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บทคดัย่อ 

 

ศกึษาการเปลียนแปลงหลงัการตายของปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยสุ่ม

ตวัอยา่งปลาทมีคีวามยาวและนําหนกัใกลเ้คยีงกนั (นําหนัก 105.83 ± 1.66 กรมั และความยาว

ตลอดลาํตวั 18.55 ± 0.14 เซนตเิมตร) มาลอยในภาชนะทรงสเีหลยีม ทมีอุีณหภูมนํิา 29.60 ± 

0.15 องศาเซลเซยีส และเกบ็ตวัอยา่งปลา (n = 4) ทเีวลา 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ชวัโมง

หลังการตาย เพือศึกษาการเปลียนแปลงของระบบย่อยอาหารและเอนไซม์ในกล้ามเนือ           

ผลการศกึษาพบวา่ดชันีของกระเพาะอาหารลดลงตามระยะเวลาหลงัการตาย (P < 0.05) และมี

ความสมัพนัธแ์บบแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของโปรตนี กจิกรรมจําเพาะของเอนไซม์เปปซนิ 

และกจิกรรมการกําจดัอนุมูลอสิระในกระเพาะอาหาร (r = 0.750–0.927, P < 0.01, n = 32) 

สาํหรบัในลาํไสพ้บวา่ดชันีมค่ีาลดลงตามระยะเวลาหลงัการตายเช่นเดยีวกนั (P < 0.05) และมี

ความสมัพนัธแ์บบแปรผนัตรงกบัการเปลยีนแปลงความเขม้ขน้ของโปรตนี กจิกรรมจาํเพาะของ

เอนไซมย์อ่ยอาหาร ไดแ้ก่ ทรปิซนิ ไคโมทรปิซนิ อะไมเลส และไลเปส และกจิกรรมการกาํจดัอนุมลู

อสิระ (r = 0.665–0.842, P < 0.01, n = 32) เอนไซม์ย่อยไขมนัมคีวามไวต่อการเปลยีนแปลง          

หลงัการตายมากกว่าเอนไซม์ย่อยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต และการเปลียนแปลงในลําไส้

เกดิขนึเรว็กวา่ในกระเพาะอาหาร ความสมัพนัธแ์บบแปรผนัตรงระหว่างตวัแปรทงัหมดบ่งชถีึง

การเปลยีนแปลงของกระเพาะอาหารและลาํไสเ้กดิควบคู่กนั สอดคล้องกบัลกัษณะทางจุลกาย-

วภิาคทีพบว่าส่วนของวลิไลในลําไส้ ผนังเนือเยอื และเซลล์ภายใน lamina propria ของ

กระเพาะอาหารและลาํไสเ้สอืมสภาพลงตามระยะเวลาหลงัการตาย การศกึษากจิกรรมของเอนไซม์

ในกล้ามเนือ ได้แก่ คาเทปซินบ ีเอช และแอล พบว่ามค่ีาเพมิขนึตามระยะเวลาหลงัการตาย

เช่นเดยีวกนั (P < 0.05) กจิกรรมของเอนไซม์ทงั 3 ชนิด มคีวามสมัพนัธ์แบบแปรผนัตรงกนั          

(r = 0.987–0.997, P < 0.01, n = 32) อย่างไรกต็าม คาเทปซนิเอช มค่ีาตํากว่าคาเทปซนิบ ี

และแอล และมกีจิกรรมลดลงตําสุดในชวัโมงท ี8 หลงัการตาย ซงึแปรผกผนักบักจิกรรมของ         

ไคโมทรปิซนิ จากการศกึษาครงันีสามารถใชก้ารเปลยีนแปลงของระบบยอ่ยอาหารและเอนไซม์

ในกลา้มเนือประมาณระยะเวลาหลงัการตายของสตัวนํ์าได ้ขอ้มลูดงักล่าวอาจประยกุตใ์ช้ในงาน

นิตวิทิยาศาสตรท์เีกยีวขอ้งกบัการเกดิมลพษิทางนํา และการกระทาํทารุณกรรมสตัวนํ์า   
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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 indoors at water temperature 29.60 ± 0.15 °C, and 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 degradation enzymes. 

Stomasomatic index decreased with postmortem time (P < 0.05) and correlated 

positively with protein concentration, pepsin specific activity and stomach scavenging 

activity (r = 0.750–0.927, P < 0.01, n = 32). Also intestosomatic index decreased 

significantly and correlated positively with protein concentration, specific activity of 

digestive enzymes including trypsin, chymotrypsin, amylase, lipase and intestinal 

scavenging activity (r = 0.665–0.842, P < 0.01, n = 32). In their postmortem changes the 

digestive enzymes exhibited earlier lipid degradation than carbohydrate or protein. The 

intestinal changed more rapidly than the stomach. The positive correlations between all 

observed variables show coherent changes in the stomach and the intestine, consistent 

with postmortem degradation in microanatomy of both organs (lumen, wall and cells 

within lamina propria). Specific activity of the three cathepsin enzymes increased 

significantly with postmortem time (P < 0.05) and exhibited highly positive relationship  

(r = 0.987–0.997, P < 0.01, n = 32). However, cathepsin H had the lowest specific 

activity than the cathepsins B and L. Cathepsin H had the lowest specific activity at 8 h 

and correlated negatively with chymotrypsin. The findings suggest that the postmortem 

changes of digestive system and muscle degradation enzymes 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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บทที 1 

 

บทนํา 

 

1. บทนําต้นเรือง 

 

การเปลยีนแปลงหลงัการตาย (postmortem change) ส่วนใหญ่จะเน้นศกึษาในสตัวบ์ก 

เช่น หนู (Querido, 1992; Li et al., 2003) สุนัข (Erlandsson และ Munro, 2007) ววั (Costa  

et al., 2012) และสุกร (Myburgh et al., 2013) การเปลยีนแปลงดงักล่าวเกดิจากการทํางาน

ของเอนไซม์ภายในเซลล์ รวมทงัจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ทีมีอยู่ภายในร่างกาย (เนตรนรินทร ์            

และคณะ, 2546; Vass, 2001) และปจัจยัสงิแวดลอ้ม ได้แก่ อุณหภูม ิความชนื ความเยน็ และ

กระบวนการฆ่า (Campobasso et al., 2001; Pearce  et al., 2011) สําหรบัในสตัวนํ์าพบว่า

ส่วนใหญ่จะมุ่งเน้นศึกษาภายใต้อุณหภูมติําเพอืประโยชน์ในการยดือายุการเกบ็รกัษา และ           

คงสภาพผลติภณัฑใ์นดา้นอุตสาหกรรมอาหารเป็นหลกั (Aoki et al., 2002; Wang et al., 2007; 

Bahuaud et al., 2008; Fidalgo et al., 2014) งานวจิยัทอีธบิายการเปลยีนแปลงหลงัการตาย

ของสตัวนํ์ายงัไม่มรีายงาน ดงันนัจงึจาํเป็นตอ้งศกึษาการเปลยีนแปลงดงักล่าวเพอืใช้เป็นขอ้มูล

พนืฐานต่อไป 

 

ระบบย่อยอาหารมกีารเปลยีนแปลงอย่างรวดเร็วหลงัการตายเนืองจากเกดิการย่อย

ตวัเอง (autolysis) ของอวยัวะย่อยอาหารและเนือเยอืโดยรอบจากการทํางานของเอนไซม ์

(O’Donnell et al., 2010; Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) การศกึษาของ Querido 

(1992) พบว่าความต้านทานไฟฟ้ าของผนังกระเพาะอาหารลดลงตามระยะเวลาหลงัการตาย 

ขณะท ีErlandsson and Munro (2007) รายงานว่าลกัษณะทางจุลกายวภิาคของเนือเยอืลําไส้

เกิดการเสือมสภาพลงเมือเวลาผ่านไป ผลการศึกษาดงักล่าวบ่งชีว่าระบบทางเดนิอาหารมี

บทบาทสาํคญัและมศีกัยภาพในการประยกุตใ์ชเ้พอืประมาณระยะเวลาหลงัการตายได ้

 

ช่วงเวลาหลงัการตายสามารถแบ่งได้เป็น 3 ช่วงตามการเปลยีนแปลงของกล้ามเนือ 

ได้แก่ ระยะก่อนการเกรง็ตวั (pre-rigor mortis stage) ระยะเกรง็ตวั (rigor mortis stage) และ

ระยะหลงัการเกรง็ตวัของกลา้มเนือ (post-rigor mortis stage) การเปลยีนแปลงดงักล่าวเกดิจาก

เอนไซมค์าเทปซนิยอ่ยสลายโปรตนีไมโอไฟบรลิ (myofibril) ในกลา้มเนือ ส่งผลทําให้กล้ามเนือ

อ่อนตวัลงอย่างรวดเรว็ (Jiang, 2000) การศกึษาของ Chéret et al. (2007) พบว่าคาเทปซนิบ ี
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เอช และแอล ในกล้ามเนือขาวของปลากะพงขาว (Dicentrarchus labrax) มกีจิกรรมสูงกว่า       

คาเทปซนิด ีนอกจากนีการศกึษาในกล้ามเนือขาวของปลากลุ่มเรดเฟรช (red-fresh) บางชนิด

พบวา่คาเทปซนิบ ีและแอลมกีจิกรรมทสีูง เมอืเปรยีบเทยีบกบัคาเทปซนิด ี(Aoki et al., 2000) 

ข้อมูลดังกล่าวบ่งบอกถึงอัตราเร็วในการสลายโปรตีนของคาเทปซินบี เอช และแอล           

จากการศกึษาขา้งต้นแสดงให้เหน็ว่าคาเทปซนิบี เอช และแอลเป็นเอนไซม์หลกัในการย่อย

สลายกลา้มเนือขาวหลงัการตายของปลา 

 

การศึกษาครงันีมีวตัถุประสงค์เพือประเมินการเปลยีนแปลงหลงัการตายของระบบ         

ยอ่ยอาหารและเอนไซมใ์นกลา้มเนือขาว โดยศกึษาผลการเปลยีนแปลงของดชันีทางเดนิอาหาร 

กจิกรรมจาํเพาะของเอนไซมย์อ่ยอาหารในกระเพาะอาหารและลําไส้ และกจิกรรมจําเพาะของ

เอนไซมค์าเทปซนิในกลา้มเนือขาว รวมทงัประยกุต์ใช้เทคนิคทางชวีเคม ีได้แก่ ความสามารถ

ในการกาํจดัอนุมลูอสิระของสารทดสอบ (scavenging activity) และความสามารถในการเป็นตวั

ให้อเิลก็ตรอนในปฏกิริยิาออกซเิดชนั-รดีกัชนัของสารทดสอบ (reducing power assay) เพอื

ประเมนิการทํางานของเอนไซม์ย่อยอาหาร การศกึษานีใช้ปลานิล (Oreochromis niloticus) 

เป็นต้นแบบ เนืองจากเป็นปลาเศรษฐกจิทสีําคญัของโลก มกีารเพาะเลยีงกนัอย่างแพร่หลาย 

ทราบขอ้มูลลกัษณะทางจุลกายวภิาคของระบบย่อยอาหาร (Morrison and Wright Jr, 1999) 

เป็นปลาทีสามารถปรบัตวัให้เข้ากบัสภาพแวดล้อมในช่วงกว้างได้ดี เจริญเติบโตเร็ว และ

สามารถทนต่อความเครยีดได ้(Getinet and Amrit, 2007) ผลการศกึษาในครงันีคาดวา่สามารถ

ใชเ้ป็นขอ้มลูเบอืงต้นในการจําแนกระยะเวลาหลงัการตาย (postmortem interval) ของสตัวนํ์า

ได ้ซงึอาจเป็นประโยชน์สําหรบัการศกึษาทางด้านนิตวิทิยาศาสตร์ทางนํา โดยอาจใช้สําหรบั

สบืสวนและสอบสวนคดคีวามทเีกยีวขอ้งกบัการตายของสตัวนํ์าในฟาร์มเลยีง และการตายจาก

การถูกทารุณกรรม (animal cruelty) หรอืใชป้ระมาณช่วงเวลาหลงัการตายในการขนส่งสตัวนํ์า

ทสีาํคญัทางเศรษฐกจิทงัสตัวนํ์าทเีลยีงเพอืบรโิภคเป็นอาหารและเลยีงเป็นสตัวนํ์าสวยงามใน

กรณีทมีกีารทาํประกนัภยัความเสยีหายระหวา่งการขนส่ง 
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2. การตรวจเอกสาร 

 

2.1 ชีววิทยาของปลานิล 

 

ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นปลานําจดืทมีคุีณค่าทางเศรษฐกจิ มถีนิกาํเนิดอยู่

ในแถบลุ่มนําในทวปีแอฟรกิา แพร่กระจายไปทวัทุกภูมภิาคของโลก นิยมเพาะเลยีงกนัอย่าง

กว้างขวาง เนืองจากสามารถขยายพนัธุ์ได้ดี เลียงง่าย เจริญเติบโตเร็ว และปรบัตวัเข้ากบั

สภาพแวดลอ้มไดด้ ี(Pasnik et al., 2006) ลาํดบัทางอนุกรมวธิานของปลานิลสามารถจาํแนกได้

ดงันี 

 

Kingdom Animalia 

Phylum Chordata 

Class Actinopterygii 

   Order Perciformes 

    Family Cichlidae 

Genus Oreochromis 

Species niloticus 

 

ปลานิลมีรูปร่างลักษณะคล้ายปลาหมอ คือ มีริมฝีปากบนและฝีปากล่างเสมอกัน           

ลําตวัป้ อม มีสเีขยีวปนนําตาล ทีลําตวัมลีายพาดขวาง 9–10 แถว ครบีหลงัมีเพียง 1 ครีบ

ประกอบดว้ยกา้นครบีแขง็ และกา้นครบีอ่อนเป็นจาํนวนมาก ครบีกน้ประกอบด้วยก้านครบีแขง็ 

และกา้นครบีอ่อนเช่นเดยีวกนั โดยบรเิวณส่วนทอ่ีอนของครบีหลงั ครบีกน้และครบีหางมจีุดขาว

และเสน้สดีาํตดัขวาง (สถาบนัวจิยัการเพาะเลยีงสตัวนํ์า, 2536) รปูร่างภายนอกของปลานิลตวัผู้

และตวัเมยีมลีกัษณะคลา้ยคลงึกนั แต่เมอืเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ์ปลานิลตวัผู้มกัจะมขีนาดใหญ่กว่า

เมอืมอีายเุท่ากนั การแยกเพศสามารถกระทาํไดโ้ดยดอูวยัวะเพศทบีรเิวณใกล้กบัช่องทวาร ซงึ

ปลานิลตอ้งมคีวามยาวตงัแต่ 10 เซนตเิมตรขนึไป โดยบรเิวณอวยัวะเพศของตวัผู้จะมลีกัษณะ

เรยีวยาวยนืออกมา มรีเูปิด 2 รคูอื รกูน้และรเูปิดรวมของท่อนําเชอืและท่อปสัสาวะ  ส่วนตวัเมยี

บรเิวณอวยัวะเพศจะมสีซีดีกว่าตวัผู้ มรีูเปิด 3 รู คอื รูก้น รูท่อนําไข่เป็นรูกลมขนาดใหญ่ และ         

รทู่อปสัสาวะ นอกจากนียงัสามารถสงัเกตเพศของปลานิลไดจ้ากสขีองตวัปลา ซงึลําตวัของตวัผู้

จะมสีเีขม้โดยเฉพาะในฤดผูสมพนัธุ ์แถบขวางลาํตวัมองเหน็ไม่ชดั ครบีต่างๆจะยาวกว่าตวัเมยี 

บรเิวณใตค้างจะมสีแีดง ในขณะทลีาํตวัของตวัเมยีจะมสีซีดีกวา่ ใต้คางมสีเีหลอืง มองเหน็แถบ

ขวางขา้งตวัไดช้ดัเจน และครบีต่างๆ จะสนักวา่เมอืเปรยีบเทยีบกบัตวัผู ้
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ปลานิลเป็นปลาทชีอบอยู่รวมกนัเป็นฝงู ยกเวน้ในช่วงสบืพนัธุ์ สามารถปรบัตวัให้เขา้

กบัสภาพแวดล้อมได้ดี เจรญิเติบโตได้อย่างรวดเร็วในเวลา 1 ปี จะมีนําหนักประมาณครึง

กโิลกรมั และมคีวามยาวประมาณ 1 ฟุต อาศยัไดท้งัในนําจดืและนํากร่อย ทนต่อความเคม็ไดถ้งึ 

20 ส่วนในพนัส่วน แต่จะไม่สามารถสืบพนัธุ์ได้หากนํามคีวามเคม็สูงกว่า 30 ส่วนในพนัส่วน 

(Fineman-Kalio, 1988) ทนต่อพเีอชได้ดใีนช่วง 6.5–8.3 ซงึหากระดบัพเีอชสูงกว่า 11 หรอื           

ตํากว่า 4 จะทําให้ปลานิลตาย (Chervinski, 1982) ปลานิลมอุีณหภูมิทเีหมาะสมต่อการ

เจริญเตบิโตและการสบืพนัธุ์ที 24–32 องศาเซลเซยีส (Zhu et al., 2009) สามารถทนต่อ

อุณหภมูไิดใ้นช่วง 10–40 องศาเซลเซยีส แต่ในอุณหภมูทิตีาํกวา่ 10 องศาเซลเซยีส ปลานิลจะ

เจรญิเตบิโตไดไ้ม่ด ีและจะกนิอาหารน้อยลง (Chervinski, 1982) ทงันีอาจเป็นเพราะถินกําเนิด

เดมิของปลานิลอยูใ่นแถบลุ่มนําของทวปีแอฟรกิาซงึเป็นเขตรอ้น (อุดม, 2549)  

 

ปลานิลมกีารสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศ เมอืพร้อมทีจะสบืพนัธุ์จะแยกตวัออกมาจากฝูง 

โดยปลาตวัผูแ้ยกออกไปสรา้งรงั จะแผ่ครบีหางและอา้ปากกวา้ง แสดงพฤตกิรรมจบัคู่ โดยว่าย

นําเคลา้คู่กนัไปกบัตวัเมยี และใช้บรเิวณส่วนหวัดุนทใีต้ท้องของตวัเมยีเพอืเป็นการกระตุ้นให้

