่1) ผลการศกึษาดงักลา่วแสดงใหเ้หน็

วา่โครงสรา้งบางสว่นของไมโอซนิมกีารเปลีย่นแปลง (Transformation) ซึง่อาจเกดิจากการ

ลดลงของค่าพีเอชในกล้ามเนื้อ [1] ทำ�ให้โปรตีนไมโอซินสูญเสียสภาพธรรมชาติ [6] หรือ

เกิดจากการทำ�งานของเอนไซม์คาเทปซินแอล (Cathepsin L) ซึ่งเป็นซีสเตอีนโปรติเอสที่มี

บทบาทสำ�คัญในการย่อยสลายไมโอซินในกล้ามเนื้อ [7] และสามารถทำ�งานได้ดีที่อุณหภูมิ

ห้อง [23] ซึ่งใกล้เคียงกับอุณหภูมนิ้ำ�ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ (24–30 องศาเซลเซียส) หรือ

อาจเกิดจากกิจรรมของอัลคาไลน์โปรติเอสบางชนิด

	 หลังการตาย 48 ชั่วโมง ไม่พบโปรตีนไมโอซินที่อยู่ในสภาพเดิม (Native protein) 

ในกล้ามเนื้อแดงของปลานิล (ตารางท่ี 1) แสดงให้เห็นว่าโปรตีนชนิดนี้สลายตัวหมด [5] 

หรอือยูใ่นรปูทีเ่สยีสภาพธรรมชาต ิ(Denatured protein) ผลการศกึษาดงักลา่วสอดคลอ้ง

กับระยะเกร็งตัวของปลาแซลมอน (Salmo salar) ซึ่งอยู่ระหว่าง 2–24 ชั่วโมง [24] และ

ปลากะพงขาว  (Lates calcarifer) อยู่ระหว่าง 3–24 ชั่วโมง [25] โดยกล้ามเนื้อของปลา

จะเกร็ง แข็งทื่อ แต่ยังไม่สูญเสียโปรตีน แต่หลังจาก 24 ชั่วโมงไปแล้ว จะเข้าสู่ระยะสิ้นสุด

การเกร็งตัว ทำ�ให้กล้ามเน้ือน่ิม เหลว และไม่ยืดหยุ่น เน่ืองจากโปรตีนไมโอซินซ่ึงเป็นโครงสร้าง

หลักของกล้ามเนื้อได้สลายตัวหมดไปแล้ว [5] ผลการศึกษาท่ีได้ต่างจากการทดลองในหนู 

ซึ่งพบว่ามีระยะเกร็งตัวท่ี 5–24 ช่ัวโมง [26] สำ�หรับในมนุษย์พบการเปล่ียนแปลงหลัง     

การตายช้ากว่าในปลาเช่นเดียวกัน โดยการตายในฤดูร้อน (ช่วงอุณหภูมิ 12.0–46.5         

องศาเซลเซียส) ระยะเกร็งตัวจะอยู่ท่ี 8–30 ช่ัวโมง แต่ถ้าตายในฤดูฝน (ช่วงอุณหภูมิ –2.6–35.4 

องศาเซลเซียส) ระยะเกร็งตัวจะอยู่ที่ 7–36 ชั่วโมง [27] เนื่องจากกล้ามเนื้อหนูและมนุษย์

มคีวามซับซ้อน และมหีลอดเลือดมาเลีย้งกลา้มเนือ้ [28] อกีทัง้การศกึษาระยะเวลาหลังการ

ตายของปลาในครัง้นีก้ระทำ�ในตวักลางท่ีเปน็น้ำ� ซึง่อาจทำ�ใหอ้ตัราการสลายตวัของโปรตนี

เกิดข้ึนไดเ้ร็วกวา่ เนือ่งจากองค์ประกอบหลกัสว่นใหญใ่นเซลลส์ามารถละลายไดด้ใีนน้ำ� [29]
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	 2. การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของโปรตีนแอกทิน

	 สมบตัเิชงิความรอ้นของโปรตนีแอกทนิมกีารเปลีย่นแปลงขึน้อยูก่บัระยะเวลาภายหลัง

การตายเช่นเดียวกับไมโอซิน (ตารางที่ 2) โปรตีนชนิดนี้จะทำ�หน้าที่ร่วมกับไมโอซินช่วยให้

กลา้มเนือ้มกีารหดและคลายตวั ทำ�ใหอ้วยัวะสามารถเคลือ่นตวั และชว่ยใหร้า่งกายสามารถ

เคลื่อนที่ได้ ดังนั้น เมื่อไมโอซินสลายตัวจะส่งผลให้แอกทินสูญเสียสภาพและสลายตัวตาม

ไปด้วย [6] นอกจากน้ี การสลายตัวของโปรตีนแอกทินยังเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์      

คาเทปซินบี (Cathepsin B) และคาเทปซินดี (Cathepsin D) ที่ทำ�หน้าที่เกี่ยวข้องกับการ

ย่อยสลายกล้ามเนื้อหลังการตายส่งผลให้กล้ามเนื้ออ่อนตัวลง และเสื่อมประสิทธิภาพ [8]

	 นอกจากการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนไมโอซินและแอกทินแล้ว ยังตรวจพบการ

เปลีย่นแปลงของโปรตนีบางชนดิ (ภาพที ่1a และ 1h) ซึง่คาดวา่เปน็ซารโ์คพลาสมกิโปรตนี 

(Sarcoplasmic protein) ท่ีแขวนลอยอยู่ในส่วนของซาร์โคพลาสซึม [12] หรืออาจเป็น

ผลติภณัฑท์ีเ่กดิจากการสลายตวัของโปรตีนไมโอซนิหรอืแอกทนิ โปรตนีดงักลา่วมกีารตอบ

สนองต่อระยะเวลาภายหลังการตายเช่นเดียวกัน นอกจากน้ี เม่ือพิจารณาผลรวมของ           

เอนทาลปซีึง่สมัพนัธก์บัปรมิาณของโปรตนีทีอ่ยูใ่นสภาพเดมิ พบวา่คา่ดงักลา่วมแีนวโนม้ลด

ลงอย่างรวดเร็วหลังจาก 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 2)  แสดงให้เห็นว่าในช่วงเวลาดังกล่าวโปรตีน

มีอัตราของการสลายตัวหรือเสียสภาพธรรมชาติในอัตราที่สูงกว่าช่วงเวลาอื่น ๆ

สรุปผลการศึกษา
	 ระยะเวลาหลังการตายมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนของโปรตีนไมโอ

ซินและแอกทิน เมื่อพิจารณาผลรวมของเอนทาลปี รูปแบบของเทอร์โมแกรม และการ

แสดงออกของโปรตนีสามารถจำ�แนกระยะเวลาหลงัการตายได ้3 ชว่งคอื ระยะกอ่นเกรง็ตวั 

(ภายใน 1 ชั่วโมง) ระยะเกร็งตัว (1 ถึง 24 ชั่วโมง) และระยะหลังเกร็งตัว (หลัง 24 ชั่วโมง) 

ขอ้มลูจากการศกึษาเบือ้งตน้นีส้ามารถนำ�มาใชใ้นการจำ�แนกระยะเวลาหลงัการตายของสตัว์

น้ำ� รวมทัง้สามารถนำ�ไปประยกุตใ์ช้ในงานนติวิทิยาศาสตรส์ิง่แวดลอ้มทีเ่กีย่วขอ้งกบัมลพษิ

ทางน้ำ� หรือในกรณีที่สัตว์น้ำ�ตายในฟาร์มหรือแหล่งน้ำ�ธรรมชาติ ซึ่งเกี่ยวข้องกับงานด้าน

นิติวิทยาศาสตร์การประมง 
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ตารางที่ 1 คุณลักษณะเชิงความร้อนของไมโอซินในกล้ามเน้ือแดงของปลานิลแปลงเพศภายหลังการตายในช่วง 48    
  ชั่วโมง 

ระยะเวลาหลังการตาย 
(ชั่วโมง) 

To(๐C) Tp(๐C) Tc(๐C) ΔH (J g–1) 