วางไข ่ปลาตวัเมยีจะเกบ็ไขท่ไีดร้บัการผสมแลว้อมไวใ้นปากและวา่ยออกจากรงั แม่ปลาจะขยบั

ปากใหนํ้าไหลเขา้ออกในช่องปากเพอืช่วยใหไ้ขท่อีมไวไ้ดร้บันําทสีะอาด ปรมิาณไขท่แีม่ปลาวาง

แต่ละครงัจะขนึอยูก่บัฤดกูาลและขนาดของแม่ปลา ในเขอืน Emiliano Zapata ของเมก็ซโิก ฤดู

วางไข่ของปลานิลอยู่ในช่วงเดือนสิงหาคมและเดือนกุมภาพนัธ์ ปลานิลทีเจริญพนัธุ์เต็มท ี

(mature) มคีวามยาวประมาณ 150 เซนตเิมตร โดยปลานิลตวัเมยีจะวางไข่ได้ครงัละประมาณ 

243–847 ฟอง (Peña-Mendoza et al., 2005) สําหรบัในประเทศไทย ปลานิลมคีวามถีในการ

วางไขส่งูในช่วงเดอืนมถุินายนถึงเดอืนตุลาคม เนืองจากเป็นช่วงฤดูฝน อุณหภูมแิละระดบันํา

เพมิขนึ และความเขม้ขน้ของสารเคมหีรอืของเสยีลดลง โดยจะวางไข่ได้ครงัละประมาณ 100–

700 ฟอง (Bhuje, 2000) เมอืตวัเมยีวางไข่แล้ว ปลานิลตวัผู้จะปล่อยนําเชอืลงไปในไข่จนกว่า

ผสมพนัธุ์เสรจ็ซงึใช้เวลาประมาณ 1–2 ชวัโมง ไข่จะพฒันาเป็นลูกปลาวยัอ่อนภายใน 8 วนั 

ในช่วงทลีกูปลาฟกัออกมาเป็นตวัใหม่ๆ จะเกาะรวมตวักนัเป็นกลุ่ม ว่ายวนเวยีนอยู่บรเิวณหวั

ของแม่ปลา หลงัจาก 3 สปัดาห ์ลกูปลาจะหากนิเองได ้ปกตปิลานิลสามารถผสมพนัธุไ์ดต้ลอดปี 

โดยใชเ้วลา 2–3 เดอืนต่อรอบ แต่ถ้าอาหารเพยีงพอและเหมาะสมในระยะเวลา 1 ปี จะผสมพนัธุ์

ได ้5–6 รอบ (สาํนกัวจิยัและพฒันาประมงนําจดื, 2551) 
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2.2 อาหารและระบบย่อยอาหารของปลานิล 

 

ปลานิลดาํรงชวีติเป็นผูบ้รโิภคลาํดบัทสีอง ส่วนใหญ่กนิพชืเป็นอาหารและสามารถผลติ

โปรตนีทมีคุีณภาพสูงสําหรบัการบรโิภคของมนุษย ์(Bezerra et al., 2005; Zhu  et al., 2009) 

ปลานิลกนิอาหารทไีดจ้ากธรรมชาตไิด้หลายชนิดทงัพชืและสตัว ์เช่น ไรนํา ตะไคร่นํา ตวัอ่อน

แมลงและสตัว์เล็กๆ รวมทงัสาหร่ายและแหน (สํานักวจิยัและพฒันาประมงนําจืด, 2551)           

การประเมนิการกนิอาหารในธรรมชาตขิองปลานิลในดา้นชนิดและสดัส่วนของกลุ่มอาหารพบว่า 

อาหารกลุ่มเด่นของปลานิล คือ สตัว์หน้าดิน แพลงก์ตอนสตัว์ และแพลงก์ตอนพืช โดยมี

ค่าเฉลยีเท่ากบั 38 33.5 และ 33.1 เปอร์เซน็ต์ ตามลําดบั (พชัรา, 2549) ความต้องการอาหาร

ประเภทโปรตนีของปลานิลขนึอยูก่บัขนาด อายขุองปลา คุณภาพของโปรตนี และระดบัพลงังาน

ในอาหาร (อุดม, 2549) โดยปลานิลในช่วงวยัอ่อนถงึวยัรุ่น วยัรุ่นถงึวยัเจรญิพนัธุ์ และ ตวัเตม็วยั              

ถึงแม่พนัธุ์ มีความต้องการโปรตีน 35–40 เปอร์เซ็นต์ 28–35 เปอร์เซ็นต์ และ 20–30 

เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบั (วรีพงศ,์ 2536) สาํหรบัความตอ้งการคารโ์บไฮเดรต พบว่าปลานิลมกีาร

ใชป้ระโยชน์จากคารโ์บไฮเดรตไดด้ ีเนืองจากสามารถสรา้งเอนไซม์อะไมเลส ซงึเป็นเอนไซม์ที

ยอ่ยแป้ งในทางเดนิอาหารได ้(เวยีง, 2542) แต่ควรมวีตัถุดบิอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรต เช่น 

ปลายขา้วและมนัสําปะหลงัไม่เกนิ 35 เปอร์เซน็ต์ในอาหารของปลาขนาดเลก็ และการทําให้

อาหารสุกจะช่วยเพิมประสิทธิภาพในการย่อยให้สูงขนึได้อีกประมาณ 25–30 เปอร์เซ็นต ์          

(กลุ่มวจิยัอาหารสตัวนํ์า, 2534) สาํหรบัความตอ้งการไขมนั ปลานิลต้องการกรดไขมนัทจีําเป็น

ในกลุ่มโอเมกา–6 มากกวา่ในกลุ่มโอเมกา–3 เพอืพฒันาระบบสบืพนัธุ ์โดยแม่ปลาทไีดร้บัไขมนั

จากนํามนัถวัเหลอืงซงึเป็นแหล่งโอเมกา–6 จะให้ผลผลติลูกปลาสูง แต่การเจรญิเตบิโตจะช้า

กวา่แม่ปลาทไีด้รบัอาหารผสมนํามนัตบัปลาซงึเป็นแหล่งของโอเมกา–3 (ศูนยว์จิยัและพฒันา

ประมงนําจดืปราจนีบุร,ี 2554) 

 

ระบบยอ่ยอาหารของปลาโดยทวัไปจะประกอบดว้ยส่วนสาํคญัไดแ้ก่ ท่อทางเดนิอาหาร 

(digestive tract) และอวยัวะช่วยยอ่ยอาหาร (accessory gland) ได้แก่ ตบั (liver) และตบัอ่อน 

(pancreas) และถุงนําด ี(gall bladder) การศกึษาระบบย่อยอาหารของปลาทําให้ทราบถึง

พฤตกิรรมการกนิอาหาร ระยะเวลาทอีาหารหมดจากกระเพาะอาหาร และประสทิธภิาพการย่อย 

(วรีพงศ์, 2536) การศึกษาจุลกายวภิาคของบางอวยัวะในระบบย่อยอาหารของปลานิล         

(O. niloticus) โดย Morrison and Wright Jr (1999) มรีายละเอยีดดงัน ี
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1. หลอดอาหาร (esophagus) 

 

หลอดอาหารมีเนือเยอืบุผิวทีประกอบด้วยเซลล์ทีมีรูปร่างเป็นเหลียม (squamous 

epithelium) และเซลลส์รา้งเมอืก (mucous goblet cell) จาํนวนมาก โดยเซลล์สร้างเมอืกขนาด

เลก็ (small mucous goblet cell)  มรีปูร่างเหมอืนลกูแพร ์(pear-shaped) อยูใ่กล้กบัพนืผวิของ

เยอืบุผวิชนันอก ส่วนเซลล์สร้างเมอืกขนาดใหญ่ (large mucous goblet cell) จะยนืไปยงัฐาน

ของเยอืบุผวิชนันอก มชีนัทูนิคา มสัคูลารสิ (tunica muscularis) ทปีระกอบด้วยกล้ามเนือลาย 

(striated muscle) 2 ชนั โดยชนันอกเรยีงตวัเป็นวงกลม (outer circular) และชนัในเรยีงตวัตาม

แนวยาว (inner longitudinal)  

 

2. กระเพาะอาหาร (stomach) 

 

กระเพาะอาหารของปลานิล แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ กระเพาะอาหารส่วนต้น 

(cardiac) ส่วนกลาง (fundus) และส่วนปลาย (pyloric) โดยทวัไปกระเพาะอาหารประกอบด้วย

ต่อมสรา้งนํายอ่ย (gastric gland) ยกเวน้ดา้นหน้า (anterior surface) ซงึเป็นกล้ามเนือลายทมีี

ต่อมทวิบูลาร์ (tubular gland) ทปีระกอบไปด้วยเซลล์สร้างเมอืกขนาดใหญ่กบัเบซลันิวคลีไอ 

(basal nuclei) ต่อมทวิบลูารข์องหลอดอาหารจะยนืขยายตามแนวพนืผวิด้านหน้าของกระเพาะ

ไปยงัท่อของกระเพาะอาหารส่วนปลาย (tubular pyloric portion) และลนิอลิโิอ-เรกตลั (ileo-rectal 

valve) สาํหรบัด้านล่าง (ventral) ของกระเพาะอาหาร ต่อมทวิบูลาร์จะค่อยๆ เปลยีนแปลงไป

เป็นต่อมสรา้งนํายอ่ย บรเิวณต่อมนีจะพบมวิคซัเนคเซลล ์(mucous neck cell) ซงึทาํหน้าทหีลงั

เมอืกออกมาเคลอืบกระเพาะเพอืป้ องกนัการถูกยอ่ยในชนัมสัคลูารสิ กระเพาะอาหารส่วนปลาย

จะประกอบไปดว้ยกลา้มเนือลายยนืขยายเป็นระยะสนัๆ และมกีลา้มเนือเรยีบ (smooth muscle) 

ทชีนัในเรยีงตวัเป็นวงกลมและชนันอกเรียงตวัตามยาว บรเิวณกล้ามเนือหูรูดของกระเพาะ-

อาหารส่วนปลาย (pyloric sphincter) มกีารเปลยีนแปลงจากต่อมทวิบูลาร์ไปเป็นเยอืบุผวิลําไส ้

(intestinal epithelium) ซงึประกอบด้วยเยอืบุผวิคอลมันาร์ (columnar epithelium) และเซลล์

สรา้งเมอืกขนาดเลก็  

 

3. ลาํไส ้(intestine) 

 

ลําไส้ของปลานิลแบ่งออกเป็นลําไส้ส่วนหน้า (anterior portion) และส่วนปลาย 

(posterior portion) (Scocco et al., 1997; Gargiulo et al., 1998) ซงึชนัมวิโคซา (mucosa) 

ประกอบไปด้วยเยือบุคอลัมนาร์และเซลล์สร้างเมือกขนาดเล็ก ส่วนในชันมัสคูลาริส 

(muscularis) มเีซลล์กล้ามเนือลายเป็นชนับางๆ อยู่อย่างต่อเนือง สําหรบับรเิวณลนิอลิิโอ-
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เรกตลั ประกอบไปด้วยชนัของกล้ามเนือเรยีบทเีรยีงตวัเป็นวงกลม (circular layer of smooth 

muscle)  

 

2.3 เอนไซมย่์อยอาหาร 

 

การเปลียนแปลงหลงัการตายของปลาขึนอยู่กบัความเข้มข้นของสารประกอบและ

ผลติภณัฑจ์ากกระบวนการเมแทบอลซิมึ และปฏกิริยิาของเอนไซมท์มีอียูใ่นตวัปลา ซงึยงัอาจมี

การเปลยีนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารทศีึกษา ได้แก่ เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส           

(α-amylase, E.C. 3.2.1.1) เปปซนิ (pepsin, E.C. 3.4.23.1) ทรปิซนิ (trypsin, E.C. 3.4.21.4) 

ไคโมทรปิซนิ (chymotrypsin, E.C. 3.4.21.1) และไลเปส (lipase, E.C. 3.1.1.3)   

 

1. แอลฟา-อะไมเลส  

 

แอลฟา-อะไมเลสเป็นเอนไซม์ทีใช้ในการประเมินประสิทธิภาพของการย่อย

คารโ์บไฮเดรตเนืองจากเป็นเอนโดอะไมเลส (endoamylase) ททีําหน้าทเีปลยีนคาร์โบไฮเดรต

ใหเ้ป็นนําตาลกลูโคสและมอลโทส โดยย่อยสายพอลแิซก็คาไรด์ของคาร์โบไฮเดรตทตีําแหน่ง  

α-1,4 glycosidic bond (การุณ และอุทยัวรรณ, 2555; Areekijseree et al., 2006; 

Supannapong et al., 2008) แหล่งของแอลฟา-อะไมเลสในปลากนิพชื และปลากนิพชืและเนือ 

ส่วนใหญ่จะไดม้าจากการหลงัของผนังลําไส้ กระเพาะอาหาร ตบั ตบัอ่อน และไส้ตงิ (วรีพงศ์, 

2536; จนัทกานต,์ 2550) สาํหรบัในปลานิลพบเอนไซมน์ีในลําไส้ (Tengjaroenkul et al., 2000) 

เนืองจากปลานิลกนิอาหารส่วนใหญ่ทมีคีารโ์บไฮเดรตสงู ทาํใหก้จิกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสใน

ปลานิลสงูอยา่งมนียัสาํคญั (Hlophe et al., 2014) เอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลสสามารถทาํงานไดด้ี

ในช่วงพเีอชทแีตกต่างกนั เช่น ในหอยมุกนําจดื (Hyriopsis (Hyriopsis) bialatus) ทํางานได้ดี

ในช่วงพเีอช 7 (Areekijseree et al., 2004) ในปลา Pacific bluefin tuna (Thunnus orientalis) 

แอลฟา-อะไมเลสมสีภาวะทเีหมาะสมต่อการทํางานทพีเีอช 6.9 (Parra et al., 2007) ใน red 

porgy (Pagrus pagrus) และ Bogue (Boops boops) ทํางานได้ดทีพีเีอช 8 และ 9 ตามลําดบั 

(Fernández et al., 2001) สําหรบัปลานิล (O. niloticus และ O. aureus) ในระยะวยัอ่อนพบว่า

ทํางานได้ดใีนช่วงพเีอช 6–7 (Sheng et al., 2006) เมอืศกึษากจิกรรมของแอลฟา-อะไมเลส       

ในอวยัวะย่อยอาหารส่วนต่างๆ ได้แก่ กระเพาะอาหารเทยีม (pseudostomach) ลําไส้ส่วนต้น 

(upper intestine) ลําไส้ส่วนปลาย (lower intestine) และตบัของปลานิล (O. niloticus) ทมีี

นําหนักต่างกนั คอื 5.7 35.8 และ 92.1 กรมั ตามลําดบั พบว่ามสีภาวะทเีหมาะสมต่อการ

ทํางานทีพเีอช 6 7 และ 2 ตามลําดบั โดยปลานิลนําหนัก 92.1 กรมัมกีิจกรรมของแอลฟา-       

อะไมเลสสงูสุด (Klahan et al., 2009) 
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2. เปปซนิ  

 

เปปซนิเป็นอะซดิกิโปรตเิอส (acidic protease) พบไดท้วัไปในนํายอ่ยของสตัวม์กีระดูก

สนัหลงัและกระเพาะอาหารของปลา ทําหน้าทยี่อยสารอาหารประเภทโปรตนีให้มขีนาดเลก็ลง    

ก่อนส่งไปยอ่ยต่อทลีาํไสเ้ลก็ เอนไซมเ์ปปซนิถูกสรา้งขนึในรูปเปปซโินเจนทไีม่สามารถทํางาน

ไดโ้ดยผนังชนัในสุดของกระเพาะอาหารหลงักรดไฮโดรคลอรกิออกมา ทําให้กระเพาะอาหาร      

มสีภาพเป็นกรด เพอืเปลยีนเปปซโินเจนเป็นเอนไซมเ์ปปซนิ ตาํแหน่งเร่งปฏกิริยิาของเอนไซม ์      

มคีวามจาํเพาะต่อกรดอะมโินทมีหีมู่โซ่ขา้งเป็นอะโรมาตกิ ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน ไทโรซนี และ 

ทรปิโทเฟน เอนไซมเ์ปปซนิสามารถทํางานได้ดใีนสภาพทเีป็นกรด (Simpson, 2000) ซงึปลา

ต่างชนิดกนัอาจมค่ีาพเีอชและอุณหภูมทิเีหมาะสมต่อการทํางานของเปปซนิทต่ีางกนั เช่น ใน

กระเพาะอาหารของปลา pectoral rattail (Coryphaenoides pectoralis) เปปซนิ A และ B มี

สภาวะทเีหมาะสมต่อการทาํงานทพีเีอช 3.0–3.5 อุณหภมู ิ45 องศาเซลเซยีส (Klomklao et al., 

2007) กระเพาะอาหารของปลา Pacific bluefin tuna พบว่าเปปซนิมสีภาวะทเีหมาะสมต่อ     

การทํางานทีพีเอช 2 (Parra et al., 2007) เช่นเดียวกบัอะซิดิกโปรติเอสในปลา discus 

(Symphysodon aequifasciata) (Chong et al., 2002) ปลา Monterey sardine (Sardinopssagax 

caerulea) (Castillo-Yanez et al., 2004) และปลา Asian bony tongue (Scleropages 

formosus) (Natalia et al., 2004) ส่วนการศกึษาใน bolti fish (Tilapia nilotica) พบว่าอะซดิกิ

โปรตเิอสมสีภาวะทเีหมาะสมต่อการทํางานทพีเีอช 2.5 อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส (Beltagy   

et al., 2004) สําหรบัการศึกษาในปลานิล (O. niloticus และ O. aureus) ระยะวยัอ่อน           

อะซิดิกโปรติเอสใน กระเพาะอาหารสามารถทํางานได้ดใีนช่วงพเีอช 1.6–3.3 อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซยีส (Sheng et al., 2006) 

 

3. ทรปิซนิ  

 

ทรปิซนิเป็นอลัคาไลน์โปรตเิอส (alkaline protease) ททีาํหน้าทใีนการควบคุมการย่อย

โปรตีน ทริปซินจากตับอ่อนจะถูกหลงัไปยงัลําไส้เล็กในรูปของทริปซิโนเจน ซึงเป็นรูปท ี       

ไม่สามารถทาํงานได้ เอนไซม์เอนเทอโรไคเนสและเอนไซม์ทรปิซนิจะเปลยีนทรปิซโินเจนให้          

อยูใ่นรปูของทรปิซนิทสีามารถทํางานได้ นอกจากนียงักระตุ้นโปรเอนไซม์ (proenzyme) หรอื

ไซโมเจน (zymogen) อนื  ๆไดแ้ก่ ไคโมทรปิซโินเจน (chymotrypsinogen) โปรคาร์บอกซเีปปตเิดส 

(procarboxypeptidase) โปรอิลาสเตส (proelastase) ให้อยู่ในรูปทีสามารถทํางานได้ คือ         

ไคโมทรปิซนิ คารบ์อกซเิปปตเิดส (carboxypeptidase) และอลิาสเตส (elastase) ตําแหน่งเร่ง

ปฏิกิริยาของทริปซินมีความจําเพาะต่อกรดอะมิโนอาร์จินีนและไลซีน  (Rungruangsak-

Torrissen et al., 2002; Supannapong et al., 2008) กจิกรรมของทรปิซนิมคีวามแปรผนักบั
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อุณหภูม ิ(Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) อายุและเพศ (Thongprajukaew et al., 

2010a) เอนไซมท์รปิซนิมคีวามสาํคญักบัพฒันาการของสตัวนํ์าในแต่ละวยั ในลําไส้ของปลานิล

ระยะวยัอ่อน (O. niloticus และ O. aureus) ทรปิซนิสามารถทํางานได้ดใีนช่วงพเีอช 9.5–10.5 

ทอุีณหภมู ิ55 องศาเซลเซยีส (Sheng et al., 2006) ส่วนในปลานิลระยะตวัเตม็วยั (O. niloticus 

และ O. aureus) ทรปิซินมสีภาวะทีเหมาะสมต่อการทํางานในช่วงพเีอช 9 ทอุีณหภูม ิ 60          

องศาเซลเซยีส (Wang et al., 2010) อย่างไรกต็ามในปลานิล (O. niloticus) พบว่าทรปิซนิ

สามารถทาํงานไดด้ใีนช่วงพเีอช 8–11 ทอุีณหภมู ิ55–60 องศาเซลเซยีส (Unajak et al., 2012)  

 

4. ไคโมทรปิซนิ  

 

ไคโมทรปิซนิเป็นอลัคาไลน์โปรตเิอสทเีกดิจากเอนไซม์ทรปิซนิกระตุ้นไคโมทรปิซโินเจน 

ใหอ้ยูใ่นรปูทสีามารถเร่งปฏกิริยิาได้ ไคโมทรปิซนิทํางานได้ดใีนช่วงพเีอช 7–10 (การุณ และ

อุทยัวรรณ, 2555; Chong et al., 2002; Areekijseree et al., 2004; Natalia et al., 2004; 

Supannapong et al., 2008; Thongprajukeaw et al., 2010a) บรเิวณเร่งปฏกิริยิาของเอนไซม์

ไคโมทริปซินมีความจําเพาะต่อกรดอะมิโนไทโรซีน ทริปโทเฟน และฟีนิลอะลานีน โดย        

สารยบัยงัการทาํงานเอนไซมไ์คโมทรปิซนิ คอื โทซลิ-ฟีนิลอะลานีนคลอโรเมทลิ คโีตน (tosyl-

phenylalaninechloromethyl ketone) กจิกรรมของไคโมทรปิซนิมผีลต่อการเตบิโตของสตัวนํ์า 

โดยจะมค่ีาสูงขนึเมอืสตัวนํ์าเตบิโตช้า ซงึเป็นการแสดงออกทตีรงกนัขา้มกบัเอนไซม์ทรปิซิน 

(Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) ในปลา Atlantic salmon (Salmo salar) กจิกรรมของ

ไคโมทรปิซนิมค่ีาสงูขนึเมอืการเจรญิเตบิโตถูกจาํกดัโดยการใหป้ลาอดอาหาร (Rungruangsak-

Torrissen et al., 2006) ไคโมทริปซนิในปลาชนิดต่างๆ สามารถทํางานได้ดีในช่วงพีเอช             

8–12.5 และอุณหภมู ิ50-60 องศาเซลเซยีส (Chong et al., 2002; Castillo-Yanez et al., 2006; 

Parra et al., 2007; Espósito et al., 2009) โดยพบว่าพเีอชและอุณหภูมทิเีหมาะสมต่อการ

ทํางานของเอนไซม์ไคโมทรปิซนิในปลานิล (O. niloticus) คอื 9–10 และ 60 องศาเซลเซยีส 

(Bezerra et al., 2005)  

 

5. ไลเปส  

 

ไลเปสเป็นเอนไซม์ย่อยไขมนัทีเกดิจากการหลงัของผนังลําไส้และตบัอ่อน ไลเปสมี

บทบาทในการเร่งปฏกิริยิาการยอ่ยสลายพนัธะเอสเทอรร์ะหวา่งกรดไขมนักบักลเีซอรอลให้เป็น

โมโนกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ ไตรกลีเซอไรด์ กรดไขมนั และกลีเซอรอล เอนไซม์ชนิดนี

สามารถทาํงานไดด้ใีนสภาวะทเีป็นกลางถึงเบส (การุณ และอุทยัวรรณ, 2555) โดยจะทํางาน

ร่วมกบันําด ีทาํหน้าทรี่วมกนัยอ่ยไขมนัให้เป็นโมเลกุลเลก็ กจิกรรมของเอนไซม์ไลเปสในปลา
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กนิเนือมค่ีาสูงกว่าปลากนิพชืและสตัว ์และปลากนิพชื ตามลําดบั (Thongprajukaew et al., 

2010b) ใน yellowtail kingfish  ซงึเป็นปลากนิเนือ พบว่ากจิกรรมของเอนไซม์ไลเปสค่อนขา้ง

สงูตงัแต่ช่วงเรมิต้นของตวัอ่อน (larva) (Chen et al., 2006) การศกึษาในปลา Pacific bluefin 

tuna พบว่าไลเปสสามารถทํางานได้ดีทพีีเอช 7.4 (Parra et al., 2007) สําหรบัปลานิล           

(O. niloticus และ O. aureus) เอนไซม์ไลเปสในลําไส้สามารถทํางานได้ดทีพีเีอช 6–9 ในช่วง

อุณหภมู ิ25–35 องศาเซลเซยีส (Sheng et al., 2006) เมอืศกึษากจิกรรมของไลเปสในอวยัวะ

ย่อยอาหารส่วนต่างๆ ได้แก่ กระเพาะอาหารเทยีม ลําไส้ส่วนต้น ลําไส้ส่วนปลาย และตบัของ  

ปลานิล (O. niloticus) ทมีนํีาหนักต่างกนั คอื 5.7 35.8 และ 92.1 กรมั พบว่าไลเปสมสีภาวะที

เหมาะสมต่อการทาํงานทพีเีอช 8 7 และ 8 ตามลาํดบั โดยปลานิลนําหนกั 35.8 กรมั มกีจิกรรม

ของเอนไซมไ์ลเปสสงูสุด (Klahan et al., 2009) 

 

2.4 การเปลียนแปลงของระบบย่อยอาหารหลงัการตาย 

 

หลงัการตายของสตัว ์เซลล์และเนือเยอืจะเกดิกระบวนการย่อยสลายตวัเองจากการ

ทํางานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเซลล์ และจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ทีมีอยู่ กระบวนการย่อย

สลายตวัเองในระบบยอ่ยอาหารทาํใหผ้นงักระเพาะอาหารยุย่ บาง หรอืทะลุเป็นร ูและผนังลําไส้

มกีารลอกหลุดของเยอืเมอืก ทําให้นําย่อยจากตบัอ่อนออกมาย่อยไขมนับรเิวณด้านนอกและ          

ในช่องท้อง เมอืกระเพาะอาหารและลําไส้เน่าจะเกดิการสะสมของก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์ใน

ปรมิาณมาก ส่งผลใหเ้กดิแรงกดทอีวยัวะภายในช่องทอ้ง ทาํให้กระเพาะอาหารแตก (Laczniak 

et al., 2011) 

 

การเกดิแกสโทรมาลาเซยี (gastromalacia) เป็นการเปลยีนแปลงหลงัการตายทสีําคญั

ในกระเพาะอาหาร ทาํใหผ้นงักระเพาะอ่อนตวัและบางลงอย่างมนีัยสําคญั จากการทํางานของ

เอนไซม์ทอียู่ภายใน (O’Donnell  et al., 2010; Laczniak et al., 2011;  Usui et al., 2013) 

กระบวนการนีส่งผลโดยตรงต่อดชันีของอวยัวะยอ่ยอาหาร ซงึจะเกดิขนึอย่างรวดเรว็ในเนือเยอื

ทมีเีอนไซม์และมปีรมิาณนําสูง (Vass, 2001) อย่างไรกต็าม Li et al. (2003) รายงานว่าดชันี

ของตบัต่อนําหนักตวั (hepatosomatic index: HSI) ของหนูสปราก-ดอวล์ ี(Sprague-Dawley)        

มค่ีาเพมิขนึตามระยะเวลาภายหลงัการตาย (0 ถงึ 25 นาท)ี ในขณะทกีารประมาณช่วงเวลาหลงั

การตายในสุนขับเีกลิของ Erlandsson and Munro (2007) พบวา่ลกัษณะทางจุลกายวภิาคของ

เนือเยอืลําไส้มกีารเสอืมสภาพลงเมอืเวลาผ่านไป การเปลยีนแปลงหลงัการตายนอกจากจะมี

สาเหตุมาจากเอนไซมห์รอืจุลนิทรยีท์อียูภ่ายในแลว้ อาจเกดิจากการขาดออกซเิจน การเพมิขนึ

ของคาร์บอนไดออกไซด์ และการสะสมของของเสยี (Benzie and Strain, 1996; Vass, 2001) 

ปจัจยัเหล่าอาจมผีลต่อโปรตนีในกระเพาะอาหารและลาํไส้   
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สาํหรบัการศกึษาเอนไซมย์อ่ยอาหารหลงัการตาย Murn et al. (2004) รายงานว่าเอนไซม์

ไคโมทรปิซนิทําหน้าทเีป็นตวักลางในการตดั internucleosomal DNA ของเซลล์ WEHI 231          

ทตีายแลว้ (apoptotic cell)  

 

หลงัการตายอาจเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนั (oxidation) ซงึเป็นปฏกิริยิาทโีมเลกุลหรอื

อะตอมสญูเสยีอเิลก็ตรอนจากวงโคจรใหก้บัโมเลกุลททีาํหน้าทเีป็นตวัรบัอเิลก็ตรอน รวมทงัการ

เสียไฮโดรเจนอะตอมออกจากโมเลกุล โดยสารททีําหน้าทีเป็นตวัให้อิเล็กตรอน (reducing 

agent) และสารททีําหน้าทีรบัอิเลก็ตรอน (oxidizing agent) ปฏกิิริยาออกซเิดชนัทําให้เกิด

อนุมูลอิสระ (free radical) ซงึสามารถเกดิปฏกิริยิาออกซิเดชนักบัสารอืนๆ เป็นลูกโซ่ต่อไป  

โดยปฏิกิริยาออกซิเดชนัของลิพดิ (lipid oxidation) ระหว่างออกซิเจนกบัไตรกลีเซอไรด ์

(triglyceride) ทมีกีรดไขมนัชนิดไม่อมิตวั (unsaturated fatty acid) ทําให้เกดิสารทใีห้กลนิที

ผดิปกตไิปจากเดมิ (ไมตร ีและคณะ, 2555) 

 

ในสงิมชีวีติมสีารต้านออกซเิดชนั 2 กลุ่ม คอื กลุ่มป้ องกนัการเกดิอนุมูลอิสระ ได้แก่ 

เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเตส (superoxide dismutase) กลูตาไธโอน เปอร์ออกซเิดส 

(glutathione peroxidase) คะตะเลส (catalase) เปอร์ออกซเิดส (peroxidase) ไซโตโครมซี

เปอรอ์อกซเิดส (cytochrome C peroxidase) ทองแดง (copper) และสงักะส ี(zinc) และกลุ่มที

ทําลายปฏกิิรยิาลูกโซ่ ได้แก่ วติามนิอ ี(vitamin E) เบตา-แคโรทนี (β-carotene) วติามนิซ ี

(vitamin C) กรดยรูกิ (uric acid) โปรตนีอลับูมนิ (albumin) สําหรบัในเซลล์ทตีายแล้วจะม ี        

การผลติเปอรอ์อกไซด์และอนุมูลอสิระมาทําลายส่วนประกอบต่างๆ รวมทงัจะมสีารทเีกดิจาก

การยอ่ยของเอนไซมป์ล่อยออกมา เช่น เพปไทดท์ทีาํหน้าทเีป็นตวัใหอ้เิลก็ตรอนได้ (Lassoued 

et al., 2015) อย่างไรกต็าม เพปไทด์ทถีูกปล่อยอาจไม่เพยีงพอเมอืเปรยีบเทยีบกบัการผลติ

อนุมูลอิสระทีมากเกินไป นอกจากนีการย่อยสลายทีนานขึนทําให้ได้เพปไทด์สายสันทีมี

ประสทิธภิาพในการกาํจดัอนุมลูอสิระลดน้อยลง (Lassoued et al., 2015) 

 

หลงัการตายของเซลล ์(cell death) จะเกดิอะพอพโทตกิบอด ี(apoptotic body) เพอืให้

เซลลแ์มคโคเฟจ (macrophage) สามารถกาํจดัเซลลด์งักล่าวออกไปอยา่งรวดเรว็ (Katz, 2008) 

การศกึษาอะพอพโทตกิบอดใีนกระเพาะอาหารและลําไส้ของหนูและมนุษย ์โดย Hall et al. 

(1994) แสดงใหเ้หน็วา่อะพอพโทตกิบอดไีม่ไดม้กีารกระจายแบบสุ่ม แต่พบมากในเยอืบุผวิและ                        

ใน immediate sub-epithelial connective tissue โดยในกระเพาะอาหารพบมากทสีุดบรเิวณ

ต่อมสร้างนําย่อยและผวิด้านนอกของผนังชนัในสุด (superficial gastric mucosa) ซงึบางครงั

พบในบริเวณ lamina propria ด้วย ส่วนในลําไส้เลก็พบอะพอพโทติกบอดอียู่ตรงบริเวณ             

ปลายของวลิไล (villi) และบรเิวณฐานของครปิท์ (crypt) ขณะทกีารศกึษาการเปลยีนแปลง             



12 
 

หลงัการตายในสุนัขบเีกลิของ Erlandsson and Munro (2007) พบว่าการเปลยีนแปลงภายใน

ลาํไสจ้ะสงัเกตเหน็ชดัมากขนึเมอืเวลาหลงัการตายนานขนึ โดยทเีวลา 24 ชวัโมงหลงัการตาย 

ถุงนําดมีีสผีสมระหว่างสเีขยีว นําตาล และเหลอืง (green-brown-yellow mixture) จากนัน

เปลียนเป็นสเีหลืองแดง (yellow-red) ในเวลา 2–3 วนั และเปลียนเป็นสีแดงนําตาล (red-

brown) ในเวลา 7 วนั จนถึง 3 สปัดาห์ สําหรบัการศกึษาจุลกายวภิาคเนือเยอื ได้แก่ ต่อม

นําเหลือง ไต ต่อมหมวกไต รงัไข่ อณัฑะ ลําไส้ ต่อมนําลาย และผวิหนังพบว่าลกัษณะทาง           

จุลกายวภิาคของเนือเยอืดงักล่าวมีรูปแบบทีไม่สอดคล้องกบัการเปลียนแปลงหลงัการตาย 

อย่างไรก็ตาม เนือเยอืดงักล่าวมีการเสือมสภาพลงเมือเวลาผ่านไปหลังการตาย สําหรับ            

การประมาณช่วงเวลาหลังการตายของศพซึงถูกฝงัในดิ น โดยใช้ซากหมู (Sus scrofa 

domestica) เป็นตน้แบบ พบวา่ระยะเวลา 7 วนัหลงัจากฝงั บรเิวณส่วนท้องของซากหมูพองขนึ

เลก็น้อย ในช่วงเวลา 13 วนัหลงัจากฝงั  บรเิวณส่วนท้องยงัคงพองขนึเลก็น้อย แต่พบลําไส้

ทะลกัออกมา หลงัจากฝงัเป็นเวลา 20 วนั พบว่าบรเิวณส่วนท้องฉีกขาดมากขนึ สอดคล้องกบั

ผวิหนังทบีางลง ในวนัท ี27 หลงัจากฝงัพบคราบเหมอืนนํามนัเคลอืบสขีาว (greasy whitish 

coating) ตรงบรเิวณส่วนท้อง ซงึอาจเป็นตวับ่งชใีห้เหน็ว่าเรมิเกดิการเปลยีนแปลงทีไม่ทําให้

เนือเยอืสลายตวัแต่มลีกัษณะเหมอืนขผีงึและไขมนั (adipocere) หลงัจากฝงัเป็นเวลา 34 วนั 

เกดิ adipocere บรเิวณส่วนท้อง และ 40 วนัหลงัจากฝงั  ซากหมูถูกปกคลุมด้วย adipocere 

รวมทงันําหนกัตวัลดลงไป 38.6 เปอรเ์ซน็ต ์(Niederegger et al., 2015)  

 

2.5 กล้ามเนือปลา 

 

กล้ามเนือปลาส่วนใหญ่ประกอบด้วยเส้นใยกล้ามเนือ (muscle fiber) โดยภายในม ี         

เส้นใยย่อย (myofibril) ทีประกอบไปด้วยเส้นใยฝอย (myofilament) และเนือเยอืเกยีวพนั 

(mycommata) ซงึมคีอลลาเจน (collagen) เป็นส่วนประกอบหลกั (Chéret et al., 2007) 

กล้ามเนือของปลาม ี 3 ชนิด คอื กล้ามเนือเรยีบ กล้ามเนือลาย และกล้ามเนือหวัใจ (cardiac 

muscle) หลงัการตายของปลา กลา้มเนือจะเกดิการเปลยีนแปลงโดยเอนไซม์คาเทปซนิทอียู่ใน

กลา้มเนือลายจะยอ่ยสลายโปรตนีทาํใหก้ลา้มเนืออ่อนตวัลง  

 