0 41.92 ± 0.33ab 46.25 ± 0.35a 48.72 ± 0.42a 0.37 ± 0.01a 
1 43.50 ± 0.26ab 47.33 ± 0.01a 49.92 ± 0.27a 0.47 ± 0.02a 
2 43.17 ± 0.36ab 47.59 ± 0.12a 52.12± 0.75a 0.53 ± 0.01a 
4 44.91 ± 0.75a 47.84 ± 0.47a 49.93 ± 0.79a 0.52 ± 0.19a 
8 43.18 ± 0.90ab 46.34 ± 1.18a 48.80 ± 0.95a 0.58 ± 0.16a 
12 44.65 ± 0.83a 48.34 ± 0.47a 50.54 ± 0.50a 0.51 ± 0.02a 
24 39.60 ± 1.54b 42.25 ± 1.29b 44.35 ± 1.10b 0.24 ± 0.06b 
48 nd nd nd nd 

nd, ตรวจไม่พบ; To, อุณหภูมิเร่ิมต้น; Tp, อุณหภูมิพีค; Tc, อุณหภูมิสุดท้าย; ΔH, เอนทาลปี 
อักษร a และ b ที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
 

ตารางที่ 2 คุณลักษณะเชิงความร้อนของแอกทินในกล้ามเน้ือแดงของปลานิลแปลงเพศภายหลังการตายในช่วง 48 
  ชั่วโมง  

ระยะเวลาหลังการตาย 
(ชั่วโมง) 

To(๐C) Tp(๐C) Tc(๐C) ΔH (J g–1) 

0 66.33 ± 0.24a 70.84 ± 0.06a 73.47 ± 0.05a 0.35 ± 0.03a 
1 68.01 ± 0.01a 71.92 ± 0.24a 74.57 ± 0.42a 0.35 ± 0.01a 
2 68.50 ± 0.88a 71.59 ± 0.12a 73.71± 0.29a 0.32 ± 0.02a 
4 67.48 ± 0.07a 70.92 ± 0.01a 73.43 ± 0.02a 0.34± 0.01a 
8 67.68 ± 0.55a 70.92± 0.01a 73.50 ± 0.19a 0.37 ± 0.03a 
12 68.13 ± 0.35a 71.58 ± 0.01a 74.16 ± 0.01a 0.29 ± 0.04a 
24 62.89 ± 1.20b 67.00 ± 1.18b 69.95 ± 1.02b 0.25± 0.03a 
48 nd nd nd nd 

nd, ตรวจไม่พบ; To, อุณหภูมิเร่ิมต้น; Tp, อุณหภูมิพีค; Tc, อุณหภูมิสุดท้าย; ΔH, เอนทาลปี 
อักษร a และ b ที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
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0 41.92 ± 0.33ab 46.25 ± 0.35a 48.72 ± 0.42a 0.37 ± 0.01a 
1 43.50 ± 0.26ab 47.33 ± 0.01a 49.92 ± 0.27a 0.47 ± 0.02a 
2 43.17 ± 0.36ab 47.59 ± 0.12a 52.12± 0.75a 0.53 ± 0.01a 
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8 43.18 ± 0.90ab 46.34 ± 1.18a 48.80 ± 0.95a 0.58 ± 0.16a 
12 44.65 ± 0.83a 48.34 ± 0.47a 50.54 ± 0.50a 0.51 ± 0.02a 
24 39.60 ± 1.54b 42.25 ± 1.29b 44.35 ± 1.10b 0.24 ± 0.06b 
48 nd nd nd nd 

nd, ตรวจไม่พบ; To, อุณหภูมิเร่ิมต้น; Tp, อุณหภูมิพีค; Tc, อุณหภูมิสุดท้าย; ΔH, เอนทาลปี 
อักษร a และ b ที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
 

ตารางที่ 2 คุณลักษณะเชิงความร้อนของแอกทินในกล้ามเน้ือแดงของปลานิลแปลงเพศภายหลังการตายในช่วง 48 
  ชั่วโมง  

ระยะเวลาหลังการตาย 
(ชั่วโมง) 

To(๐C) Tp(๐C) Tc(๐C) ΔH (J g–1) 

0 66.33 ± 0.24a 70.84 ± 0.06a 73.47 ± 0.05a 0.35 ± 0.03a 
1 68.01 ± 0.01a 71.92 ± 0.24a 74.57 ± 0.42a 0.35 ± 0.01a 
2 68.50 ± 0.88a 71.59 ± 0.12a 73.71± 0.29a 0.32 ± 0.02a 
4 67.48 ± 0.07a 70.92 ± 0.01a 73.43 ± 0.02a 0.34± 0.01a 
8 67.68 ± 0.55a 70.92± 0.01a 73.50 ± 0.19a 0.37 ± 0.03a 
12 68.13 ± 0.35a 71.58 ± 0.01a 74.16 ± 0.01a 0.29 ± 0.04a 
24 62.89 ± 1.20b 67.00 ± 1.18b 69.95 ± 1.02b 0.25± 0.03a 
48 nd nd nd nd 

nd, ตรวจไม่พบ; To, อุณหภูมิเร่ิมต้น; Tp, อุณหภูมิพีค; Tc, อุณหภูมิสุดท้าย; ΔH, เอนทาลปี 
อักษร a และ b ที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
 

 

 
ภาพที่ 1 การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนในกล้ามเน้ือแดงของปลานิลภายหลังการตาย (A = 0 ชั่วโมง, B = 1 

ชั่วโมง, C = 2 ชั่วโมง, D = 4 ชั่วโมง, E = 8 ชั่วโมง, F = 12 ชั่วโมง, G = 24 ชั่วโมง และ H = 48 ชั่วโมง) 

ตารางที่ 1 คุณลักษณะเชิงความร้อนของไมโอซินในกล้ามเนื้อแดงของปลานิลแปลงเพศ

		    ภายหลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง

ตารางที่ 2 คุณลักษณะเชิงความร้อนของแอกทินในกล้ามเนื้อแดงของปลานิลแปลงเพศ

		     ภายหลังการตายในช่วง 48
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ภาพที่ 1 การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนในกล้ามเน้ือแดงของปลานิลภายหลังการตาย (A = 0 ชั่วโมง, B = 1 

ชั่วโมง, C = 2 ชั่วโมง, D = 4 ชั่วโมง, E = 8 ชั่วโมง, F = 12 ชั่วโมง, G = 24 ชั่วโมง และ H = 48 ชั่วโมง) 
ภาพที่ 1 การเปลี่ยนแปลงสมบัติเชิงความร้อนในกล้ามเนื้อแดงของปลานิล

ภายหลังการตาย (A = 0 ชั่วโมง, B = 1 ชั่วโมง, C = 2 ชั่วโมง, D = 4 ชั่วโมง, 

E = 8 ชั่วโมง, F = 12 ชั่วโมง, G = 24 ชั่วโมง และ H = 48 ชั่วโมง)



วารสารปาริชาต มหาวิทยาลัยทักษิณ

ปีที่ 28 ฉบับที่ 3 (ฉบับพิเศษ) 
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ภาพที่ 2 การเปลี่ยนแปลงเอนทาลปีรวมในกล้ามเน้ือแดงของปลานิลภายหลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง อักษร a และ b 
ที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

 
 
 

ภาพที่ 2 การเปลี่ยนแปลงเอนทาลปีรวมในกล้ามเนื้อแดงของปลานิล

ภายหลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง อักษร a และ b ที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (P < 0.05)
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ภาพที่ 2 การเปลี่ยนแปลงเอนทาลปีรวมในกล้ามเน้ือแดงของปลานิลภายหลังการตายในช่วง 48 ชั่วโมง อักษร a และ b 
ที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
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TECHNICAL NOTE

PATHOLOGY/BIOLOGY

Waraporn Hahor,1 M.S.; Karun Thongprajukaew,1 Ph.D.; Krueawan Yoonram,1 Ph.D.; and
Somrak Rodjaroen,2 Ph.D.