กลา้มเนือลายเป็นกลา้มเนือขา้งลาํตวัของปลา ช่วยในการเคลอืนไหว อยู่ภายในอํานาจ

จติใจ (voluntary muscle) ภายในเส้นใยฝอยของเส้นใยกล้ามเนือแต่ละเส้นจะมซีาร์โคเมยีร ์

(sarcomere) ทปีระกอบไปด้วยไมโอซนิ (myosin) ซงึเป็นส่วนประกอบของเส้นใยชนิดหนา 

(thick filament) และแอกตนิ (actin) ซงึเป็นส่วนประกอบของเส้นใยชนิดบาง (thin filament) 

ซอ้นสลบักนัไปมา จงึทาํใหเ้กดิเป็นแถบทบึสลบักบัแถบโปร่งไปตลอดความยาวของเส้นใยย่อย 
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ดงันนัเมอืดดูว้ยกลอ้งจุลทรรศน์จงึมองเหน็กล้ามเนือมลีกัษณะเป็นลาย โดยกล้ามเนือลายของ

ปลาสามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คอื กล้ามเนือแดง (red muscle) และกล้ามเนือขาว (white 

muscle) 

 

1. กลา้มเนือแดง 

 

กลา้มเนือแดงทาํหน้าทรีกัษาความต่อเนืองในการวา่ยนําของปลา อยู่ระหว่างกล้ามเนือ

ดา้นบน (epaxial muscle mass) และกล้ามเนือด้านล่าง (hypaxial muscle mass) ของกล้ามเนือ

ขา้งลาํตวั เป็นกลา้มเนือทมีหีลอดเลอืดฝอย (capillary) จํานวนมาก ภายในเซลล์ประกอบด้วย

ไมโทคอนเดรีย และไมโอโกลบิน (myoglobin) จึงทําให้กล้ามเนือมีสแีดง กล้ามเนือแดงมี

กระบวนการเมแทบอลซิมึแบบใชอ้อกซเิจน (aerobic metabolism) ซงึสามารถขนส่งออกซเิจน

ไดม้ากและพบวา่ซารโ์คเมยีรข์องกลา้มเนือแดงมขีนาดเลก็และบางกวา่กลา้มเนือขาวถงึ 3 เท่า 

 

2. กลา้มเนือขาว 

 

กลา้มเนือขาวทาํงานแบบไม่ใชอ้อกซเิจน (anaerobic) โดยใชพ้ลงังานจากกระบวนการ        

ไกลโคไลซิส (glycolysis) มีไมโทคอนเดรียและไมโอโกลบินน้อยกว่ากล้ามเนือแดง ทําให้

กลา้มเนือมสีค่ีอนขา้งซดีจาง ซาร์โคเมยีร์มขีนาดใหญ่และหนากว่ากล้ามเนือแดง มแีคลเซยีม

ไอออนช่วยในการหดตวัของกลา้มเนือ กลา้มเนือขาวในปลามหีน้าทใีชใ้นการจู่โจมเหยอืและวา่ย

ทวนกระแสนํา กล้ามเนือขาวของปลาทุกชนิดมพีนืทมีากกว่ากล้ามเนือแดงเมอืเทยีบกบัพนืที

ทงัหมดของตวัปลา การศกึษาในปลากระแห (Puntius schwanenfeldi) ปลาสร้อย (Labiobarbus 

spiropleura) ปลากระมงั (Puntius proctozysron) ปลาหมอช้างเหยยีบ (Pristolepis fasciatus) 

ปลาตะเพียน (Puntus gonionotus) ปลากระดี (Trichogaster trichopterus) และปลาช่อน 

(Channa striata) พบว่ามีพนืทขีองกล้ามเนือขาวเป็น 7 เท่า ของพนืทกีล้ามเนือแดง ทงันี

เนืองจากปลาเหล่านี มพีฤตกิรรมการเคลอืนทค่ีอนขา้งเรว็ และจะกระโดดเมอืตกใจ (ส่งศร ีและ

รุ่งกานต,์ 2546) 

 

เมอืปลาตายจะเกดิการเปลยีนแปลงของกลา้มเนือ 3 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะก่อนการเกรง็ตวั                   

ซงึเรมิตงัแต่ปลาตาย โดยการขนส่งออกซเิจนจะหยดุชะงกั เนือเยอืจะขาดออกซเิจน ทาํใหม้กีาร

สรา้ง ATP จากกลโูคสแบบไม่ใชอ้อกซเิจน เป็นผลใหพ้เีอชของเนือเยอืลดตาํลง เนืองจากมกีรด

แลคตกิเกดิขนึ ระยะการเกรง็ตวั เป็นระยะทมีกีารเกรง็ของกล้ามเนือเนืองจากโปรตนีไมโอซนิ

และแอกตนิทอียูใ่นเสน้ใยยอ่ย เกดิการรวมตวักนัได้เป็นแอกโตไมโอซนิ (actomyosin) ซงึต้อง

อาศยัพลงังานจาก ATP ถงึแมว้า่พลงังานดงักล่าวในเนือเยอืของปลาจะเรมิลดตําลง ทําให้เกดิ
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การรวมตวัอยา่งถาวรของออโตไมโอซสิ (automyosis) ส่งผลให้กล้ามเนือเรมิเกดิการเกรง็แขง็ 

และระยะหลงัการเกร็งตวั กล้ามเนือจะค่อยๆ อ่อนตวัลง เนืองจากเกิดการย่อยสลายของ

เอนไซม์ภายในกล้ามเนือ นอกจากนันอาจเกิดจากการย่อยสลายของจุลินทรีย์ทีปนเปือน           

ในเนือเยอื ในกล้ามเนือของปลา sea bream (Sparus aurata) ทเีก็บรกัษาไวท้อุีณหภูม ิ4    

องศาเซลเซยีส ในช่วงเวลา 14 วนั พบวา่ในวนัท ี10 ยงัสามารถตรวจพบโปรตนีในเส้นใยย่อย

ของกล้ามเนือ ได้แก่ แอกตนิและเดซมนิ (desmin) ในขณะทโีปรตนีดซิโทรฟิน (dystrophin) 

สามารถตรวจพบได้ในช่วง 4 วนัแรกหลงัการตายเท่านัน (Caballero et al., 2009) สําหรบั

การศึกษาการเปลียนแปลงในกล้ามเนือของปลาเทราท์สีนําตาล (Salmo trutta) ปลา                

turbot (Psetta maxima) และปลาซาร์ดนี (Sardina pilchardus) ซงึเกบ็รกัษาทอุีณหภูม ิ 0–4        

องศาเซลเซยีส พบวา่กลา้มเนือปลาเทราทย์งัไม่มกีารยอ่ยสลายโปรตนีเดซมนิในช่วง 4 วนัแรก

หลงัการตาย ในขณะทพีบอตัราการยอ่ยสลายของเดซมนิ 10–20 เปอรเ์ซน็ตใ์นปลา turbot ส่วน

ในกล้ามเนือของปลาซาร์ดีนพบว่าการย่อยสลายจะเกิดขนึภายใน 24 ชัวโมงหลงัการตาย 

(Verrez-Bagnis et al., 1999) ส่วนการศกึษาคุณลกัษณะเชงิความรอ้นของโปรตนีไมโอซนิและ           

แอกตนิในกลา้มเนือแดงของปลานิล (O. niloticus) โดยตุลาคุณ และคณะ (2558) ผลการศกึษา

ไม่พบโปรตนีทงั 2 ชนิดทอียู่ในสภาพเดมิ (native protein) ในเวลา 48 ชวัโมงหลงัการตาย 

แสดงใหเ้หน็วา่โปรตนีไมโอซนิและแอกตนิสลายตวัหมดแลว้หรอืโปรตนีดงักล่าวอาจจะอยู่ในรูป

ทเีสยีสภาพธรรมชาต ิ

 

 เอนไซมใ์นกลา้มเนือปลาประกอบดว้ยเอนไซมใ์นไมโอไฟบรลิ เช่น เอนไซม์คาเทปซนิบ ี

(cathepsin B, E.C. 3.4.22.1) ด ี(cathepsin D, E.C. 3.4.22.5) เอช (cathepsinH, E.C. 3.4.22.16) 

และแอล (cathepsin L, E.C. 3.4.22.15) และเอนไซม์ทพีบในส่วนของซาร์โคพลาสมกิ เช่น 

เอนไซม์คาลเพน (calpain, E.C. 3.4.22.17) ทรปิซนิ และไคโมทรปิซนิ (Shahidi and Kamil, 

2001) โดยทรปิซนิและไคโมทรปิซนิในปลามค่ีาพเีอชเหมาะสมต่อการทํางานในช่วงทเีป็นด่าง 

(Cao et al., 2005; Sheng et al., 2006) การศกึษาคุณลกัษณะของทรปิซนิในกล้ามเนือของ

ปลาจวดขาว (Argyrosomus argentatus) พบวา่มคีวามจาํเพาะต่อหมู่คารบ์อกซลิของกรดอะมโิน

อาร์จนีีนและไลซนีเช่นเดยีวกบัทรปิซินทพีบในระบบย่อยอาหาร (Cao et al., 2005) ส่วน          

คาลเพนจดัเป็นนิวทรลัโปรตเิอส (neutral protease) ซงึมกีจิกรรมสงูทพีเีอชเป็นกลาง เอนไซม์

คาลเพนถูกปล่อยออกจากเสน้ใยกลา้มเนือโดยการยอ่ยส่วนของ Z disk การทําบรสิุทธคิาลเพน

ชนิดท ี1 (type-I) และชนิดท ี2 (type-II) ในกลา้มเนือปลาแอนโชว ี(Engraulis japonica) พบว่า

คาลเพนทงั 2 ชนิดสามารถทํางานได้ดทีอุีณหภูม ิ45 และ 50 องศาเซลเซยีสทพีเีอช 6.8 และ 

7.0–7.5 ตามลาํดบั (Ishida et al., 1995) 
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กล้ามเนือขาวของปลาจะทํางานแบบไม่ใช้ออกซิเจน ซึงได้พลงังานจากการสลาย         

ไกลโคเจนให้กลายเป็นกรดแลคติก แต่ออกซิเจนจากการหายใจจะสลายกรดแลคตกิทําให้       

ค่าพเีอชของกลา้มเนือไม่เป็นกรด สาํหรบัสงิมชีวีติทตีายแล้วร่างกายจะขาดออกซเิจนส่งผลให้

กลา้มเนือมกีรดแลคตกิเพมิขนึ ซงึสภาวะดงักล่าวเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์คาเทปซนิใน 

กลา้มเนือ โดยคาเทปซนิทาํหน้าทยีอ่ยสลายโปรตนีในกล้ามเนือเป็นผลให้กล้ามเนืออ่อนตวัลง

หลงัการตาย (Jiang, 2000) การศกึษาของ Chéret et al. (2007) พบว่าเอนไซม์คาเทปซนิแอล

ในปลากะพงขาวและเนือววัมกีิจกรรมสูงกว่าคาลเพน 9 เท่า และ 2 เท่า ตามลําดบั ทงันี

เนืองจากเอนไซมค์าเทปซนิมพีเีอชทเีหมาะสมต่อการทาํงานในสภาวะทเีป็นกรด  

 

หลงัการตายของสงิมชีวีติ ไลโซโซมจะปล่อยเอนไซมค์าเทปซนิซงึเป็นซสิเตอนีโปรตเิอส 

(cysteine proteases) ไปยงัไซโทพลาสซมึและช่องว่างระหว่างเซลล์ มผีลทําให้ค่าพเีอชของ

กล้ามเนือลดลง และทําให้ค่าความแรงไอออน (ionic strength) ในกล้ามเนือเพมิขนึ (Yates       

et al., 1983; Verrez-Bagnis et al., 2002) เอนไซม์คาเทปซนิทําหน้าทเีกยีวขอ้งกบัการย่อย

สลายกลา้มเนือหลงัการตายของสตัว ์โดยทําให้กล้ามเนืออ่อนตวัลง เอนไซม์ชนิดหลกัทพีบใน

กล้ามเนือ ได้แก่ คาเทปซินบ ีคาเทปซนิดี คาเทปซินเอช และคาเทปซินแอล อย่างไรก็ตาม 

การศกึษาทผี่านมาพบว่าคาเทปซนิด ีมบีทบาทในการย่อยสลายโปรตนีในกล้ามเนือน้อยกว่า 

คาเทปซนิอกี 3 ชนิด เนืองจากเอนไซมด์งักล่าวสามารถยอ่ยสลายไมโอไฟบรลิไดด้ใีนช่วงพเีอช 

ประมาณ 5 (Makinodan et al., 1982; Jiang, 2000)  

 

1. คาเทปซนิบ ี 

 

เอนไซม์คาเทปซินบทีําหน้าทีย่อยสลายโครงสร้างโปรตีนหลกัของกล้ามเนือ ได้แก่         

คอนเนคทนิ (connectin) เนบูลนิ (nebulin) และไมโอซนิ (Yamashita and Konagaya, 1991) 

นําหนักโมเลกุลของคาเทปซนิบ ีขนึอยู่กบัชนิดของปลา สําหรบัในกล้ามเนือลายของปลานิล

พบว่ามนํีาหนักโมเลกุล 23.5 กโิลดาลตนั (Sherekar et al., 1988) โดยเอนไซม์คาเทปซนิ

ทงัหมดถูกสงัเคราะห์ขนึในรูปของ pre-proenzyme ซึงยงัไม่สามารถทํางานได้ (inactive 

enzyme) หลงัจากนนัจะเขา้สู่กระบวนการดดัแปลงจนเป็นเอนไซม์ทสีามารถทํางานได้ (active 

enzyme) (Egberts et al., 2004) เอนไซมค์าเทปซนิบสีามารถจบักบัสารตงัตน้ไดห้ลายชนิดและ

จะย่อยสลาย Z-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin (Z-Arg-Arg-MCA) และ Z-Phe-Arg-7-

amido-4-methylcoumarin (Z-Phe-Arg-MCA) การศกึษาทผี่านมาพบว่าเอนไซม์คาเทปซนิบ ี

ในกลา้มเนือของปลามพีเีอชทเีหมาะสมต่อการทํางานอยู่ในช่วง 5.5–6.5 และอุณหภูม ิ35–55 

องศาเซลเซยีส โดยสภาวะทเีหมาะสมดงักล่าวขนึอยู่กบัชนิดของปลา (Aranishi et al., 1997; 

Jiang, 2000; Aoki et al., 2002; Kim et al., 2003; Chéret et al., 2007; Liu et al., 2008; 
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Ahmed et al., 2015) การศกึษาของ Delbarre-Ladrat et al. (2006) พบว่าไลโซโซมของปลามี

คาเทปซนิบ ีเอช และแอลเป็นหลกัและมกีจิกรรมสูง เช่นเดยีวกบัการศึกษาของ Aoki et al. 

(2000) ทพีบวา่ในกลา้มเนือขาวของปลากลุ่ม red fresh คาเทปซนิบ ีและแอลมกีจิกรรมสงู ส่วน

การศึกษาในปลากะพงขาว พบว่าคาเทปซินบีในกล้ามเนือขาวมีค่าสูงเป็น 29.7 เท่าเมือ

เปรยีบเทยีบกบัในเนือววั นอกจากคาเทปซนิบจีะเป็นเอนโดเปปตเิดส (endopeptidase) แล้ว 

ยงัมีส่วนเกียวข้องในกระบวนการทางพยาธิวิทยา เช่น การเกิดมะเร็ง การตายของเซลล ์         

การอกัเสบการตดิเชอื และโรคอนืๆ ดว้ย (Gocheva et al., 2006) 

 

2. คาเทปซนิเอช 

 

เอนไซม์คาเทปซนิเอชพบครงัแรกในตบัของหนูซงึมนํีาหนักโมเลกุล 28 กโิลดาลตนั 

(Kirschke et  al., 1977) สารตงัต้นของเอนไซม์ชนิดนี คอื L-Arginine-4-methylcoumaryl-7-

amide (Arg-MCA) เอนไซม์คาเทปซนิเอชทําหน้าทสีลายพนัธะเอไมด์ของสารตงัต้นทมีีกลุ่ม      

อะมโินอสิระ เช่น อาร์จนีีน เนปทลิเอไมด์ (naphthylamide) นอกจากนียงัสามารถสลายสารท ี       

คล้ายกบัสารตงัต้นทมีกีลุ่มอะมโิน (blocked α-amino group) เช่น benzoyl-arginine naphthylamide 

(BANA) (Takahashi et al., 1988) เอนไซมค์าเทปซนิเอช ในปลามกีจิกรรมทเีหมาะสมต่อการ

ทํางานทพีเีอชประมาณ 6.0–6.8 (Kirschke et al., 1977; Aranishi et al., 1997) การศกึษา

เปรยีบเทยีบกจิกรรมของคาเทปซนิเอช ในปลา 4 ชนิด ได้แก่ Pacific whiting (Merluccius 

productus), arrowtooth flounder (Atheresthes stomias), Alaska pollock (Theragra 

chalcogramma) และ Pacific cod (Gadus macrocephalus) พบว่าคาเทปซนิเอช ในปลา 

Alaska pollock มกีจิกรรมสงูทสีุด รองลงมา ไดแ้ก่ ปลา arrowtooth flounder ปลา Pacific cod 

และปลา Pacific whiting ตามลําดบั (Porter et al., 1995) สําหรบัการศกึษาในกล้ามเนือขาว

ของปลากะพงขาว และกล้ามเนือต้นขาด้านหลงั (biceps femoris muscle) ของววันม พบว่า

กจิกรรมของคาเทปซนิเอช ในกลา้มเนือของสตัวท์งั 2 ชนิด มกีจิกรรมทตีาํกวา่คาเทปซนิบ ีและ

แอล (Chéret et al., 2007) คล้ายกบัการศกึษาในกล้ามเนือววัทตีอนแล้ว ทกีิจกรรมของ

เอนไซมค์าเทปซนิเอช มค่ีาตาํเมอืเปรยีบเทยีบกบัคาเทปซนิบ ี(Wu et al., 1985) อยา่งไรกต็าม 

คาเทปซนิเอช มคีวามสามารถยอ่ยสลายไมโอซนิไดเ้รว็กวา่คาเทปซนิบ ี(Aranishi et al., 1997) 