Gastrointestinal Functionality of Aquatic
Animal (Oreochromis niloticus) Carcass in
Water Allows Estimating Time of Death*

ABSTRACT: Postmortem changes have been previously studied in some terrestrial animal models, but no prior information is available on
aquatic species. Gastrointestinal functionality was investigated in terms of indices, protein concentration, digestive enzyme activity, and scav-
enging activity, in an aquatic animal model, Nile tilapia, to assess the postmortem changes. Dead fish were floated indoors, and samples were
collected within 48 h after death. Stomasomatic index decreased with postmortem time and correlated positively with protein, pepsin-specific
activity, and stomach scavenging activity. Also intestosomatic index decreased significantly and correlated positively with protein, specific
activity of trypsin, chymotrypsin, amylase, lipase, and intestinal scavenging activity. In their postmortem changes, the digestive enzymes
exhibited earlier lipid degradation than carbohydrate or protein. The intestine changed more rapidly than the stomach. The findings sug-
gest that the postmortem changes of gastrointestinal functionality can serve as primary data for the estimation of time of death of an aquatic
animal.

KEYWORDS: forensic science, forensic biology, postmortem change, digestive enzyme, aquatic animal, intestine, stomach

Postmortem changes have been studied in many terrestrial ani-
mal models, such as rat (1,2), dog (3), cattle cow (4), and pig
(5). The changes are driven by endogenous enzymes and
microorganisms within the body (6,7) as well as by insect activ-
ity (8). Various environmental factors, namely temperature,
humidity, cooling rate, slaughter procedure, growth of microor-
ganisms, and aging time, are generally known to affect the rate
of postmortem changes (9,10). Observations on postmortem
changes have also been reported for aquatic animals. However,
most such investigations have focused on low temperature condi-
tions used to preserve catch (11�14). The understanding of post-
mortem changes in aquatic animals in their ambient aquatic
environment is currently lacking and needs to be improved.
Gastromalacia after death is caused by endogenous enzymes

and can significantly thin and soften the gastric fundus wall
(15�17). More active endogenous digestive enzymes, namely
trypsin, chymotrypsin, lipase, and amylase, are found in the
intestinal section (18) than in the stomach, which mainly has
pepsin activity. These enzymes contribute to the autolysis of
digestive organs and also of the surrounding tissue. Querido (1)
reported that the electrical resistance of gastric wall decreased

with the time since death, and Erlandsson and Munro (3)
reported on the degenerative changes of intestinal anatomy as
time after death progresses. These prior observations provide
some key characteristics of postmortem changes in the gastroin-
testinal tract, helpful in estimating the time of death.
The aim of this study was to evaluate postmortem changes

in the gastrointestinal functionality in an aquatic animal model.
The gastrointestinal index and the specific activities of the
main digestive enzymes were assessed for postmortem effects.
Nile tilapia, Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758 (Family
Cichlidae), which is among the most economically important
fish in the world (19) was used as the aquatic model. Global
production of this species exceeded 3,440,000 tonnes in 2013
(20) and tends to increase annually, being about equal to those
of salmon and trout (19). Commercial tilapia production gener-
ally requires the use of male monosex populations as these
have several desirable characteristics for aquaculture, such as
fast growth and high fillet quality (20,21). This species has a
well-known histology of its digestive tract (22), can grow and
reproduce in a wide range of environmental conditions, and tol-
erates stress induced by handling (23). The application of two
sensitive biochemical techniques, namely scavenging activity
and reducing power assay, was also examined for assessing
digestive enzyme activity. The findings from this study might
facilitate identifying the postmortem interval in aquatic animals,
that is, estimating the time of death from a floating carcass.
The potential application is for environmental forensics in rela-
tion to fish kill events associated with pollution crimes, as well
as in animal cruelty investigations, for example, involving a
fish farm abandoned by the owners, resulting in mass death of
the fish.
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Materials and Methods

Preparation of Fish Samples

Newly hatched Nile tilapias were treated with 17-a-methyltes-
tosterone (60 mg/kg diet) for 4 weeks to induce a monosex male
(24), and these sex-reversed fish were reared until four months
old at a private farm in Trang Province, Thailand. The fish were
acclimatized indoors for 15 days and were fed ad libitum, twice
daily (at 7.00 and 16.00 h) under 12-h light/12-h dark cycle,
with a commercial diet for herbivorous fish (Hi-grade 9931;
Charoen Pokphand PCL, Bangkok, Thailand). The average water
quality parameters during the acclimatization were as follows:
temperature 29.60 � 0.15°C, dissolved oxygen 5.05 � 0.01 mg/
L, pH 6.95 � 0.02, and ammonia 0.94 � 0.15 mg/L.

Postmortem Change Studies

The fish were starved for 48 h prior to their necropsy, to
avoid metabolic flexibility of enzyme and hormone secretion
induced by food. Subsequently, all the fish were killed by chil-
ling in ice, according to “Ethical Principles and Guidelines for
the Use of Animals for Scientific Purposes,” National Research
Council, Thailand. Fish with similar size (105.83 � 1.66 g
weight and 18.55 � 0.14 cm length) were randomly distributed
into 32 plastic rectangular containers (32 cm width 9 43 cm
length 9 11 cm height, with 7 cm water level) at a density of
14 fish per container. The fish carcasses were kept at ambient
temperature, and samples (n = 4) were collected at various post-
mortem times (1, 2, 4, 8, 12, 24, and 48 h), including also a
control group of fish without postmortem delay (0 h). The other
fish were used for concurrent further postmortem studies of mus-
cle degradation, histopathology, volatiles in carcass, and scale
elemental profile. The weights of body, stomach, and intestine
were determined and used to calculate the stomasomatic index
(SSI) and the intestosomatic index (ISI) that equal the weight
ratios of stomach and intestine to body, respectively.

Fish Dissection and Extraction of Digestive Enzymes

The fish organs were dissected on ice, and then, the gastroin-
testinal tracts were collected. Crude extracts were prepared accord-
ing to the method described in Rungruangsak and Utne (25), with
slight modifications. The stomach and intestine were homogenized
in 10 and 1 mmol/L HCl (1:3 w/v), respectively, using microho-
mogenizer (THP-220; Omni International, Kennesaw, GA). The
homogenates were centrifuged at 15,000 9 g for 30 min at 4°C.
The supernatants were collected after removing the lipid layer and
then kept in small portions at �20°C before analysis.

Determination of Protein in Crude Extract

Protein concentrations in the crude enzyme extracts were deter-
mined based on Lowry et al. (26). Bovine serum albumin was
used as the standard for quantifying the protein concentration (mg/
mL). Normalization by the protein was then also used on calculat-
ing the specific activities of digestive enzymes (U/mg protein).

Digestive Enzyme Study

Pepsin-Specific Activity Assay—Pepsin (EC 3.4.23.1) activity
determination was based on Rungruangsak-Torrissen and Utne
(25), with some modifications. First, 100 lL of 2% casein was

mixed with 100 lL of 0.2 mol/L KCl–HCl buffer pH 2 and
200 lL of crude enzyme extract. The reaction mixture was then
incubated at 55°C for 10 min, and the reaction was stopped by
adding 1 mL of 5% trichloroacetic acid. Then, the mixture was
centrifuged at 5000 9 g at room temperature for 20 min. A
0.5 mL sample of supernatant was taken and mixed with 1 mL
of 0.5 mol/L NaOH and 0.3 mL of Folin–Ciocalteu reagent
(threefold diluted). The obtained solution was measured spec-
trophotometrically at 720 nm against L-tyrosine standard.

Trypsin and Chymotrypsin-Specific Activity Assays—Trypsin
(EC 3.4.21.4) and chymotrypsin (EC 3.4.21.1) activities were deter-
mined based on Rungruangsak-Torrissen et al. (27). The trypsin
assay was performed by mixing 700 lL of 0.2 mol/L Na2CO3-
NaHCO3 buffer at pH 9 containing 1.25 mmol/L benzoyl-L-Arg-p-
nitroanilide with 100 lL of a crude enzyme extract. The mixture
was incubated at 50°C for 10 min, and then, the enzymatic reaction
was stopped by adding 800 lL of 30% acetic acid. Chymotrypsin
was assayed as above, except with a 0.2 mol/L Na2CO3-NaHCO3

buffer at pH 9 containing 0.1 mmol/L N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
p-nitroanilide, and the incubation was at 60°C. Absorbance at
410 nm was measured to quantify products of each enzyme, and
the final results were based on a p-nitroanilide standard curve.

Amylase-Specific Activity Assay—Amylase (EC 3.2.1.1) activity
was determined based on Areekijseree et al. (28). The assay was
performed by mixing 25 lL of 5% soluble starch, 62.5 lL of
0.2 mol/L Na2HPO4-NaH2PO4 buffer pH 7, 37.5 lL of 20 mmol/L
NaCl, and 125 lL of crude enzyme extract. The mixture was incu-
bated at 50°C for 15 min, and the reaction was stopped by adding
250 lL of 1% dinitrosalicylic acid. Staining was performed by boil-
ing at 100°C for 5 min, cooling to room temperature, and mixing
with 2.5 mL of distilled water. The stained reducing sugar was mea-
sured spectrophotometrically at 540 nm against a maltose standard.

Lipase-Specific Activity Assay—Lipase (EC 3.1.1.3) activity
was determined based on Winkler and Stuckmann (29), with slight
modifications. The assay was performed by mixing 200 lL of
0.01 mol/L p-nitrophenyl palmitate, 800 lL of 0.2 mol/L
Na2HPO4-NaH2PO4 buffer at pH 8, and 20 lL of crude enzyme
extract. The mixture was incubated at 60°C for 30 min, and then,
the enzymatic reaction was stopped by adding 250 lL of 1 mol/L
Na2CO3. The mixture was centrifuged at 13,000 9 g at room tem-
perature for 15 min. The supernatant was collected, and its absor-
bance was measured at 410 nm against a p-nitrophenol standard.

Gastrointestinal Scavenging Activity

2,2-Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) Radical Assay—Stomach
and intestinal extracts were obtained as described above. Their
2,2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities
were determined according to the method of Thongprajukaew
et al. (30). The radical scavenging activity (% inhibition) was cal-
culated as [(Ao�Ai)/Ao] 9 100, where Ao and Ai are the absor-
bances of the control sample (extraction buffer in equal volume
replacing the actual sample) and the extract, respectively.

Reducing Power—Stomach and intestinal extracts were
obtained as described above. The reducing power was assayed
based on the method of Benzie and Strain (31) and Wong et al.
(32), with some modifications. Briefly, a premixture was pre-
pared by mixing 10 mmol/L of 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine in
40 mmol/L HCl, 20 mmol/L FeCl3�6H2O, and acetate buffer at
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pH 5.2 in the ratio of 1:1:10. The assay was performed by mix-
ing 2850 lL of the premixture with 150 lL of sample, keeping
this in the dark for 30 min, and measuring the absorbance at
593 nm. The volume of sample was replaced by extraction buf-
fer in the control, and the absorbances were converted to final
results with a Trolox standard curve. Percentage of remaining
reducing power at each postmortem time was calculated as
[(Ai�Ao)/Ai] 9 100, where Ao and Ai are the absorbances of the
control sample (extraction buffer in equal volume replacing the
actual sample) and the actual sample, respectively.

Statistical Analysis

Data analyses were performed using SPSS version 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL). All data are expressed as mean � SEM from
quadruplicate observations (n = 4), chosen based on preliminary
analysis of appropriate fish sample size. The percentages were

checked for normality after arcsine transformation. Significant
differences between means were ranked using Duncan’s multiple
range test (DMRT), with significance equated to p < 0.05. A
bias correction factor was used to improve accuracy. Pearson
correlation coefficients (r) are reported between each pair of
variables across the observation points of gastrointestinal
changes.

Results

Postmortem Changes in Gastrointestinal Index

The intestine of Nile tilapia (4.41 � 0.31% of body weight at
0 h) was heavier than its stomach (2.22 � 0.13% of body
weight at 0 h) (Fig. 1). The SSI (Fig. 1A) and the ISI (Fig. 1B)
decreased with postmortem interval significantly (p < 0.05 by
DMRT, n = 4). The SSI remained unchanged for up to 2 h after

FIG. 1––Postmortem changes in the stomasomatic index (% body weight, A) and the intestosomatic index (% body weight, B), in Nile tilapia within 48 h after
death. Data are expressed as mean � SEM (n = 4 per time point).
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death, while the ISI was unchanged up to 8 h. At the final 48-h
sampling time, the carcasses had about 42% and 44% of their
initial SSI and ISI, respectively.

Postmortem Changes in Gastrointestinal Protein

Gastrointestinal protein had the similar trend and characteris-
tics as the SSI and ISI indices (Fig. 2). Soluble protein concen-
tration in the stomach (Fig. 2A) and in the intestine (Fig. 2B)
decreased significantly with postmortem time (p < 0.05, n = 4).
Stomach protein decreased slowly for 4 h after death (insignifi-
cant change, p > 0.05), remained about constant during 8–12 h,
and then decreased dramatically until the end of observation at
48 h. The intestinal protein was easy to lose and decreased

dramatically, showing a change at 1 h after death and having
undetectable level at the final observation time.

Postmortem Changes in the Main Digestive Enzymes

Protein dynamics in the gastrointestinal section were observed
through three digestive enzymes. The specific activity of pepsin was
unchanged for the first 4 h after death (Fig. 3A) and then decreased
progressively. The lowest 7.24 � 1.18 mU/mg protein specific
activity of pepsin was found at the final sampling time. Trypsin-
specific activity (mU/mg protein) was very sensitive to postmortem
delay, more so than pepsin (Fig. 3B). Unchanged activity was
observed for 1 h after death and was below detection limit at 48 h.
Chymotrypsin-specific activity (mU/mg protein) showed a different

FIG. 2––Postmortem changes in stomach (mg/mL, A) and intestinal (mg/mL, B) protein concentrations, in Nile tilapia within 48 h after death. Data are
expressed as mean � SEM (n = 4 per time point).
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FIG. 3––Postmortem changes in specific activity of pepsin (mU/mg protein, A), trypsin (mU/mg protein, B), and chymotrypsin (mU/mg protein, C), in Nile
tilapia within 48 h after death. Data are expressed as mean � SEM (n = 4 per time point).
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trend than the two protein-digestive enzymes above. Its highest
specific activity was observed at 8 h after death, while the activities
at 0–2 and 12 h were mutually similar (Fig. 3C). However, also this
enzyme had undetectable activity at 48 h after death.
Amylase (Fig. 4A) and lipase (Fig. 4B) specific activities

decreased significantly with postmortem time. The time response
of amylase (U/mg protein) matched well the trends in trypsin-
specific activity. The lipase-specific activity (mU/mg protein) was
the most sensitive to postmortem delay among all the observed
enzymes: it had 98.63% reduction in specific activity at 24 h after
death from the initial level, with activity below detectable at 48 h.

Postmortem Changes in Gastrointestinal Scavenging Activity

Figure 5 illustrates the significant decreases in the scavenging
activity (% inhibition) of stomach (Fig. 5A) and intestine
(Fig. 5B), and in the reducing power (% remaining) of stomach
(Fig. 5C) and intestine (Fig. 5D). Both these responses

decreased statistically significantly with postmortem delay
(p < 0.05 by DMRT, n = 4), but the reducing power was more
effective in distinguishing postmortem changes than the DPPH.

Relationships among the Observed Variables

The Pearson correlation coefficients (r) for each pair of vari-
ables, including gastrointestinal index (SSI and ISI), protein con-
centration (in stomach and intestine), specific activity of digestive
enzymes (pepsin, trypsin, chymotrypsin, amylase, and lipase), and
scavenging activity (in stomach and intestine), were positive and
highly significant (r = 0.519�0.972, p < 0.01, Table 1).