นอกจากคาเทปซนิเอช จะมบีทบาทสาํคญัในการยอ่ยสลายโปรตนีแลว้ยงัเกยีวขอ้งกบัการรกัษา

โรคและการพฒันาของปอด (Che et al., 2014) 
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3. คาเทปซนิแอล  

 

เอนไซมค์าเทปซนิแอลทําหน้าทยี่อยสลายโครงสร้างโปรตนีหลกัของกล้ามเนือ ได้แก่ 

โปรตนีคอนเนคทนิ เนบลูนิ ไมโอซนิ คอลลาเจน แอลฟา-แอคทนิิน (α-actinin) และโทรโปนิน 

T (troponin T) และโทรโปนิน I (troponin I) (Yamashita and Konagaya, 1991; Ho et al., 

2000) โดยคาเทปซินแอลของปลามีนําหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 23–30 กิโลดาลตัน 

(Visessanguan et al., 2003) เอนไซมค์าเทปซนิแอลในปลามคุีณสมบตัคิล้ายกบัทแียกได้จาก

สตัว์เลยีงลูกด้วยนมและไก่ และสามารถใช้ Z-Phe-Arg-MCA เป็นสารตงัต้น การศกึษาใน

ปลาแซลมอนพบว่าคาเทปซนิแอลเป็นโปรตเิอสทยี่อยสลายโปรตนีของกล้ามเนือได้มากทสีุด 

(Hu et al., 2008) เช่นเดยีวกบัการศึกษาในกล้ามเนือของปลาลนิ (Hypophthalmichthys 

molitrix) ทพีบวา่คาเทปซนิแอลมกีจิกรรมทสีูงกว่าคาเทปซนิบ ี(Liu et al., 2008) และพบว่าใน

กลา้มเนือขาวของปลากะพงขาวมกีจิกรรมของคาเทปซนิแอลสูงเป็น 3.9 เท่าเมอืเปรยีบเทยีบ

กบัคาเทปซนิแอลในกลา้มเนือววันม (Chéret et al., 2007) โดยสามารถย่อยโปรตนีเส้นใยย่อย

จากกล้ามเนือ (myofibrillar protein) ได้อย่างสมบูรณ์ภายใน 21 ชวัโมง (Ladrat et al., 2003) 

จากการศึกษาทีผ่านมาพบว่าเอนไซม์คาเทปซนิแอลในกล้ามเนือปลามพีีเอชทีเหมาะสมต่อ            

การทํางานอยู่ในช่วง 5–7 และอุณหภูม ิ45–60 องศาเซลเซยีส ทงันีขนึอยู่กบัชนิดของปลา 

(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)  

 

3. วตัถปุระสงค ์

 

เพอืศกึษาการเปลยีนแปลงของระบบยอ่ยอาหารและเอนไซม์ในกล้ามเนือหลงัการตาย

ของปลานิล (O. niloticus) ในช่วงระยะเวลาทแีตกต่างกนั  
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บทที 2 

 

วิธีการทดลอง 

 

1. การเตรียมตวัอย่างปลานิล 

  

ปรบัสภาพปลานิลแปลงเพศ (O. niloticus) อาย ุ4 เดอืน เป็นเวลา 15 วนั โดยใหอ้าหาร

ทมีโีปรตนี 30 เปอรเ์ซน็ต ์จาํนวน 2 ครงัต่อวนั และให้แสงเป็นเวลา 12 ชวัโมงต่อวนั นําในบ่อ

เลยีงมอุีณหภูม ิ29.60 ± 0.15 องศาเซลเซยีส พเีอช 6.95 ± 0.02 ปรมิาณออกซเิจนละลายนํา 

5.05 ± 0.01 มลิลกิรมัต่อลติร และปรมิาณแอมโมเนีย 0.94 ± 0.15 มลิลกิรมัต่อลติร 

 

2. การเกบ็ตวัอย่างปลานิล  

 

อดอาหารปลานิลแปลงเพศเป็นเวลา 48 ชวัโมงก่อนการเกบ็ตวัอย่าง เพอืป้ องกนั          

การเปลียนแปลงเมแทบอลิซมึเนืองจากอาหารทีกิน สุ่มปลาทีมขีนาดใกล้เคียงกนั (นําหนัก 

105.83 ± 1.66 กรมั และความยาวตลอดลําตวั 18.55 ± 0.14 เซนตเิมตร) สลบปลาโดยใช้

นําแขง็ และนํามาลอยในภาชนะทรงสเีหลยีมผนืผ้า (32 × 43 × 11 เซนตเิมตร) ระดบันําสูง 7 

เซนตเิมตร ทคีวามหนาแน่น 14 ตวัต่อภาชนะ โดยทาํการทดลองทอุีณหภมูหิอ้ง หลงัจากนนัสุ่ม

ปลา (n = 4) ทเีวลา 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ชวัโมง ผ่าตดัเกบ็ตวัอย่างกระเพาะอาหาร

และลาํไส ้เพอืใชศ้กึษาระบบยอ่ยอาหาร ไดแ้ก่ ดชันีนําหนัก ความเขม้ขน้ของโปรตนี กจิกรรม

ของเอนไซมย์อ่ยอาหาร การตา้นปฏกิริยิาออกซเิดชนั และการเปลยีนแปลงลกัษณะทางจุลกาย

วภิาค และเก็บตวัอย่างกล้ามเนือขาวเพือศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ในกล้ามเนือ ได้แก่ 

เอนไซมค์าเทปซนิบ ีเอช และแอล  

 

3. การศึกษาดชันีนําหนักของอวยัวะย่อยอาหาร 

 

หลงัจากเกบ็ตวัอยา่งอวยัวะย่อยอาหารทงั 8 ช่วงเวลาหลงัการตาย นําอวยัวะดงักล่าว

มาศกึษาดชันีนําหนกั โดยชงันําหนกัตวัปลา นําหนกัของกระเพาะอาหาร และลําไส้ (กรมั) และ

คาํนวณดชันีของกระเพาะอาหารต่อนําหนกัตวั (stomasomatic index: SSI) และดชันีของลําไส้

ต่อนําหนักตวั (intestosomatic index: ISI) จาก (นําหนักกระเพาะอาหาร/นําหนักตวั) × 100 

และ (นําหนกัลาํไส/้นําหนกัตวั) × 100 ตามลาํดบั (Thongprajukaew et al., 2015) 
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4. การสกดัสารสกดัจากกระเพาะอาหารและลาํไส้ 

 

ผ่าตดัและเกบ็ตวัอย่างกระเพาะอาหารและลําไส้ของปลาบนนําแขง็ จากนันสกดัสาร

ตามวธิกีารทดีดัแปลงมาจาก Rungruangsak and Utne (1981) โดยบดกระเพาะอาหารและ

ลําไส้ในกรดไฮโดรคลอริกความเข้มขน้ 10 และ 1 มิลลิโมลาร์ (1 : 3 นําหนักต่อปริมาตร) 

ตามลําดบั โดยใช้เครอืงปนัละเอยีดเนือเยอื (รุ่น THP-220; Omni International, Kennesaw 

GA, USA) จากนันนําไปปนัเหวยีงท ี15,000 × g ทอุีณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 

นาท ีดูดส่วนทเีป็นไขมนัออก และดูดสารละลายส่วนใสเกบ็ไวท้อุีณหภูม ิ–20 องศาเซลเซยีส 

เพือใช้วเิคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีน การต้านปฏิกริิยาออกซิเดชนั และกจิกรรมของ

เอนไซมย์อ่ยอาหารต่อไป 

 

5. การศึกษาความเข้มข้นของโปรตีนในสารสกดัจากกระเพาะอาหารและลาํไส้ 

 

เตรยีมสารละลาย A โดยผสมคอปเปอร์ซลัเฟต 0.5 กรมักบัไตรโซเดยีมซเิตรท 1 กรมั     

แลว้ปรบัปรมิาตรให้ได้ 1,000 มลิลลิติร ส่วนสารละลาย B เตรยีมโดยผสมโซเดยีมคาร์บอเนต 

20 กรมักบั โซเดยีมไฮดรอกไซด ์4 กรมั แลว้ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มลิลลิติร และสารละลาย 

C เตรยีมโดยผสมสารละลาย A กบั B ในอตัราส่วน 1 ต่อ 50 สําหรบัสารละลาย D เตรยีมโดย

ผสม Folin Ciocalteu reagent กบันํากลนัในอตัราส่วน 1 ต่อ 2  

 

วเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของโปรตนีในสารสกดัตามวธิกีารของ Lowry et al. (1951) โดย

เติมสารสกดัปริมาตร 25 ไมโครลติร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย C ปริมาตร 750 

ไมโครลติร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั จากนนัเตมิสารละลาย D ปรมิาตร 75 ไมโครลติร ผสมให้เขา้กนั 

วางไว้ในทีมืดนาน 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงทีความยาวคลนื 750 นาโนเมตร โดย

เปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA)  
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6. การศึกษากิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมย่์อยอาหาร  

 

ศกึษากจิกรรมจาํเพาะของเอนไซมย์อ่ยอาหาร ไดแ้ก่ เอนไซมเ์ปปซนิ ทรปิซนิ ไคโมทรปิซนิ 

อะไมเลส และไลเปส ดงันี 

 

6.1 กิจกรรมของเอนไซมเ์ปปซิน 

  

ศกึษากจิกรรมของเอนไซมเ์ปปซนิจากกระเพาะอาหารตามวธิกีารของ Rungruangsak 

and Utne (1981) โดยเตมิเคซนีความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ลงใน

หลอดทดลอง หลงัจากนันปิเปตต์บฟัเฟอร์ พเีอช 2 ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปรมิาตร 100 

ไมโครลติร และเอนไซม์สกดัปรมิาตร 200 ไมโครลติร แล้วผสมให้เขา้กนั นําไปบ่มทอุีณหภูม ิ

55 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีหยดุปฏกิริยิาดว้ยการเตมิกรดไตรคลอโรอะซติกิ ความเขม้ขน้ 

5 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ผสมให้เขา้กนั หลงัจากนันนําไปปนัเหวยีงท ี5,000 × g ที

อุณหภูมหิ้อง นาน 20 นาท ีดูดส่วนใสของตวัอย่างปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร ผสมให้เขา้กนักบั

โซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ปรมิาตร 1 มลิลลิติร แล้วเตมิ Folin Ciocalteu 

reagent (เจอืจางกบันํากลนัในอตัราส่วน 1:3) ปรมิาตร 0.3 มลิลลิติร และวดัค่าการดูดกลนืแสง

ดว้ยเครอืงสเปกโทรโฟโตมเิตอร ์ทคีวามยาวคลนื 720 นาโนเมตร และหาค่าผลติภณัฑ์ทไีด้โดย

เปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของ L-tyrosine ยนูิต (unit) ของเปปซนิคาํนวณจากปรมิาณของ 

L-tyrosine ทเีกดิขนึ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ีภายใตพ้เีอช 2 อุณหภมู ิ55 องศาเซลเซยีส  

 

6.2 กิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินและไคโมทริปซิน 

 

ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซินและไคโมทริปซินในลําไส้ตามวิธีการของ   

Rungruangsak-Torrissen et al. (2006) กจิกรรมของเอนไซมท์รปิซนิทดสอบโดยผสมบฟัเฟอร ์   

พเีอช 9 ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปรมิาตร 700 ไมโครลติรทมี ีbenzoyl-L-Arg-p-nitroanilide 

(BAPNA) ความเขม้ขน้ 1.25 มลิลโิมลาร์ และเอนไซม์สกดั 100 ไมโครลติร แล้วบ่มทอุีณหภูม ิ

50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลังจากนันหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติมกรดอะซิติก                   

ความเขม้ขน้ 30 เปอรเ์ซน็ต ์ปรมิาตร 800 ไมโครลติร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั กจิกรรมของเอนไซม์

ไคโมทรปิซนิใชว้ธิกีารทดสอบเช่นเดยีวกบัวธิกีารขา้งต้นทกีล่าวมา แต่เปลยีนเป็นใช้บฟัเฟอร ์       

พเีอช 9 ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร ์ปรมิาตร 700 ไมโครลติร ทมี ีN-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-

nitroanilide (SAPNA) ความเขม้ขน้ 1.25 มลิลโิมลาร์ รวมทงัอุณหภูมทิใีช้ในการบ่มเป็น 60 

องศาเซลเซียส จากนันนําไปวดัค่าการดูดกลนืแสงท ี410 นาโนเมตร และหาค่าผลิตภณัฑ์ที
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เกดิขนึโดยเปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของ p-nitroanilide ยนูิตของทรปิซนิและไคโม-           

ทรปิซนิ คาํนวณจากปรมิาณของ p-nitroanilide ทเีกดิขนึ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ีภายใต้

พเีอช 9 ทอุีณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส และพเีอช 9 ทอุีณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส ตามลาํดบั 

 

6.3 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 

 

ศกึษากจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลสตามวธิกีารของ Areekijseree et al. (2004) โดย

ผสมนําแป้ งความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 25 ไมโครลิตรกบับฟัเฟอร์ พีเอช 7                   

ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร ์ปรมิาตร 62.5 ไมโครลติร และโซเดยีมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 20 มลิล-ิ

โมลาร ์ปรมิาตร 37.5 ไมโครลติร แล้วเตมิเอนไซม์สกดัปรมิาตร 125 ไมโครลติร จากนันบ่มที

อุณหภมู ิ50 เซลเซยีส นาน 15 นาท ีและหยุดปฏกิริยิาโดยการเตมิกรดไดไนโตรซาลไิซคลกิ

ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาตร 250 ไมโครลติร แล้วผสมให้เขา้กนั นําไปต้มในนําเดอืด 

นาน 5 นาท ีแลว้ตงัทงิไวใ้หเ้ยน็ทอุีณหภมูหิอ้ง เตมินํากลนัปรมิาตร 2.5 มลิลลิติร จากนันผสม

ให้เข้ากนั นําไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที 540 นาโนเมตร และหาค่าผลิตภัณฑ์ทีได้โดย

เปรยีบเทียบกบักราฟมาตรฐานของนําตาลมอลโทส ยนูิตของอะไมเลสคํานวณจากปรมิาณ           

ของนําตาลมอลโทสทเีกดิขนึ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ีภายใต้พเีอช 7 และอุณหภูม ิ50   

องศาเซลเซยีส 

 

6.4 กิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส 

  

ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธีการทีดัดแปลงมาจาก Winkler and 

Stuckmann (1979) โดยผสม p-nitrophenyl palmitate ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ ปรมิาตร  

200 ไมโครลติร กบับฟัเฟอร์พเีอช 8 ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปรมิาตร 800 ไมโครลติร และ

เอนไซม์สกดัปรมิาตร 20 ไมโครลติร จากนันบ่มทอุีณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ี

หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยเติมโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร                 

250 ไมโครลติร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั นําไปปนัเหวยีงท ี13,000 × g ทอุีณหภมูหิอ้ง นาน 15 นาท ี

ดูดสารละลายส่วนใส เพือนําไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที 410 นาโนเมตร แล้วเปรียบเทียบ          

ค่าผลติภณัฑ์ทไีด้กบักราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol ยนูิตของไลเปสคํานวณจากปรมิาณ 

ของ p-nitrophenol ทเีกดิขนึ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ีภายใต้พเีอช 8 และอุณหภูม ิ60 

องศาเซลเซยีส  
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7. การศึกษาการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัของระบบย่อยอาหาร 

 

ศกึษาการต้านออกซเิดชนัของระบบย่อยอาหาร ได้แก่ การกําจดัอนุมูลอสิระโดยวธิ ี           

2,2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) assay และความสามารถของการเป็นตวัให้อเิลก็ตรอน

โดยวธิ ีreducing power ดงันี 

 

7.1 การกาํจดัอนุมลูอิสระโดยวิธี DPPH assay 

  

 นําสารสกดัจากกระเพาะอาหารและลาํไสจ้ากขอ้ 4 มาศกึษาความสามารถในการกําจดั

อนุมูลอสิระของ DPPH ตามวธิกีารของ Thongprajukaew et al. (2015) โดยเตรยีม stock 

solution จากการละลาย DPPH 24 มลิลกิรมัในเมทานอลปรมิาตร 100 มลิลลิติร แล้วเกบ็ไวท้ี

อุณหภมู ิ–20 องศาเซลเซยีส จากนนัเตรยีม working solution โดยเจอืจาง stock solution ดว้ย 

เมทานอล แลว้วดัค่าการดดูกลนืแสงใหอ้ยูใ่นช่วง 1.0 ± 0.5 หน่วย ท ี517 นาโนเมตร จากนัน

ทดสอบความสามารถในการกาํจดัอนุมลูอสิระ โดยผสม working solution ปรมิาตร 3 มลิลลิติร

กบัสารสกดัปริมาตร 100 ไมโครลติร วางไวใ้นทีมืด นาน 30 นาท ีนําไปวดัการดูดกลืนแสงท ี            

517 นาโนเมตร และคาํนวณกจิกรรมการกาํจดัอนุมลูของ DPPH (เปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยงั) ได้จาก 

[(Ao−Ai)/Ao] × 100 เมือ Ao และ Ai คอื ค่าการดูดกลนืแสงของบฟัเฟอร์ และสารสกดัจาก

ตวัอยา่ง ตามลาํดบั 

 

7.2 ความสามารถในการเป็นตวัให้อิเลก็ตรอนโดยวิธี reducing power 

 

นําสารสกดัจากกระเพาะอาหารและลาํไสจ้ากขอ้ 4 มาศกึษาความสามารถในการเป็นตวั

ให้อเิลก็ตรอนตามวธิกีารทดีดัแปลงมาจาก Benzie and Strain (1996) และ Wong et al. 