Discussion

Endogenous enzymes contribute to the rapid loss of gastroin-
testinal weight, which directly affects the digestive indices (SSI
and ISI). In a terrestrial animal, namely in the Sprague–Dawley

FIG. 4––Postmortem changes in specific activity of amylase (U/mg protein, A) and lipase (mU/mg protein, B), in Nile tilapia within 48 h after death. Data
are expressed as mean � SEM (n = 4 per time point).
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rat, Li et al. (2) reported increasing hepatosomatic index with
postmortem time (0–25 min). Our observations of both the SSI
and the ISI in fish specimens show the opposite trend, partly
because of a much longer observation time extending to 48 h.
In addition, the nutrient-rich fluid released from a fish carcass
caused by the endogenous enzymes is easily dissolved and
flushed away in an aquatic environment. This process is most
rapid in those tissues that have high enzyme and water con-
tents (6). The electrical resistance of the gastric wall

corroborates our understanding of this degradation and is
linked to the physical intracellular size of the changing electri-
cal conductivity of the intracellular and extracellular fluid (1).
Penny (33) reported a rapid fall after death in the muscle pH
of a pig carcass. This indicates the accumulation of carboxyl
groups liberated by hydrolytic reactions. Moreover, such post-
mortem changes can also be induced by the absence of oxy-
gen, increase in carbon dioxide, and accumulation of wastes
(6,34). These conditions lead to the denaturation of proteins,

FIG. 5––Postmortem changes in stomach (% inhibition, A) and intestinal (% inhibition, B) scavenging activities, and stomach (% remaining, C) and intestinal
(% remaining, D) reducing powers, in Nile tilapia within 48 h after death. Data are expressed as mean � SEM (n = 4 per time point).

TABLE 1––Pearson correlation coefficients (r) of variables that are indicative of gastrointestinal changes in postmortem Nile tilapia (n = 32) across a set of
observation times. All correlations were positive and statistically significant at p < 0.01.

Parameter SSI ISI Stomach Protein Intestinal Protein Pepsin Trypsin Chymotrypsin Amylase Lipase RPS RPI DPPHS

ISI 0.835
Stomach protein 0.886 0.791
Intestinal protein 0.948 0.841 0.889
Pepsin 0.927 0.737 0.825 0.853
Trypsin 0.834 0.790 0.914 0.892 0.887
Chymotrypsin 0.867 0.665 0.700 0.778 0.809 0.677
Amylase 0.921 0.783 0.833 0.871 0.858 0.883 0.828
Lipase 0.773 0.688 0.866 0.848 0.745 0.918 0.595 0.770
RPS 0.814 0.749 0.881 0.888 0.729 0.958 0.519 0.748 0.963
RPI 0.877 0.782 0.888 0.945 0.746 0.920 0.705 0.829 0.951 0.949
DPPHS 0.750 0.785 0.916 0.881 0.785 0.972 0.575 0.762 0.885 0.942 0.879
DPPHI 0.901 0.842 0.942 0.956 0.870 0.934 0.810 0.879 0.853 0.886 0.919 0.942

SSI, stomasomatic index; ISI, intestosomatic index; RPS, % remaining reducing power in stomach; RPI, % remaining reducing power in intestine; DPPHS, %
DPPH scavenging activity in stomach; DPPHI, % DPPH scavenging activity in intestine.
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which governs the progressive decrease in protein concentra-
tion in stomach and intestine. Khunsoongnern (7) suggested
that rapid postmortem putrefaction is observed in the intestine,
followed by the whole alimentary tract and gill. Similarly, our
observations showed more rapid postmortem changes in the
intestine than in the stomach. This might be due to the
mucosa layer of stomach wall being thicker than in the intes-
tine. Generally, mucus cells in the tubular glands and neck
cells of gastric glands protect the stomach with mucosa from
its strongly acidic contents (22).
Pepsin is the most efficient digestive enzyme in the stom-

ach, cleaving peptide bonds of hydrophobic compounds to
preferably aromatic amino acids, such as phenylalanine, trypto-
phan, and tyrosine (35). The activity of this enzyme indicates
extracellular digestion in the stomach (18). The decrease in
pepsin activity was due to the autolysis of gastric gland after
death (16). This enzyme appears more robust than the other
detected enzymes, as it maintained its activity until the end of
sampling (48 h), while others did so for only about four hours.
The rigid structure and low molecular weight may partially
protect this enzyme against denaturation. Practically, specimen
collection in the field for estimating the initial pepsin activity
at death would be feasible for about four hours after death, in
ambient temperature.
Trypsin is a key protein-digesting enzyme in the small intes-

tine. It acts as an activator controlling both itself and other pro-
teolytic zymogens. Its rapid activity decrease indicates fast
protein breakdown, faster in the intestine than in the stomach.
Interestingly, chymotrypsin had maximal activity at 8 h after
death, among the observation points. This enzyme cleaves pro-
teins at the carboxyl side of aromatic amino acids (phenylala-
nine, tyrosine, and tryptophan) and cleaves large hydrophobic
residues. An increased activity of this enzyme has been attribu-
ted to induction by toxic organic pollutants, such as benzene
and dioxins, as well as to the stress before death of the fish
(27). Moreover, strong evidence supports the mediation of inter-
nucleosomal DNA cleavage in apoptotic cells by a chy-
motrypsin-like protease (36). The role of this enzyme in relation
to postmortem changes is still little known and would warrant
further research.
The association of protein and carbohydrate catabolisms

caused the decreasing trend in amylase activity with postmortem
delay. This enzyme breaks down a-1,4 glycosidic bonds of
large-chain polysaccharides, to convert carbohydrates to glucose.
Significantly reduced enzyme activity might be associated with
the catabolism of glycogen after death. Regarding lipid catabo-
lism, the specific activity of lipase decreased earlier than those
of the other observed enzymes. This is due to unsaturated fatty
acids in a fish that are very easy to oxidize, providing lots of
free radicals that degrade other molecules. The dramatic decrease
in lipase activity is also in agreement with direct observations of
peritoneal fats during fish dissection, as well as of the lipid layer
after homogenate centrifugation (enzyme preparation). This find-
ing is corroborated by the significant decrease in scavenging
activity and in remaining reducing power with postmortem
delay. Lassoued et al. (37) proposed that the hydrolysis by pro-
teolytic enzymes can release a mixture of various peptides that
act as electron donors in DPPH system. However, these con-
stituents are not sufficient to compensate for the overproduction
of free radicals after death by various catabolism processes.
Moreover, at longer hydrolysis times, the formed peptides have
shorter chains and are less effective in scavenging DPPH˙
radicals (37).

Summary

The gastrointestinal functionality was significantly affected
by the postmortem delay. Based on the digestive enzyme analy-
ses, significant changes occurred earlier in the intestine than in
the stomach, and lipid break down appeared to be more sensi-
tive than degradation of protein or carbohydrate to the time
delay. A novel not previously reported observation was the role
of chymotrypsin after death, and this would warrant further
investigation. In continuation of this reported research, a
histopathological examination of the gastrointestinal tract (stom-
ach and intestine) and its accessory gland (liver) for their post-
mortem changes is currently underway, in this same fish
species. The findings from the current study suggest that the
time of death of an aquatic animal can be estimated by sam-
pling the gut of the carcass left in ambient water. However,
these results are preliminary and are not yet ready for forensic
use. This report might encourage further research with larger
sample sizes, studies of varying water pollutants, or assess-
ments of situations that qualify as aquatic animal cruelty. In
addition, fish kills have a large variety of differing circum-
stances, that is, water temperature, chemicals, environmental
factors, pH, that can interfere with the processes examined in
the current study. Also, each species might require work speci-
fic to it under a variety of circumstances before the approach
of the current study could be used in a court of law. It might
be directly useful on recreating a crime scene and testing fish
after the fact.
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Abstract 35 

Understanding the postmortem changes at the ambient aquatic temperature, can be 36 

useful for estimating time of death in environmental forensic studies and less information is 37 

available. We investigated the muscle degradation in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in 38 

terms of specific activities of cathepsins (B, H and L), scavenging activities and thermal 39 

transition properties of myosin and actin, to assess postmortem changes with time (0, 1, 2, 4, 40 

8, 12, 24 and 48 hr after death). The study results are relevant to the ambient temperatures in 41 

Thailand, meaning about 30oC. Specific activities of the three cathepsin enzymes increased 42 

significantly with postmortem time (p < 0.05) and exhibited highly positive relationship (r = 43 