(2006) โดยการผสม 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) ความเขม้ข้น 10 มิลลโิมลาร์ใน         

กรดไฮโดรคลอรกิ ความเขม้ขน้ 40 มลิลโิมลาร์ กบั FeCl3.6H2O ความเขม้ขน้ 20 มลิลโิมลาร ์

และอะซเิตตบฟัเฟอรพ์เีอช 5.2 ผสมสารทงัหมดใหเ้ขา้กนัในอตัราส่วน 1: 1: 10 หลงัจากนันนํา

สารผสมดงักล่าวปรมิาตร 2,850 ไมโครลติร ผสมกบัสารสกดัปรมิาตร 150 ไมโครลติร วางไวใ้น

ทมีืดนาน 30 นาที และวดัค่าการดูดกลนืแสงที 593 นาโนเมตร เปอร์เซ็นต์การยบัยงัของ 

reducing power (% remained) คํานวณได้จาก [(Ai–Ao)/Ai] × 100 เมอื Ao และ Ai คือ        

ค่าการดดูกลนืแสงของบฟัเฟอร ์และสารสกดัจากตวัอยา่ง ตามลาํดบั 
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8. การศึกษาลกัษณะจลุกายวิภาคของกระเพาะอาหารและลาํไส้หลงัการตาย  

 

ตรงึตวัอย่างกระเพาะอาหารและลําไส้ โดยใช้ฟอร์มาลนิความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซน็ต ์

นาน 3 วนั จากนันล้างออกโดยให้นําไหลผ่าน ดึงนําออกจากเซลล์โดยแช่ในแอลกอฮอล ์         

ความเขม้ขน้ 50 และ 70 เปอรเ์ซน็ต์ ตามลําดบั หลงัจากนันตดัแต่งเนือเยอืให้ได้ขนาด พร้อม

ทงัใชแ้อลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 70 เปอรเ์ซน็ต ์ฉีดไล่อาหารออกจากกระเพาะและลําไส้ นํากล่อง

ทบีรรจุเนือเยอืดงักล่าว ใส่ลงในเครอืงเตรยีมชนิเนืออตัโนมตัริะบบเปิด (รุ่น TP1020, Leica, 

Wetzlar, Germany) เป็นเวลา 18 ชวัโมง จากนนันําไปฝงัลงในพาราฟินเหลวโดยใช้เครอืงหล่อ

พาราฟิน (รุ่น EG 1150 H, Leica, Nussloch, Germany) แล้วทําให้พาราฟินแขง็ตวั โดยใช้

เครอืงทาํความเยน็ (รุ่น EG 1150 C, Leica, Nussloch, Germany) ตดัแต่งบลอ็กเนือเยอืให้ได้

ขนาดตามตอ้งการ หลงัจากนนัใชเ้ครอืงตดัเนือเยอื (รุ่น R, Jung AG., Heidelberg, Germany) 

ตดับลอ็คเนือเยอืใหบ้าง 3–5 ไมโครเมตร นําไปลอยในนําอุ่นทเีตมิเจลาตนิลงไปเพอืให้เนือเยอื

เกาะกบัสไลด ์แลว้ชอ้นเกบ็บนแผ่นสไลด ์อบในตูอ้บลมร้อนทอุีณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส เป็น

เวลา 24 ชวัโมง หลงัจากนนันําไปยอ้มสนีิวเคลยีสโดยใชส้ฮีมีาทอกไซลนิ และยอ้มไซโทพลาซมึ

และสารทอียู่ระหว่างเซลล์ด้วยสีอโีอซิน จากนันทําสไลด์ถาวรโดยหยด permount บนสไลด์

เนือเยอืและปิดทบัดว้ยแผ่นปิดสไลด ์สงัเกตการเปลยีนแปลงภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  

 

9. การศึกษากิจกรรมของเอนไซมค์าเทปซินบี เอช และแอล 

 

ศกึษาเอนไซมค์าเทปซนิ ได้แก่ การสกดัเอนไซม์คาเทปซนิ และกจิกรรมจําเพาะของ

เอนไซมค์าเทปซนิบ ีเอช และแอล ซงึมรีายละเอยีด ดงันี 

 

9.1 การสกดัเอนไซมค์าเทปซิน 

 

สกดัเอนไซมค์าเทปซนิตามวธิกีารของ Chéret et al. (2007) โดยบดกล้ามเนือขาวกบั

บฟัเฟอร์ A ปรมิาตร 90 มลิลลิติร (ทมี ีTris–HCl พเีอช 7.5 ความเขม้ขน้ 50 มลิลโิมลาร ์               

β-mercaptoethanol ความเขม้ขน้ 10 มลิลโิมลาร์ และ EDTA ความเขม้ขน้ 1 มลิลโิมลาร์)             

ในอตัราส่วน 1 : 3 (นําหนกัต่อปรมิาตร) โดยใชเ้ครอืงปนัละเอยีดเนือเยอื (รุ่น THP-220; Omni 

International, Kennesaw GA, USA) หลงัจากนันนําไปปนัเหวยีงท ี10,000 × g ทอุีณหภูม ิ        

4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 40 นาท ี และดูดส่วนสารละลายส่วนใสเกบ็ไวท้ีอุณหภูม ิ–20              

องศาเซลเซยีส เพอืใชศ้กึษากจิกรรมของเอนไซมค์าเทปซนิต่อไป 
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9.2 กิจกรรมของเอนไซมค์าเทปซินบี  

 

ศกึษากจิกรรมของคาเทปซนิบ ีตามวธิกีารทดีดัแปลงมาจาก Aranishi et al. (1997) 

โดยผสมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พเีอช 6 ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร                   

(ทมี ีEDTA 5  มลิลิโมลาร์ Brij35 ความเข้มขน้ 0.1 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาตร 490 ไมโครลติร               

ซสิเตอนี ความเขม้ขน้ 10 มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 100 ไมโครลติร และ Z-Arg-Arg-7-amido-4-

methylcoumarin ความเขม้ขน้ 25 ไมโครโมลาร์ ปรมิาตร 200 ไมโครลติร) กบัเอนไซม์สกดั

ปรมิาตร 10 ไมโครลติร จากนันนําไปบ่มทีอุณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีหยุด

ปฏกิริยิาโดยเตมิโซเดยีมอะซเิตตบฟัเฟอร ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปรมิาตร 1.5 มลิลลิติร ทมีี

โซเดยีมโมโนคลอโรอะซเิตต พเีอช 4.3 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ โดยวดัค่าการเรอืงแสงของ

ผลติภณัฑ์ด้วยเครอืงสเปกโทรฟลูออโรมเิตอร์ (รุ่น Jasco FP-8200, Jasco, Tokyo, Japan)          

ที 380 นาโนเมตร ซึงเป็นความยาวคลืนทีเกิดการดูดกลืน และ 450 นาโนเมตร ซึงเป็น          

ความยาวคลนืทรีงัสเีปล่งออกมา หลงัจากนันเปรียบเทียบผลิตภณัฑ์ทไีด้กบักราฟมาตรฐาน                   

ของ aminomethylcoumarin (AMC) ยูนิตของคาเทปซินบีคํานวณจากปริมาณของ 

aminomethylcoumarin ทเีกดิขนึ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ีภายใตพ้เีอช 6 และอุณหภูม ิ40 

องศาเซลเซยีส 

   

9.3 กิจกรรมของเอนไซมค์าเทปซินเอช  

 

ศกึษากจิกรรมของคาเทปซนิเอชตามวธิกีารทดีดัแปลงมาจาก Aranishi et al. (1997) 

โดยผสมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พเีอช 6.8 ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปรมิาตร 200 ไมโครลติร (ทมี ี

EDTA 5 มลิลโิมลาร์ Brij35 ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาตร 490 ไมโครลติร ซสิเตอนี 

ความเขม้ขน้ 10 มิลลโิมลาร์ ปรมิาตร 100 ไมโครลติร และ L-Arginine-4-methylcoumaryl-7-amide 

ความเขม้ขน้ 25 ไมโครโมลาร ์ปรมิาตร 200 ไมโครลติร) กบัเอนไซม์สกดัปรมิาตร 10 ไมโครลติร 

จากนันนําไปบ่มทอุีณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีหยุดปฏกิริยิาโดยเตมิโซเดยีม-           

อะซเิตตบฟัเฟอร์ ความเข้มขน้ 0.1 โมลาร์ ปรมิาตร 1.5 มลิลิลติร ทมีโีซเดยีมโมโนคลอโร-          

อะซเิตต พเีอช 4.3 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์โดยวดัค่าการเรอืงแสงของผลติภณัฑ์ทคีวามยาวคลนื

เดยีวกบัเอนไซมค์าเทปซนิบ ีและเปรยีบเทยีบผลติภณัฑท์ไีดก้บักราฟมาตรฐานของ AMC ยนูิตของ

คาเทปซนิเอชคาํนวณจากปรมิาณของ aminomethylcoumarin ทเีกดิขนึ 1 ไมโครโมล ในเวลา 

1 นาท ีภายใตพ้เีอช 6.8 และอุณหภมู ิ40 องศาเซลเซยีส 
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9.4 กิจกรรมของเอนไซมค์าเทปซินแอล 

 

ศกึษากจิกรรมของคาเทปซนิเอชตามวธิกีารทดีดัแปลงมาจาก Aranishi et al. (1997) 

โดยผสมโซเดยีมอะซเิตตบฟัเฟอร ์พเีอช 6.5 ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร ์ปรมิาตร 200 ไมโครลติร               

(ทมีี EDTA 5 มลิลโิมลาร์ Brij35 ความเขม้ข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 490 ไมโครลิตร            

ซสิเตอนี ความเขม้ขน้ 10 มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 100 ไมโครลติร และ Z-Phe-Arg-7-amido-4-

methylcoumarin ความเขม้ขน้ 25 ไมโครโมลาร์ ปรมิาตร 200 ไมโครลติร) กบัเอนไซม์สกดั

ปรมิาตร 10 ไมโครลติร จากนันนําไปบ่มทีอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีหยุด

ปฏกิริยิาโดยเตมิโซเดยีมอะซเิตตบฟัเฟอร ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปรมิาตร 1.5 มลิลลิติร ทมีี

โซเดยีมโมโนคลอโรอะซเิตต พเีอช 4.3 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ โดยวดัค่าการเรอืงแสงของ

ผลติภณัฑ์ทีความยาวคลืนเดียวกบัเอนไซม์คาเทปซนิบีและเอช และเปรยีบเทยีบผลิตภณัฑ ์      

ทีได้กับกราฟมาตรฐานของ AMC ยูนิตของคาเทปซินแอลคํานวณจากปริมาณของ 

aminomethylcoumarin ทเีกดิขนึ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ีภายใต้พเีอช 6.5 และอุณหภูม ิ

50 องศาเซลเซยีส 

 

10. การวิเคราะหข้์อมลูทางสถิติ  

 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design: CRD) ทําการ

ทดลอง  4 ซาํ (n = 4) รายงานผลขอ้มลูในรปูค่าเฉลยี ± ความคลาดเคลอืนมาตรฐาน วเิคราะห์

ขอ้มูลโดยใช้โปรแกรม SPSS รุ่นท ี17 (SPSS Inc., Chicago, USA) โดยวเิคราะห์ความ

แปรปรวนของขอ้มูลแบบทางเดยีว (One Way ANOVA) เปรยีบเทยีบขอ้มูลโดยใช้ Duncan 

multiple range test ทีระดบันัยสําคญั 0.05 หาความสมัพนัธ์ระหว่างตวัแปรแต่ละคู่และ 

ความสัมพนัธ์ระหว่างเวลาหลงัการตายกับตวัแปรทังหมดโดยใช้สหสัมพนัธ์ของเพียร์ส ัน 

(Pearson correlation: r2) รายงานผลเป็นสมัประสทิธสิหสมัพนัธ์ (correlation coefficient: r) 

และแสดงสมการถดถอยระหวา่งระหวา่งเวลาและตวัแปรทศีกึษาดว้ยสมการเส้นตรง (Y = mX + c)

เมอื Y คอื ตวัแปรทศีกึษา, X คอื เวลาหลงัการตาย (ชวัโมง), m คอื ความชนั และ c คอื จุดตดั

แกน Y 
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บทที 3 

 

ผลการศึกษา 

 

1. การเปลียนแปลงของดชันีทางเดินอาหารหลงัการตาย 

 

ลําไส้ของปลานิล (4.41 ± 0.31 เปอร์เซน็ต์นําหนักตวัท ี0 ชวัโมง) มนํีาหนักมากกว่า

กระเพาะอาหาร (2.22 ± 0.13 เปอร์เซน็ต์นําหนักตวัที 0 ชวัโมง) (รูปท ี1) ผลการศึกษา             

พบว่าดชันีของกระเพาะอาหาร (stomasomatic index: SSI) (รูปท ี1a) และดชันีของลําไส ้

(intestosomatic index: ISI) (รูปที 1b) ลดลงอย่างมนีัยสําคญัตามระยะเวลาหลงัการตาย               

(P < 0.05, n = 32) โดยดชันีของกระเพาะอาหารยงัไม่เปลยีนแปลงใน 2 ชวัโมงแรก ในขณะที

ดชันีของลําไส้ไม่มกีารเปลียนแปลงภายใน 8 ชวัโมง สําหรบัช่วงเวลาสุดท้ายของการเก็บ

ตวัอยา่งพบวา่ ดชันีของกระเพาะอาหารและลําไส้ลดลงเหลอืประมาณ 42 และ 44 เปอร์เซน็ต ์

เมอืเปรยีบเทยีบกบัดชันีเรมิตน้เมอืเรมิเกบ็ตวัอยา่ง ตามลาํดบั 

 

2. การเปลียนแปลงความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหารหลงัการตาย 

 

ความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหารมีลกัษณะและแนวโน้มเช่นเดียวกบัดชันี           

ของกระเพาะอาหารและลําไส้ (รูปที 2) โดยความเข้มข้นของโปรตีนทีละลายนําได้ใน            

กระเพาะอาหาร (รปูท ี2a) และในลาํไส ้(รปู 2b) ลดลงอยา่งมนียัสาํคญัหลงัการตาย (P < 0.05, 

n = 32) โดยโปรตนีในกระเพาะอาหารลดลงอย่างช้าๆ ในช่วงเวลา 4 ชวัโมงแรก (P > 0.05) 

หลงัจากนันลดลงและคงทีระหว่าง 8 ถึง 12 ชวัโมง และลดลงอย่างมากทเีวลา 48 ชวัโมง 

สําหรบัความเขม้ขน้ของโปรตนีในลําไส้พบว่าเกดิการสลายและลดลงอย่างรวดเรว็ โดยมกีาร

เปลยีนแปลงอยา่งมนียัสาํคญัภายใน 2 ชวัโมง และไม่สามารถตรวจวดัความเขม้ขน้ของโปรตนี

ในลาํไสท้เีวลา 48 ชวัโมงหลงัการตายได ้
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รปูที 1 การเปลยีนแปลงดชันีของกระเพาะอาหาร (a) และลาํไส ้(b) ของปลานิลภายใน   

         48 ชวัโมงหลงัการตาย ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลยี ± ความคลาดเคลอืนมาตรฐาน  

         (n = 4) ตวัยกทแีตกต่างกนัแสดงถงึความแตกต่างทมีนียัสาํคญัระหวา่งช่วงเวลา  

         หลงัการตาย (P < 0.05) 
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       รปูที 2 การเปลยีนแปลงความเขม้ขน้ของโปรตนีในกระเพาะอาหาร (a) และลาํไส ้(b)  

         ของปลานิลภายใน 48 ชวัโมงหลงัการตาย ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลยี ± ความ 

         คลาดเคลอืนมาตรฐาน (n = 4) ตวัยกทแีตกต่างกนัแสดงถงึความแตกต่างทมี ี  

         นยัสาํคญัระหวา่งช่วงเวลาหลงัการตาย (P < 0.05) 
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3. การเปลียนแปลงกิจกรรมเอนไซมย่์อยอาหารหลงัการตาย 

 

การเปลียนแปลงความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหาร สามารถศึกษาได้จาก

กจิกรรมของเอนไซม์ย่อยอาหารทีทําหน้าทีย่อยโปรตีน 3 ชนิด (รูปที 3) กิจกรรมจําเพาะ        

ของเอนไซม์เปปซนิไม่เปลยีนแปลงใน 4 ชวัโมงแรกหลงัการตาย (รูปท ี3a) จากนันจะลดลง

เรอืยๆ และมกีจิกรรมจาํเพาะตาํสุด (7.24 ± 1.18 mU mg protein–1) ทชี่วงเวลาสุดทา้ยของการ

เก็บตวัอย่าง กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ทริปซินมีความไวต่อเวลาหลงัการตายมากกว่า

เอนไซมเ์ปปซนิ (รูปท ี3b) โดยกจิกรรมของเอนไซม์ไม่เปลยีนแปลงในช่วง 1 ชวัโมงหลงัการ

ตาย (P > 0.05) และมค่ีาตํากว่าขดีจํากดัของการตรวจวดัทเีวลา 48 ชวัโมง สําหรบักจิกรรม

จาํเพาะของเอนไซมไ์คโมทรปิซนิ พบวา่มแีนวโน้มทแีตกต่างกบัเอนไซม์ย่อยโปรตนีทงั 2 ชนิด

ขา้งตน้ โดยกจิกรรมมค่ีาสงูสุดท ี8 ชวัโมงหลงัการตาย ในขณะทเีวลา 0 ถึง 2 ชวัโมง และ 12 

ชวัโมง กิจกรรมจําเพาะมีแนวโน้มทคีล้ายกนั (รูปที 3c) อย่างไรกต็ามกจิกรรมจําเพาะของ

เอนไซม์ชนิดนีมีค่าตํากว่าขดีจํากดัของการตรวจวดัในระยะเวลา 48 ชวัโมงหลงัการตาย

เช่นเดยีวกบัเอนไซมท์รปิซนิ  

 

กจิกรรมจําเพาะของเอนไซม์อะไมเลส (รูปท ี 4a) และไลเปส (รูปท ี 4b) ลดลงอย่าง            

มนียัสาํคญัตามระยะเวลาหลงัการตายเช่นเดยีวกบัทรปิซนิ กจิกรรมจําเพาะของเอนไซม์ไลเปส

มคีวามไวต่อเวลาหลงัการตายมากกว่าในทุกเอนไซม์ทศีึกษา โดยลดลง 98.63 เปอร์เซน็ต ์

ภายใน 24 ชวัโมงแรก และมีค่าตํากว่าขีดจํากดัของการตรวจวดัได้ทีเวลา 48 ชวัโมง          

หลงัการตาย 
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รปูที 3 การเปลยีนแปลงกจิกรรมจาํเพาะ (mU mg protein–1) ของเอนไซมเ์ปปซนิ (a)     

         ทรปิซนิ (b) และไคโมทรปิซนิ (c) ของปลานิลภายใน 48 ชวัโมงหลงัการตาย     

         ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลยี ± ความคลาดเคลอืนมาตรฐาน (n = 4) ตวัยกท ี  

         ต่างกนัแสดงถงึความแตกต่างทมีนียัสาํคญัระหวา่งช่วงเวลาหลงัการตาย    

                   (P < 0.05) 
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รปูที 4 การเปลยีนแปลงกจิกรรมจาํเพาะของเอนไซมอ์ะไมเลส (a, U mg protein–1)  

         และไลเปส (b, mU mg protein–1) ของปลานิลภายใน 48 ชวัโมงหลงัการตาย  

         ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลยี ± ความคลาดเคลอืนมาตรฐาน (n = 4) ตวัยกท ี          

         แตกต่างกนัแสดงถงึความแตกต่างทมีนียัสาํคญัระหวา่งช่วงเวลาหลงัการตาย   

         (P < 0.05) 
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4. การเปลียนแปลงของปฏิกิริยาออกซิเดชนัในระบบย่อยอาหารหลงัการตาย 

 

การต้านออกซิเดชนัในระบบย่อยอาหารมีค่าลดลงอย่างมีนัยสําคญัตามระยะเวลา         

หลงัการตาย (P < 0.05) โดยความสามารถในการกาํจดัอนุมลูอสิระของกระเพาะอาหาร (รูปท ี5a) 

และลาํไส ้(รปู 5b) ในช่วงเวลาสุดท้ายลดลงเหลอื 18 และ 24 เปอร์เซน็ต์ เมอืเปรยีบเทยีบกบั

ค่าเรมิตน้เมอืเรมิเกบ็ตวัอยา่ง ตามลาํดบั เช่นเดยีวกบัความสามารถในการเป็นตวัใหอ้เิลก็ตรอน

ของกระเพาะอาหาร (รูปท ี5c) และลําไส้ (รูปท ี5d) ในช่วงเวลาสุดท้าย ซงึลดลงเหลอื 4 และ 

11 เปอรเ์ซน็ต ์เมอืเปรยีบเทยีบกบัค่าเรมิตน้เมอืเรมิเกบ็ตวัอยา่ง ตามลาํดบั  

 

5. ความสมัพนัธร์ะหว่างเวลาและตวัแปรทีเกียวข้องกบัการเปลียนแปลงของระบบย่อย

อาหาร 

 

ค่าสมัประสิทธิสหสมัพนัธ์ของเพียร์สนัระหว่างเวลาและตวัแปรแต่ละคู่ ได้แก่ ดชันี

อวยัวะย่อยอาหารต่อนําหนักตวั ความเข้มข้นของโปรตนี เอนไซม์ย่อยอาหาร และกิจกรรม      

การกําจดัอนุมูลอิสระในกระเพาะอาหารและลําไส้ พบว่าตวัแปรทงัหมดมีความสมัพนัธ์แบบ 

แปรผนัตรงกนัโดยมนียัสาํคญัยงิทางสถติ ิ(P < 0.01, ตารางท ี1) 

 

เวลาหลงัการตาย (X) มคีวามสมัพนัธแ์บบแปรผกผนักบัการเปลยีนแปลงของระบบยอ่ย

อาหาร (Y) ไดแ้ก่ ดชันีอวยัวะย่อยอาหารต่อนําหนักตวั ความเขม้ขน้ของโปรตนี เอนไซม์ย่อย

อาหาร และกจิกรรมการกาํจดัอนุมลูอสิระในกระเพาะอาหารและลาํไส ้(P < 0.01, ตารางท ี2) 
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รปูที 5 การเปลยีนแปลงความสามารถในการกาํจดัอนุมลูอสิระในกระเพาะอาหาร (a) และลาํไส ้(b) (% inhibition) และความสามารถในการเป็น  

           ตวัใหอ้เิลก็ตรอนในกระเพาะอาหาร (c) และลาํไส ้(d) (% remained) ของปลานิลภายใน 48 ชวัโมงหลงัการตายขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลยี  

         ± ความคลาดเคลอืนมาตรฐาน (n = 4) ตวัยกทแีตกต่างกนัแสดงถงึความแตกต่างทมีนียัสาํคญัระหวา่งชว่งเวลาหลงัการตาย (P < 0.05) 
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ตารางที 1 ค่าสมัประสทิธสิหสมัพนัธข์องเพยีรส์นั (r) ระหวา่งตวัแปรแต่ละคู่ทเีกยีวขอ้งกบัการเปลยีนแปลงของระบบยอ่ยอาหารหลงัการตายของ              

ปลานิล ตวัแปรทงัหมดมคีวามสมัพนัธแ์บบแปรผนัตรงกนัอยา่งมนียัสาํคญัยงิทางสถติ ิ(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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ตารางที 2 สมการถดถอยระหวา่งเวลาหลงัการตาย (ชวัโมง) ของปลานิล (X) และตวัแปรที

เกยีวขอ้งกบัการเปลยีนแปลงของระบบยอ่ยอาหาร (Y) ตวัแปรทงัหมดมคีวามสมัพนัธแ์บบ

แปรผกผนักบัเวลาหลงัการตายอยา่งมนียัสาํคญัยงิทางสถติ ิ(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. 
 

 

 

 

 

 

 

 

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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6. การเปลียนแปลงลกัษณะจลุกายวิภาคกระเพาะอาหารและลาํไส้หลงัการตาย 

  

6.1 การเปลียนแปลงลกัษณะจลุกายวิภาคของกระเพาะอาหาร 

 

การศกึษาการเปลยีนแปลงลกัษณะจุลกายวภิาคของกระเพาะอาหารปลานิลภายในเวลา 

48 ชวัโมงหลงัการตาย ทกีาํลงัขยาย 40 เท่า พบวา่ก่อนปลาตาย (0 ชวัโมง) และหลงัตายนาน 

1 ชวัโมง ลเูมน (lumen) ของกระเพาะอาหารมรีูปร่างค่อนขา้งกลม (รูปท ี6a และ 6b) แต่เมอื

เวลาผ่านไปในช่วง 2 ถงึ 8 ชวัโมง พบวา่ลเูมนของกระเพาะอาหารมรีปูร่างค่อนขา้งร ีความหนา

ของผนงัลดลง และลูเมนมขีนาดใหญ่ขนึ (รูปท ี6c–6e) และเมอืเวลาผ่านไปในช่วง 12 ถึง 48 

ชวัโมง พบว่าลูเมนขยายขนาดใหญ่มากขนึ กระเพาะอาหารมลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาทไีม่

แน่นอน แต่มรีปูร่างยาวขนึตามระยะเวลาหลงัการตาย (รปูท ี6f–6h) 

 

สําหรับการศึกษาการเปลียนแปลงลักษณะจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหารที

กําลงัขยาย 200 เท่า พบว่าก่อนการตาย (0 ชวัโมง) กระเพาะอาหารประกอบด้วยผนังชนั 

mucosa, submucosa, muscularis และ serosa และส่วนของ lamina propria ทอียู่ถดัลงมา

จากผนังชนั mucosa (รูปที 7a) เมือปลาตายนาน 1 ชัวโมง พบว่าเนือเยือกระเพาะ

ประกอบดว้ยผนังทงั 4 ชนั และ lamina propria ไม่แตกต่างกบักระเพาะอาหารของปลาในชุด

ควบคุม (รูปท ี7b) แต่เมอืเวลาผ่านไปในช่วง 2 ถึง 8 ชวัโมง พบว่าผนังเนือเยอืชนั mucosa 

เรมิสลายตวัและเกดิการตายของเซลล์บรเิวณ lamina propria (รูปท ี7c–7e) และเมอืเวลาผ่าน

ไปในช่วง 12 ถงึ 48 ชวัโมง พบวา่ผนงักระเพาะอาหารบางลงตามระยะเวลาหลงัการตายทนีาน

ขนึ เนืองจากเกิดการสลายตวัของเนือเยอืแต่ละชนัอย่างเห็นได้ชดั โดยพบการสลายตวัของ

เนือเยอื และการตายของเซลลบ์รเิวณ lamina propria มากขนึ จนไม่สามารถแยกชนัของผนัง

กระเพาะอาหารไดอ้ยา่งชดัเจน (รปูท ี7f–7h)   
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    รปูที 6 จุลกายวภิาคของกระเพาะอาหาร (ตดัตามขวาง) ของปลานิลหลงัการตายทเีวลา  

             0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ชวัโมง (h) (H&E,                   

             scale bar = 200 µm) ภาพถ่ายบนัทกึทกีาํลงัขยาย 40 เท่า 

(b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 

(a) 
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    รปูที 7 จุลกายวภิาคของกระเพาะอาหาร (ตดัตามขวาง) ของปลานิลหลงัการตายทเีวลา 

         0 (a), 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ชวัโมง (h) (MU = mucosa,  

             LP = lamina propria, SU = submucosa, ML = muscularis, SE = serosa,                      

             B = blood vessel) (H&E, scale bar = 50) ภาพถ่ายบนัทกึทกีาํลงัขยาย 200 เท่า 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 
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6.2 การเปลียนแปลงลกัษณะจลุกายวิภาคของลาํไส้ 

 

การศึกษาการเปลียนแปลงลักษณะจุลกายวิภาคของลําไส้ปลานิลภายในเวลา            

48 ชวัโมงหลงัการตาย ทกีาํลงัขยาย 40 เท่า พบวา่ก่อนตาย (0 ชวัโมง) ลเูมนของลาํไสม้รีปูร่าง

ค่อนขา้งกลม (รูปท ี8a) เมอืเวลาผ่านไป 1 ชวัโมง รูปร่างของลูเมนลําไส้ค่อนขา้งยาวร ี(รูปท ี

8b) และเมอืปลาตายนาน 2 ชวัโมง พนืทผีวิของผนังลําไส้ลดลงอย่างเหน็ได้ชดั และช่องว่าง

ภายในเนือเยอืขยายขนาดใหญ่ขนึ (รปูท ี8c) และเมอืเวลาผ่านไปในช่วงเวลา 4 ถึง 48 ชวัโมง 

พบว่าเนือเยือลําไส้มีวิลไลน้อยลง และมีรูปร่างยืดยาวขึนตามระยะเวลาหลังการตาย           

(รปูท ี8d–8h)  

 

สําหรบัการศกึษาการเปลยีนแปลงลกัษณะจุลกายวภิาคของลําไส้ ทีกําลงัขยาย 200 

เท่า พบวา่ก่อนปลาตาย (0 ชวัโมง) ลําไส้ประกอบด้วยผนังเนือเยอืชนั mucosa, submucosa, 

muscularis และ serosa รวมทงัส่วนของ lamina propria เช่นเดียวกบักระเพาะอาหาร              

(รปูท ี9a) เมอืเวลาผ่านไป 1 ชวัโมง พบว่าเรมิมกีารสลายตวัของเนือเยอืในแต่ละชนั และพบ

การตายของเซลลบ์รเิวณ lamina propria (รปูท ี9b) เมอืปลาตายนาน 2 ชวัโมง พบว่าเนือเยอื

แต่ละชนัสลายตวัมากขนึ (รูปท ี9c) และเมอืเวลาผ่านไปในช่วง 4 ถึง 48 ชวัโมง พบว่าผนัง

ลาํไสท้งั 4 ชนับางลงตามระยะเวลาหลงัการตาย โดยผนังเนือเยอืทุกชนัทเีวลาสุดท้ายของการ

เกบ็ตวัอยา่งมคีวามหนาน้อยทสีุด เนืองจากการตายของเซลล์บรเิวณ lamina propria และการ

สลายตวัของเนือเยอืทมีากขนึ จนไม่สามารถแยกชนัของผนงัลาํไสไ้ด ้(รปูท ี9d–9h)   
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     รปูที 8 จุลกายวภิาคของลาํไส ้(ตดัตามขวาง) ของปลานิลหลงัการตายทเีวลา 0 (a), 1 (b),  

              2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ชวัโมง (h) (H&E, scale bar = 200 µm) 

           ภาพถ่ายบนัทกึทกีาํลงัขยาย 40 เท่า 
 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 
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      รปูที 9 จุลกายวภิาคของลาํไส ้(ตดัตามขวาง) ของปลานิลหลงัการตายทเีวลา 0 (a),                     

                 1 (b), 2 (c), 4 (d), 8 (e), 12 (f), 24 (g) และ 48 ชวัโมง (h) (MU = mucosa,  

              LP = lamina propria, SU = submucosa, ML = muscularis, SE = serosa   

              (H&E, scale bar = 50 µm) ภาพถ่ายบนัทกึทกีาํลงัขยาย 200 เท่า 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 



42 
 

7. การเปลียนแปลงกิจกรรมของคาเทปซินบี เอช และแอล หลงัการตาย 

 

กจิกรรมจําเพาะของเอนไซม์ททีําให้กล้ามเนืออ่อนตวั ได้แก่ คาเทปซนิบี (รูปท ี10a) 

เอช (รูปท ี10b) และแอล (รูปท ี10c) ในปลานิลมค่ีาเพมิขนึตงัแต่เรมิตาย โดยกจิกรรมมค่ีา

เพมิขนึเลก็น้อยในช่วง 4 ชวัโมงแรก หลงัจากนนัมค่ีาเพมิสงูมากขนึ กจิกรรมของเอนไซม์ทงั 3 

ชนิดมคีวามสมัพนัธ์แบบแปรผนัตรงกนั (r = 0.987–0.997, P <0.01, n = 32) โดยกจิกรรม

จาํเพาะของคาเทปซนิบ ีและแอลมแีนวโน้มทคีลา้ยกนัตลอดระยะเวลา 48 ชวัโมง เอนไซม์ทงั 2 

ชนิดมกีจิกรรมจาํเพาะสงูทสีุดในช่วงเวลาสุดทา้ยของการเกบ็ตวัอยา่ง โดยมค่ีาเพมิขนึประมาณ 

6.26 เท่า (60.98 ± 0.59 mg protein−1 โดยเฉลยี) เมอืเปรยีบเทยีบกบั 0 ชวัโมง (9.74 ± 0.24 

mg protein−1 โดยเฉลยี) ในขณะทกีจิกรรมจําเพาะของคาเทปซนิเอชมแีนวโน้มทแีตกต่างกบั 

คาเทปซนิบ ีและแอล รวมทงัมค่ีาทตีํากว่ามาก โดยภายหลงัการตาย 8 ชวัโมง คาเทปซนิเอช  

มกีจิกรรมตําสุด ซงึมีค่าไม่แตกต่างกบัช่วงเวลา 0 ถึง 2 ชวัโมง กิจกรรมจําเพาะสูงสุดของ

เอนไซมช์นิดนีทเีวลา 48 ชวัโมงมค่ีาเพมิขนึเป็น 6.03 และ 7.83 เท่า โดยเฉลยีเมอืเปรยีบเทยีบ

กบัเวลา 0 และ 8 ชวัโมง ตามลาํดบั 

 

8. ความสมัพนัธ์ระหว่างเวลาหลงัการตายและการเปลียนแปลงของเอนไซม์คาเทปซิน           

ในกล้ามเนือขาว 

 

เวลาหลงัการตาย (X) มคีวามสมัพนัธแ์บบแปรผนัตรงกบัการเปลยีนแปลงของเอนไซม์

คาเทปซินในกล้ามเนือขาว (Y) ได้แก่ คาเทปซินบี คาเทปซินเอช และคาเทปซินแอล            

(P < 0.01, ตารางท ี3) 
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รปูที 10 การเปลยีนแปลงกจิกรรมจาํเพาะ (mU mg protein–1) ของเอนไซมค์าเทปซนิบ ี 

(a) เอช (b) และแอล (c) ของปลานิลภายใน 48 ชวัโมงหลงัการตาย ขอ้มลู  

แสดงเป็นค่าเฉลยี ± ความคลาดเคลอืนมาตรฐาน (n = 4) ตวัยกทแีตกต่างกนั

แสดงถงึความแตกต่างทมีนียัสาํคญัระหวา่งช่วงเวลาหลงัการตาย (P < 0.05) 
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ตารางที 3 สมการถดถอยระหว่างเวลาหลงัการตาย (ชวัโมง) ของปลานิล (X) และเอนไซม ์           

คาเทปซนิในกลา้มเนือขาว (Y) ตวัแปรทงัหมดมคีวามสมัพนัธ์แบบแปรผกผนักบัเวลาหลงัการ

ตายอยา่งมนียัสาํคญัยงิทางสถติ ิ(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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บทที  4 

 

บทวิจารณ์ 

 

1. การเปลียนแปลงดชันีและความเข้มข้นของโปรตีนในทางเดินอาหารหลงัการตาย 

 

หลงัการตายจะเกดิแกสโทรมาลาเซยีในกระเพาะอาหารจากการทํางานของเอนไซม์ที

อยูภ่ายใน มผีลทาํให้ผนังกระเพาะอาหารอ่อนตวัและบางลงอย่างมนีัยสําคญั (O’Donnell and 

Baker, 2010; Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) กระบวนการนีทําให้ทางเดนิอาหาร

สูญเสียนําหนัก ส่งผลโดยตรงต่อดชันีของอวยัวะย่อยอาหาร (ดชันีของกระเพาะอาหารและ

ลาํไส)้ การศกึษาในสตัวบ์ก เช่น ในหนูสปราก-ดอวล์ ีโดย Li et al. (2003) พบว่าดชันีของตบั

ต่อนําหนักตวั มีค่าเพิมขนึตามระยะเวลาหลงัการตาย (0 ถึง 25 นาท)ี สําหรบัการศกึษาใน

ตวัอย่างปลานิลครงันีพบว่า โดยดชันีของกระเพาะอาหารและลําไส้มแีนวโน้มตรงกนัขา้มกบั

การศกึษาดชันีของตบัในหนู ซงึอาจเป็นเพราะใชเ้วลานานกวา่ (48 ชวัโมง) นอกจากนีของเหลว

ซึงเกิดจากการย่อยของเอนไซม์ถูกปล่อยออกมาจากซากปลาลงในตัวกลางทีเป็นนํา 

กระบวนการนีจะเกดิขนึอยา่งรวดเรว็ในเนือเยอืทมีเีอนไซมแ์ละมปีรมิาณนําทสีงู (Vass, 2001)   

 