0.987–0.997, p < 0.01, n = 32). Cathepsin H had the lowest specific activity and exhibited a 44 

different type of time profile. Its lowest specific activity was observed at 8 hr, concerns the 45 

significant role at this time point after death. The radical scavenging activities dramatically 46 

decreased with time since death, especially within the first 1 hr, while no changes occurred 47 

from 2 hr to 8 hr, or from 12 hr to 24 hr. Thermal properties of myosin and actin were 48 

observed up to 24 hr delay. The degradation of each protein fluctuated with delay time, and 49 

actin was more sensitive to postmortem delay than myosin. Overall the findings from the 50 

current study might be used as primary data to estimate the time of death of an aquatic 51 

animal. The potential application is for environmental forensics in relation to fish kill events 52 

associated with pollution crimes or mass death of exported fish under transportation 53 

insurance, as well as in animal cruelty investigations.  54 

 55 

Introduction 56 

 57 

Postmortem changes of animals are influenced by various environmental factors 58 

including temperature, humidity, cooling rate and growth of microorganisms (Campobasso et 59 

al., 2001). Most studies of postmortem changes have investigated terrestrial animal models, 60 

especially mammals such as rat (Kočárek, 2003), dog (Lasseter et al., 2003), pig 61 

(Dekeirsschieter et al., 2009) and cattle (Rhee and Kim, 2001). For aquatic animals, 62 

preservation of the products is the main purpose for cold temperatures used in transport or 63 

storage by the food industries. However, understanding the postmortem changes at the 64 

ambient temperature, can be useful for estimating time of death and less information is 65 

available. 66 

After death, a crude assessment of muscles and joint stiffness allows assigning the 67 

postmortem interval to one of three categories, namely pre-rigor mortis, rigor mortis, and 68 
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post-rigor mortis. These three processes relate to muscle degradation by enzymes, cathepsins, 69 

causing rapid softening of muscle texture due to the degradation of myofibrillar proteins 70 

(Jiang, 2000). Cathepsins B and L exhibit superior activity relative to cathepsin H in the 71 

white muscle of sea bass (Chéret et al., 2007). Also, Aoki et al. (2000) report high activities 72 

of cathepsins B and L in white muscles of some red-fresh fish. These findings suggest 73 

important roles of the cathepsins B, H and L in the postmortem degradation of white fish 74 

muscle.  75 

Actin and myosin are the main actors that make muscles contract or relax (Tyska and 76 

Warshaw, 2002), while sarcoplasmic proteins are another component in muscles, suspended 77 

in the cytoplasm (Matos et al., 2011). These proteins can be degraded after death by the 78 

cathepsin enzymes (Ho et al., 2000; Ladrat et al., 2003) and can be monitored by differential 79 

scanning calorimetry (Schubring, 1999; Kuo et al., 2005; Beyrer and Klaas, 2007; Matos et 80 

al., 2011; Thongprajukaew et al., 2015b). The aim of this present study was to evaluate 81 

postmortem changes in muscles of an aquatic animal. The economic freshwater fish Nile 82 

tilapia (Oreochromis niloticus) was chosen as a model, as it is widely cultured around the 83 

world. The well-known fundamental biology of this species also supported its selection for a 84 

laboratory study. The main muscle degradation enzymes (cathepsins B, H and L) were 85 

studied concurrently with the thermal properties of actin and myosin. The degradation 86 

products were also monitored by a sensitive method, namely by diphenylpicrylhydrazyl 87 

(DPPH) radical scavenging activity. The findings from this study might be used as primary 88 

data to identify (estimate) the postmortem delay from an aquatic animal carcass in ambient 89 

tropical waters. 90 

 91 

Materials and Methods 92 

  93 

Fish preparation and observation of postmortem changes  94 

Four-month-old sex reversed Nile tilapia was collected from a private farm in Trang 95 

province, Thailand. The fish were acclimatized indoor for 15 d and were fed to satiation with 96 

a commercial diet containing 30% protein, twice daily (0700 hr and 1600 hr) under 12-hr 97 

light/12-hr dark cycle. The water quality parameters during acclimatization were 29.60 ± 98 

0.15oC, pH 6.95 ± 0.02, dissolved oxygen 5.05 ± 0.01 mg/L and ammonia 0.94 ± 0.15 mg/L. 99 

Prior to sampling the fish were starved for 48 hr under the conditions described above. 100 

Subsequently, all the fish were killed by chilling in ice. Fish with similar body weights 101 

(105.83 ± 1.66 g) and total lengths (18.55 ± 0.14 cm) were randomly distributed into 102 
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rectangular containers (32 cm width × 43 cm length × 11 cm height with 7 cm water level) at 103 

a density of 14 fish per container. The fish were floated in their rectangular containers under 104 

ambient temperature (29.60 ± 0.15oC) and 12-hr light/12-hr dark cycle. Four fish (n = 4) at 105 

each postmortem time (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 hr) were dissected on ice and the white 106 

muscles were collected. These samples were packed in polyethylene bags and kept at -20oC 107 

until determinations. All analyses of white muscle were performed within one mth after 108 

dissection.  109 

 110 

Extraction of muscle crude extract 111 

Crude extract of white muscle was prepared according to Chéret et al. (2007), with 112 

slight modifications. Briefly, the muscle was homogenized in buffer (1:3 w/v) containing 50 113 

mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM β-mercaptoethanol and 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid 114 

(EDTA) using a micro-homogenizer (THP-220; Omni International, Kennesaw, GA, USA). 115 

The homogenate was centrifuged at 10,000×g, at 4oC for 40 min. The supernatant was 116 

collected after removing the lipid layer and kept in small portions at -20oC. 117 

 118 

Determination of muscle degradation enzyme activity  119 

 120 

Protein concentration in crude extract 121 

Determination of protein was carried out based on the method of Lowry et al. (1951). 122 

Bovine serum albumin (BSA) was used as the protein standard. The protein concentrations in 123 

the crude extracts were used for quantifying muscle degradation enzyme specific activities (U 124 

/mg protein). 125 

 126 

Cathepsin B, H and L assays 127 

Activities of the cathepsins B (EC 3.4.22.1), H (EC 3.4.22.16) and L (EC 3.4.22.15) 128 

were determined based on Aranishi et al. (1997), with slight modifications. Cathepsin B was 129 

assayed by mixing 200 µL of 0.4 M phosphate buffer (pH 6.0, containing 5 mM EDTA, 490 130 

µL of 0.1% Brij35, 100 µL of 10 mM cysteine and 200 µL of 25 µM Z-Arg-Arg-7-amido-4-131 

methylcoumarin) and 10 µL of crude enzyme extracts. The enzymatic reaction mixture was 132 

incubated at 40oC for 30 min, and the reaction was stopped by adding 1.5 mL of 0.1 M 133 

sodium acetate buffer containing 0.1 M sodium monochloroacetate (pH 4.3). The cathepsins 134 

H and L were assayed as described above, except with the 0.4 M phosphate buffer (pH 6.0) 135 

replaced by 0.4 M phosphate buffer (pH 6.8, containing 5 mM EDTA, 0.1% Brij35, 10 mM 136 
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cysteine and 25 µM Z-Arg-7-amido-4-methylcoumarin) or by 0.4 M sodium acetate buffer 137 

(pH 6.5, containing 5 mM EDTA, 0.1% Brij35, 10 mM cysteine, 25 µM Z-Phe-Arg-7-amido-138 

4-methylcoumarin), respectively. Reaction activating incubation for these enzymes was 139 

performed at 45oC or at 50oC, in the same order. The fluorescence of liberated 7-amido-4-140 

methylcoumarin was measured by a spectrofluorimeter (Jasco FP-8200; Jasco, Tokyo, Japan) 141 

at an excitation wavelength of 380 nm and an emission wavelength of 450 nm.  142 

 143 

Scavenging activity by 2,2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) radical assay 144 

The crude muscle extracts were obtained as described above. The DPPH radical 145 

scavenging activity was determined according to the method of Thongprajukaew et al. 146 

(2015b). Radical scavenging activity (% inhibition) was calculated from [(Ao−Ai)/Ao] × 100, 147 

where Ao and Ai are the absorbances of the control sample (extraction buffer in equal volume 148 

to the actual sample) and the extract, respectively. 149 

 150 

Thermal transition properties  151 

The thermal transition properties of muscle were analyzed with a differential scanning 152 

calorimeter (DSC7; PerkinElmer, Waltham, MA, USA). A 20 mg muscle sample was placed 153 

in an aluminum sample pan, sealed, allowed to equilibrate at room temperature, and then 154 

heated with comparison against an empty reference pan. Thermal changes were recorded 155 

from 25oC to 120oC at a rate of 5oC/min. Myosin and actin were identified by denaturation 156 

temperatures, as described by Skipnes et al. (2008) and Matos et al. (2011). Thermal 157 

parameters including onset (To), peak (Tp) and conclusion (Tc) temperatures of protein 158 

denaturation, temperature range (Tc–To), and the transition enthalpy (ΔH) were recorded 159 

automatically.  160 

 161 

Statistical analysis 162 

Data were analyzed using SPSS version 17 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and all 163 

data are expressed as mean ± standard error of mean (SEM, n = 4). Significance of 164 

differences between means was determined by using the Duncan Multiple Range Test, with 165 

significance equated to p < 0.05. Pearson correlation coefficients (r) for each pair of 166 

measured parameters are reported.  167 

 168 

 169 

 170 
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Results 171 

 172 

Specific activities of cathepsins B, H and L 173 

The specific activities of cathepsins B (Fig. 1A), H (Fig. 1B) and L (Fig. 1C) 174 

increased with the time delay after death. Generally, a slight increase in specific activity was 175 

observed within the first 4 hr, followed by a dramatic increase. The cathepsins B and L 176 

exhibited similar characteristics within the 48 hr observation. Both these enzymes had their 177 

highest specific activities at the end of the sampling, and the values increased approximately 178 

6.26 fold (60.98 ± 0.59 mU/mg protein on average) compared to the initial activity at 0 hr 179 

delay (9.74 ± 0.24 mU/mg protein on average). Cathepsin H exhibited a different type of time 180 

profile and had lower specific activities than cathepsins B and L. Its lowest specific activity 181 

was observed at 8 hr after death, and this did not significantly differ from its activities at 0 hr 182 

to 2 hr delay times. The highest specific activity of this enzyme was 6.03 (7.83) fold 183 

increased relative to the 0 hr (8 hr) sampling time.  184 

 185 

Scavenging activity of white muscle 186 

The radical scavenging activity of white muscle is illustrated in Fig. 2. The values 187 

dramatically decreased with the time elapsed since death, especially within the first 1 hr. No 188 

differences in the values were observed in the time delay interval 2−8 hr, or between 12 hr 189 

and 24 hr. The lowest scavenging activity was observed at 48 hr after death, with about 40 190 

fold decrease from the initial at 0 hr. 191 

 192 

Thermal changes of myosin and actin 193 

The thermograms of white muscle showed two endothermic characteristics (Fig. 3). In 194 

the control sample, denaturation of myosin occurred at comparatively low temperatures as the 195 

first peak (To = 44.45 ± 0.22oC, Tp = 46.88 ± 0.03oC, Tc = 48.62 ± 0.23oC), while the 196 

following peak corresponded to the denaturation of actin (To = 68.31 ± 0.50oC, Tp = 71.04 ± 197 

0.50oC, Tc = 73.42 ± 0.37oC). Fluctuations in results for both proteins were observed within 198 

the first 24 hr postmortem (Table 1), while the protein peaks became undetectable by the end 199 

of observations. Actin was more sensitive to the postmortem changes than myosin, as 200 

indicated by the significantly decreased To at 12 hr after death. The main changes in To, Tp 201 

and Tc for both proteins were observed at 24 hr, and decreased with postmortem delay. The 202 

values Tc–To, fluctuated and increased with postmortem delay. No significant changes 203 

occurred in ΔH or ΣΔH for either protein within the first 24 hr after death.   204 
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Discussion 205 

 206 

Muscle protein degradation increased significantly with postmortem delay in fish 207 

muscle, both when ice-stored and when super-chilled (Gaarder et al., 2012). Available 208 

information is scarce regarding protein degradation in a fish carcass that floats in ambient 209 

aquatic conditions of the tropics. The cathepsins B, D, H and L are cysteine proteases, mainly 210 

presents in the lysosomes. Cathepsin D was not observed in the current study because its role 211 

in fish protein hydrolysis should not be significant since it hydrolyses myofibrils at an 212 

optimal pH range from 3 to 5 (Makinodan et al., 1982; Jiang, 2000). These enzymes are 213 

released into both cytoplasm and intracellular spaces as a consequence of lysosomal 214 

disruption, and induce the postmortem pH to fall and the intramuscular ionic strength to 215 

increase (Yates et al., 1983). Aoki et al. (2000) and Chéret et al. (2007) reported that the main 216 

postmortem degradation of white muscle is attributed to cathepsins B and L. These enzymes 217 

hydrolyze the major muscle structural proteins: B hydrolyzes connectin, nebulin and myosin; 218 

and L hydrolyzes connectin, nebulin, myosin, collagen, α-actinin and troponins T and I 219 

(Yamashita and Konagaya, 1991). The observed pH in muscle tissue after death is near 220 

optimal for both these enzymes (Sainclivier, 1983). The rapid activity increases observed in 221 

the current study indicate that the rate of protein breakdown by cathepsins B and L was faster 222 

than that by cathepsin H. This finding is in agreement with data for sea bass, as well as for 223 

beef (Wang and Xiong, 1999), suggesting that cathepsin H plays a secondary role in the 224 

postmortem proteolysis of fish (Chéret et al., 2007). A novel not previously reported 225 

observation was the significant decrease of cathepsin H activity at 8 hr after death. This may 226 

be due to the postmortem pH drop from 7.0 to 6.5 during the rigor mortis period of fish, 227 

while it later rises to values close to 7 (Sainclivier, 1983). This pH point (pH 6.5) may 228 

negatively affect the amphoterism of amino acid side chains at the active site of the enzyme, 229 

affecting activity. 230 

Based on Pearson correlation analysis, the three observed cathepsins degraded muscle 231 

protein concurrently, as indicated by the highly positive pairwise correlation coefficients 232 

between enzyme specific activity and postmortem delay (r = 0.987–0.997, p < 0.01, n = 32), 233 

suggesting that the three cathepsins function synergistically on muscle proteins. In a 234 

comparison to a terrestrial animal, cathepsins degraded fish muscle faster than bovine muscle 235 

(Chéret et al., 2007). This may be due to the fish having less complex structure of muscle, 236 

relative to bovine. In this study, floating the fish carcass in water also supported the 237 

hydrolysis capacity of the enzymes. Based on a prior investigation in the same species, 238 
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however, the degradation of muscle was lesser than that of the gastrointestinal tract (Hahor et 239 

al., 2016). Longer observation times than those of the current study might help better 240 

understand the roles of these enzymes.  241 

Postmortem changes of the physical dimensions of the intercellular space and/or 242 

intercellular/extracellular fluids significantly decrease the electrical conductivity (Querido, 243 

1992). This prior finding is in agreement with the significant decrease in scavenging activity 244 

with postmortem delay, observed in the current study. The postmortem degradation of cells 245 

can have toxic effects through produced peroxides and free radicals that damage all 246 

components. Although the hydrolysis by proteolytic enzymes can release a mixture of various 247 

peptides that act as electron donors in DPPH system (Lassoued et al., 2015), these 248 

constituents are not sufficient to compensate for the overproduction of free radicals after 249 

death. Moreover, at longer hydrolysis times the formed peptides have shorter chains and are 250 

less effective in scavenging DPPH• radicals (Lassoued et al., 2015). However, based on our 251 

observations, the biochemical determination of this scavenging activity appears to be a 252 

sensitive indicator of the time delay since death.  253 

DSC is used for assessing the protein conformation and the energy changes can lead 254 

to explain the structural changes such as protein denaturation. Denaturation of myosin and 255 

actin can be caused by a pH drop (Tyska and Warshaw, 2002), and is followed with 256 

degradation by the proteolytic enzymes. Kuo et al. (2005) reported that denaturation 257 

temperature of muscle protein was lowered in postmortem specimen, and in the current study 258 

we observed decreased To, Tp and Tc, and increased Tc–To with postmortem delay. These 259 

changes indicate the transformation or partial degradation of proteins by proteolytic cleavage. 260 

Thongprajukaew et al. (2015a) reported that a broad Tc–To range was due to the 261 

heterogeneity of polymer chain lengths. Increased values in the current study might be caused 262 

by the production of diverse polypeptide chains by enzymatic hydrolysis. This effect of the 263 

time delay after death has also been observed in the red muscles of the same species 264 

(Nonthaput et al., 2015), as well as in red snapper, red mullet, and catfish (Schubring, 1999). 265 

According to our data, actin was more sensitive to postmortem changes than myosin since 266 

significantly decreased To was observed at 12 hr after death. This is in agreement with the 267 

stable nature of tropical fish myosin, reported by Schubring (1999). However, the transition 268 

peaks of the proteins were no longer detected at 48 hr after death, suggesting complete 269 

absence of native protein forms. This finding is in agreement with our earlier investigation of 270 

the red muscles of Nile tilapia (Nonthaput et al., 2015), and with studies of the rigor mortis 271 

phase of frozen Atlantic salmon (within 2–24 hr after death) (Roth et al., 2006) and of frozen 272 
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barramundi within 3–24 hr after death (Wilkinson et al., 2008). Therefore, the muscles 273 

become flexible again as the proteins are completely degraded (Tyska and Warshaw, 2002). 274 

In higher animals, rigor mortis in rat develops within 5–24 hr after death (Krompecher, 275 

1994), while in human during summer (12.0–46.5oC) or winter (–2.6–35.4oC) this can take 8–276 

30 hr or 7–36 hr, respectively (Dalal et al., 2006). These differences in the time delay 277 

between aquatic and terrestrial animals are consequences of muscle structure and 278 

configuration of blood circulation (Gillis and Biewener, 2001). Furthermore, our current 279 

study was conducted in ambient water environment which may cause faster degradation rates 280 

due to both availability of water and the comparatively high temperatures in the tropics. In 281 

ΔH or ΣΔH, no significant differences within 24 hr from death were observed. Both these 282 

thermal parameters indicate the amounts of proteins in native form. Beyrer and Klaas (2007) 283 

also reported no changes in total ΔH for single or double frozen cod fillets. Similarly, while 284 

the temperature shift in the DSC thermogram can be used as an indicator of meat freshness, 285 

ΔH cannot be used (Kuo et al., 2005). Therefore, prior studies support the conclusion that To, 286 

Tp, Tc and Tc–To are more sensitive to the qualitative postmortem changes in proteins than are 287 

ΔH or ΣΔH. 288 

 289 

Conclusions 290 

 291 

The specific activities of cathepsins, the radical scavenging activity, and the 292 

degradation of myosin and actin were significantly affected by postmortem delay time. Based 293 

on our observations, the degradation rate of fish muscle in ambient aquatic environment, in 294 

the tropics, was faster than what is reported for terrestrial animals. In continuation of this 295 

reported research, a histopathological examination of the muscles for their postmortem 296 

changes is currently underway, in this same fish species. The findings from the current study 297 

suggest that the time of death of an aquatic animal, left to decay in ambient tropical waters, 298 

can be estimated from muscle samples of the carcass. The potential application is for 299 

environmental forensics in relation to fish kill events associated with pollution crimes, as well 300 

as in animal cruelty investigations. However, fish kills have a large variety of differing 301 

circumstances (i.e. chemicals, pH, water temperature, environmental factors, etc.) that can 302 

interfere with the processes examined in the current study. Therefore, each species might 303 

require work specific to it under a variety of circumstances before the approach of the current 304 

study could be used in a court of law.  305 

 306 
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 409 
Fig. 1 Postmortem changes in specific activity of the cathepsin B (A), H (B), and L (C), in 410 

white muscles of Nile tilapia carcass within 48 hr after death. The data are expressed 411 

as mean ± SEM (n = 4). Different superscripts indicate significant differences 412 

between observation time points (p < 0.05) 413 
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 414 
Fig. 2 Postmortem changes in the DPPH scavenging activity of the white muscles of Nile 415 

tilapia carcass within 48 hr after death. The data are expressed as mean ± SEM (n = 416 

4). Different superscripts indicate significant differences between observation time 417 

points (p < 0.05) 418 

 419 

 420 
Fig. 3 Thermal transition properties of muscle from control Nile tilapia (0 hr after death). To 421 

= onset temperature, Tp = peak temperature, Tc = conclusion temperature, ΔH = 422 

enthalpy 423 
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Table 1 Thermal transition characteristics of muscle proteins in sex reversed Nile tilapia in relation to postmortem time delay. The data were 424 

calculated from duplicate determinations and are expressed as mean (SEM) 425 

Postmortem 
delay (hr) 

Myosin  Actin 
 

ΣΔH 
(J/g) To (oC) Tp (oC) Tc (oC) Tc–To (oC) ΔH (J/g)  To (oC) Tp (oC) Tc (oC) Tc–To (oC) ΔH (J/g) 

0 44.45a 
(0.22) 

46.88a  
(0.03) 

48.62a  
(0.23) 

4.18b 
(0.44) 

0.39a 
 (0.01) 

 68.31a  
(0.50) 

71.04a  
(0.50) 

73.42a  
(0.37) 

5.12c 
(0.87) 

0.34a 
(0.09) 

 0.73a 
(0.10) 

1 43.35ab 

 (0.38) 
46.67a  
(0.06) 

48.68a  
(0.22) 

5.33ab 
(0.16) 

0.42a 
 (0.10) 

 66.28b  
(0.40) 

70.67a  
 (0.35) 

73.22a  
(0.20) 

5.94abc 
(0.20) 

0.31a  
(0.05) 

 0.76a 
(0.13) 

2 43.42ab 
(1.17) 

46.55a 
(0.44) 

48.43a 
(0.39) 

5.01ab 
(0.78) 

0.37a 
(0.05) 

 67.06ab  
 (0.50) 

70.42a 
 (0.12) 

72.72a 
 (0.04) 

5.66bc 
(0.54) 

0.33a  
(0.07) 

 0.70a 
(0.02) 

4 43.65ab  
(0.11) 

46.21a  
(0.09) 

48.28a 
(0.12) 

4.63ab 
(0.23) 

0.43a 
(0.01) 

 66.26b  
 (0.08) 

70.29a 
 (0.03) 

72.59a 
(0.01) 

6.33abc 
(0.06) 

0.42a  
(0.03) 

 0.85a 
(0.04) 

8 42.87ab  
(0.09) 

46.21a  
(0.09) 

48.71a 
(0.33) 

5.84ab 
(0.24) 

0.54a 
(0.05) 

 67.09ab  
 (0.02) 

70.42a 
 (0.06) 

72.79a  
(0.04) 

5.70bc 
(0.06) 

0.39a 
(0.03) 

 0.92a 
(0.02) 

12 42.16ab  
(1.69) 

47.00a 
(0.29) 

47.9 a  
(0.34) 

4.56ab 
(0.06) 

0.43a 
(0.09) 

 65.99b  
 (0.06) 

69.92a  
(0.47) 

73.26a 
 (0.05) 

7.27ab 
(0.11) 

0.39a 
(0.03) 

 0.81a 
(0.12) 

24 39.72b 
(0.03) 

43.46b  
(0.33) 

45.96b  
(0.27) 

6.24a 
(0.29) 

0.32a 
(0.04) 

 62.20c 
  (0.60) 

66.79b  
(0.15) 

70.12b  
(0.27) 

7.92a 
(0.34) 

0.33a 
(0.04) 

 0.68a 
(0.04) 

48 nd nd nd nd nd  nd nd nd nd nd  nd 

 426 

   To = onset temperature; Tp = peak temperature; Tc = conclusion temperature; Tc–To = temperature range; ΔH = enthalpy; nd = not detected. 427 

   Different superscripts in the same column indicate significant differences between observations with different postmortem delays (p < 0.05). 428 

 