การเปลียนแปลงความต้านทานไฟฟ้ าของผนังกระเพาะอาหารเกยีวขอ้งกบัการย่อย

สลายผนังกระเพาะหลงัการตาย ความต้านทานไฟฟ้ าทีลดลงอาจเกิดจากการเปลียนแปลง

ช่องวา่งระหวา่งเซลลแ์ละการนําไฟฟ้ าของของเหลวภายในและภายนอกเซลล ์(Querido, 1992) 

Penny (1969) รายงานว่าค่าพีเอชในกล้ามเนือของสุกรลดลงอย่างรวดเร็วหลงัการตาย 

เนืองจากการสะสมของหมู่คาร์บอกซลิอสิระจากการไฮโดรไลส์สารชวีโมเลกุล นอกจากนีการ

เปลยีนแปลงหลงัการตายดงักล่าวยงัอาจเกดิจากการยอ่ยสลายของจุลนิทรยี ์การขาดออกซเิจน 

การเพมิขนึของคาร์บอนไดออกไซด์ และการสะสมของของเสยี (Benzie and Strain, 1996; 

Vass, 2001) เงอืนไขเหล่านีอาจทําให้โปรตนีเสยีสภาพ ส่งผลให้ความเขม้ขน้ของโปรตนีใน

กระเพาะอาหารและลาํไสล้ดลง และไม่สามารถตรวจวดัความเขม้ขน้ของโปรตนีในลําไส้ทเีวลา 

48 ชวัโมงหลงัการตายได้ เนืองจากมคีวามเขม้ขน้ตํากว่าขดีจํากดัของการตรวจวดัด้วยเครอืง

สเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ ซึงหากมกีารศกึษาต่อไปในอนาคตควรตรวจวดัความเข้มขน้ของ

โปรตนี รวมทงัเอนไซมย์อ่ยอาหารหลงัการตายดว้ยเครอืงมอืทมีคีวามไวต่อการตรวจวดัสงู  
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2. การเปลียนแปลงกิจกรรมของเอนไซมย่์อยอาหารหลงัการตาย 

 

เอนไซมเ์ปปซนิมปีระสทิธภิาพในการย่อยโปรตนีในกระเพาะอาหาร โดยทําหน้าทตีดั

พนัธะเพปไทด์ ตําแหน่งเร่งปฏกิริิยาของเอนไซม์มคีวามจําเพาะต่อกรดอะมโินทมีหีมู่โซ่ขา้ง

เป็นอะโรมาติก เช่น ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีน และทรปิโทเฟน (Dunn, 2001) กิจกรรมของ

เอนไซม์ชนิดนีบ่งบอกถึงการย่อยสารอาหารประเภทโปรตีนภายในกระเพาะอาหาร 

(Thongprajukaew and Kovitvadhi, 2013) จากการศกึษาครงันี กจิกรรมของเอนไซม์เปปซนิที

ลดลงเกดิขนึเนืองจากการเกดิออโตไลซสิจากการทํางานของจุลนิทรยีห์ลงัการตาย มผีลทําให้

ต่อมสรา้งนํายอ่ยถูกทาํลาย (Laczniak et al., 2011) เอนไซมน์ีมคีวามทนทานมากกว่าเอนไซม์

อนืๆ ทตีรวจวดั เนืองจากยงัคงมกีจิกรรมจนถงึเวลาสุดทา้ยทเีกบ็ตวัอยา่ง (48 ชวัโมง) ในขณะ

ทเีอนไซม์อนืมกีจิกรรมสูงประมาณ  4 ชวัโมงแรกททีําการศกึษาเท่านัน ทงันีอาจเป็นเพราะ

เอนไซมเ์ปปซนิมโีครงสรา้งทแีขง็แรง (rigid) จงึเสยีสภาพธรรมชาตชิา้กวา่  

 

กจิกรรมของเอนไซมท์รปิซนิลดลงอย่างรวดเรว็ แสดงถึงอตัราเรว็ในการสลายตวัของ

โปรตนีในลาํไสซ้งึเกดิขนึเรว็กวา่ในกระเพาะอาหาร เนืองจากทรปิซนิเป็นเอนไซม์ย่อยโปรตนีที

สาํคญัในลาํไสเ้ลก็ ทาํหน้าทคีวบคุมการยอ่ยโปรตนี โดยกระตุน้ทรปิซนิเองและไซโมเจนทยี่อย

โปรตีนชนิดอืน สําหรับกิจกรรมของเอนไซม์ไคโมทริปซินพบว่ามีค่าสูงสุดที 8 ชวัโมง            

หลังการตาย เอนไซม์ชนิดนีย่อยโปรตีนตรงตําแหน่งของกรดอะมิโนทีมีหมู่โซ่ข้างเป็น                

อะโรมาตกิ (ฟีนิลอะลานีน ไทโรซนี และ ทรปิโทเฟน) รวมทงัไฮโดรโฟบกิ กจิกรรมของเอนไซม์

ไคโมทรปิซนิทเีพมิขนึอาจเกดิจากความเครยีดของปลาก่อนตาย ซงึจะหลงัสารกลุ่มอะโรมาตกิ 

เช่น เบนซนิ (benzene) และไดออกซนิ (dioxin) ออกมา ชกันําให้มกีจิกรรมของไคโมทรปิซนิ

เพมิขนึ (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006) นอกจากนีเอนไซม์ไคโมทรปิซนิยงัทําหน้าที

เป็นตวักลางในการตดั internucleosomal DNA ของเซลล์ทตีายแล้ว (Murn et al., 2004) 

อย่างไรก็ตามบทบาทหลงัการตายของเอนไซม์ชนิดนียงัมีรายงานน้อยมาก ซึงจําเป็นต้องมี

การศกึษาต่อไปในอนาคต 

 

แคทาบอลิซึมของโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตมคีวามเกยีวขอ้งกนั เนืองจากกิจกรรม

จาํเพาะของอะไมเลสมแีนวโน้มลดลงตามระยะเวลาหลงัการตาย โดยเอนไซม์ชนิดนีทําหน้าที

สลายสายพอลแิซก็คาไรด์ทตีําแหน่ง α-1,4 glycosidic bond เพอืเปลยีนคาร์โบไฮเดรตเป็น

นําตาลมอลโทส การลดลงของกจิกรรมจาํเพาะของเอนไซมช์นิดนีจงึอาจมนียัสาํคญัเกยีวขอ้งกบั

แคทาบอลซิมึของไกลโคเจนหลงัการตาย ในขณะทกีจิกรรมจําเพาะของเอนไซม์ไลเปสลดลง

มากกวา่กจิกรรมของเอนไซมช์นิดอนื เนืองจากกรดไขมนัไม่อมิตวัในปลาสามารถถูกออกซไิดซ์

ใหอ้นุมลูอสิระไดง้่าย ส่งผลทาํใหเ้กดิการยอ่ยสลายโมเลกุลอนื ๆ การลดลงของเอนไซม์ไลเปส
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สอดคล้องกบัการลดลงของไขมนัในช่องท้องทสีงัเกตจากการผ่าตดัตวัอย่าง ตลอดจนชนัของ

ไขมนัหลงัจากปนัเหวยีงตวัอยา่งในขนัตอนการเตรยีมเอนไซม ์ 

 

3. การเปลียนแปลงของปฏิกิริยาออกซิเดชนัในกระเพาะอาหารและลาํไส้หลงัการตาย 

 

การต้านปฏกิิรยิาออกซเิดชนัในกระเพาะอาหารและลําไส้ทงัวธิ ีDPPH assay และ 

reducing power ลดลงอยา่งมนียัสาํคญัหลงัการตายเช่นเดยีวกบัการเปลยีนแปลงของดชันีของ

อวยัวะต่อนําหนกัตวัและกจิกรรมจําเพาะของเอนไซม์ย่อยอาหาร เนืองจากในเซลล์ทตีายแล้ว 

จะมกีารผลติเปอร์ออกไซด์และอนุมูลอสิระมาทําลายส่วนประกอบต่างๆของอวยัวะ รวมทงั   

การย่อยของเอนไซม์จะปล่อยผลิตภัณฑ์ต่างๆ ออกมา เช่น เพปไทด์ซึงทําหน้าทีเป็นตวัให้

อเิลก็ตรอนได้ (Lassoued et al., 2015) ทําให้สามารถกําจดัเปอร์ออกไซด์และอนุมูลอสิระที

เกดิขนึหลงัการตาย อยา่งไรกต็าม เพปไทดท์ถีูกปล่อยออกมาอาจไม่เพยีงพอเมอืเปรยีบเทยีบ

กบัการผลติอนุมลูอสิระทมีากเกนิไป นอกจากนีหลงัการตายจะเกดิการยอ่ยสลายทนีานขนึทาํให้

ไดเ้พปไทดส์ายสนัทมีปีระสทิธภิาพในการกาํจดัอนุมลูอสิระลดน้อยลง (Lassouedet al., 2015) 

 

การต้านปฏกิริยิาออกซเิดชนัในกระเพาะอาหารและลําไส้โดยวธิ ีDPPH assay เป็น

การศกึษาความสามารถในการกําจดัอนุมูล DPPH ซงึเป็นอนุมูลไนโตรเจนทคีงตวัในตวั            

ทาํละลายเมทานอล โดยสารสกดัตวัอยา่งทาํหน้าทใีห้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูล DPPH ส่งผล

ให้มกีารเปลยีนจากสมี่วงของอนุมูล DPPH เป็นสารทไีม่มสี ีสําหรบัวธิ ีreducing power เป็น

การศึกษาความสามารถในการให้อิเล็กตรอนของสารสกัดตวัอย่างแก่สารประกอบเชิงซ้อน        

Fe3+-TPTZ ซงึเป็นอนุมลูทสีงัเคราะหข์นึใหเ้ปลยีนไปอยูใ่นรปูของ Fe2+-TPTZ ซงึเป็นสารทมีสีี

ม่วงการวเิคราะหส์หสมัพนัธร์ะหวา่งการตรวจวดัทงั 2 วธิ ีพบวา่วธิ ีDPPH assay มศีกัยภาพใน

การใช้ประมาณระยะเวลาหลงัการตายมากกว่าวธิ ี reducing power นอกจากนี สารสกดัจาก

ลาํไสย้งัใหผ้ลการวเิคราะหท์มีนียัสาํคญัมากกวา่ในกระเพาะอาหาร 

 

4. การเปลียนแปลงลกัษณะจลุกายวิภาคของกระเพาะอาหารและลาํไส้หลงัการตาย 

 

การเปลยีนแปลงลกัษณะจุลกายวภิาคของกระเพาะอาหารและลําไส้หลงัการตาย เกดิ

จากการย่อยตวัเองโดยเอนไซม์และจุลนิทรยีท์อียู่ภายในอวยัวะดงักล่าวเป็นหลกั (O’Donnell            

and Baker, 2010; Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) จากผลการศกึษาพบว่าส่วนของ

วลิไลในลําไส้ ผนังเนือเยอื และเซลล์ภายใน lamina propria ของกระเพาะอาหารและลําไส้

เสอืมสภาพลงตามระยะเวลาหลงัการตาย คลา้ยกบัการศกึษาการเกดิอะพอพโทซสิในกระเพาะ
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อาหารและลําไส้ของหนูและมนุษยโ์ดย Hall et al. (1994) ทแีสดงให้เหน็ว่าอะพอพโทซสิพบ

มากในเยอืบุผวิและใน immediate sub-epithelial connective tissue ซงึในกระเพาะอาหารพบ

มากทสีุดบรเิวณต่อมสร้างนําย่อย ผวิด้านนอกของผนังชนัในสุด และบรเิวณ lamina propria 

ส่วนในลําไส้เล็กพบอะพอพโทซิสมากตรงบริเวณปลายของวิลไล ผลการศึกษาลักษณะ            

ทางจุลกายวภิาคของกระเพาะอาหารและลําไส้หลงัการตายสอดคล้องกบักจิกรรมของเอนไซม์

ย่อยอาหารและการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัทงัในกระเพาะอาหารและลําไส้เล็ก ในขณะที

การศกึษาทผี่านมาของ Querido (1992) พบว่าความต้านทานไฟฟ้ าของผนังกระเพาะอาหาร

ลดลงตามระยะเวลาหลงัการตาย ขณะท ีErlandsson and Munro (2007) รายงานว่าลกัษณะ

ทางจุลกายวภิาคของเนือเยอืลาํไสเ้กดิการเสอืมสภาพลงเมอืเวลาผ่านไปหลงัการตายเช่นกนั  

 

ลาํไสเ้ป็นอวยัวะทมีกีารเน่าเสยีเรว็ทสีุด รองลงมาคอืส่วนของทางเดนิอาหารและเหงอืก 

(เนตรนรนิทร์, 2546) ขอ้มูลดงักล่าวสอดคล้องกบัการศกึษาครงันีซงึพบว่าการเปลยีนแปลง

ลกัษณะทางจุลกายวภิาคหลงัการตายในลาํไส้เกดิขนึเรว็กว่าในกระเพาะอาหาร เนืองจากผนัง

ชนัในสุดของกระเพาะอาหารมคีวามหนากว่าในลําไส้ ซงึโดยทวัไปเซลล์เมอืกในต่อมทวิบูลาร์ 

และเซลลห์ลงัเมอืกของต่อมสรา้งนํายอ่ย จะทาํหน้าทป้ี องกนัผนงัชนัในสุดจากความเป็นกรดแก่

ของกระเพาะอาหาร (Morrison and Wright Jr., 1999) และในลาํไสม้กีจิกรรมของเอนไซม์ย่อย

อาหารหลายชนิด ไดแ้ก่ เอนไซมท์รปิซนิ ไคโมทรปิซนิ ไลเปส และอะไมเลส (Thongprajukaew 

and Kovitvadhi, 2013) ทชี่วยส่งเสรมิการยอ่ยสลายใหเ้รว็ขนึ ในขณะทกีระเพาะอาหารมเีพยีง

เอนไซม์เปปซนิเป็นหลกัเท่านัน รวมทงัในกระเพาะอาหารและลําไส้มจีุลินทรียช์นิดต่างๆ 

(Lactobacillus, Bifidobacterium, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus, Clostridium)

ในปรมิาณทแีตกต่างกนั (Gibson, 1998) นอกจากนีในลําไส้มสีภาวะทค่ีอนขา้งเป็นกลาง จงึ        

ทําให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตและเพิมขึนในปริมาณมาก (Macfarlane et al., 1997) โดย

เชอืจุลนิทรยี์ทมีอียู่ในกระเพาะอาหารส่วนใหญ่จะเป็นแบคทเีรียทใีช้ออกซเิจนในการเติบโต            

มปีระมาณ 10–100 โคโลนีต่อกรมั (Naidu et al., 1999) ในขณะทแีบคทเีรยีทอีาศยัอยู่ในลําไส้

เลก็มทีงัทตีอ้งการและไม่ต้องการออกซเิจนในการเจรญิเตบิโต มปีระมาณ 100–1,000 โคโลนี

ต่อกรมั โดยแบคทเีรยีทีไม่ต้องการออกซเิจนได้พลงังานมาจากการหมกั (Macfarlane and 

McBain, 1999) สารอาหารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต โปรตนี และกรดอะมโินทเีหลือจากการย่อย 

(Madigan and Martinko, 2005) 
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5. การเปลียนแปลงกิจกรรมของคาเทปซิน บี เอช และแอล ในกล้ามเนือขาวหลงัการตาย                         

 

เอนไซม์คาเทปซินบี ดี เอช และแอล เป็นเอนไซม์ทีพบในไลโซโซมเป็นส่วนใหญ่ 

การศึกษาทีผ่านมาพบว่าคาเทปซินดี มีบทบาทน้อยในการย่อยสลายโปรตีนในกล้ามเนือ 

เนืองจากเอนไซม์ดังกล่าวสามารถย่อยสลายไมโอไฟบริลได้ดีในช่วงพีเอช 3 และ 5 

(Makinodan et al., 1982; Jiang, 2000) หลงัการตายค่าพเีอชของกล้ามเนือจะลดลง ทําให้ค่า

ความแรงไอออนเพมิขนึ ส่งผลใหเ้อนไซมค์าเทปซนิจากไลโซโซมถูกปล่อยไปยงัไซโทพลาสซมึ

และช่องวา่งระหว่างเซลล์ (Yates et al., 1983) การศกึษาของ Aoki et al. (2000) และ Chéret 

et al. (2007) พบวา่เอนไซมค์าเทปซนิบ ีและแอล มคีวามสาํคญัในการย่อยสลายกล้ามเนือขาว

หลงัการตาย เนืองจากเอนไซม์ทงั 2 ชนิดทําหน้าทีย่อยสลายโครงสร้างโปรตีนหลกัของ

กล้ามเนือ ได้แก่ คอนเนคทิน เนบูลิน และไมโอซนิ และย่อยคอนเนคทิน เนบูลนิ ไมโอซิน 

คอลลาเจน แอลฟา-แอคทนิิน และโทรโฟนิน T และ I ตามลําดบั (Yamashita and Konagaya, 

1991) เอนไซม์ทงั 2 ชนิด มค่ีาพเีอชทเีหมาะสมต่อการทํางานใกล้เคยีงกบัค่าพเีอชกล้ามเนือ

ภายหลงัการตาย (Sainclivier, 1983) ผลการศกึษาในครงันีพบว่ากจิกรรมจําเพาะของเอนไซม์

คาเทปซนิบ ีและแอล เพมิขนึอยา่งรวดเรว็ โดยเอนไซมท์งั 2 ชนิดสามารถย่อยสลายโปรตนีใน

กลา้มเนือไดเ้รว็กวา่คาเทปซนิเอช เช่นเดยีวกบัการศกึษาในปลากะพงขาวและเนือววั (Chéret 

et al., 2007) การศกึษาทผี่านมาแสดงให้เห็นว่าคาเทปซนิเอช มบีทบาทในการย่อยสลาย

โปรตนีในกล้ามเนือหลงัการตายของปลาค่อนขา้งน้อย (Wang and Xiong, 1999) และยงัไม่มี

งานวจิ ัยทีอธิบายบทบาทของคาเทปซินเอชทีลดลงในช่วงเวลา 8 ชัวโมงหลังการตาย          

การเปลยีนแปลงดงักล่าวอาจเกดิจากค่าพเีอชลดลงจาก 7.0 เป็น 6.5 ในช่วงเวลาการเกรง็ตวั

ของกลา้มเนือ และในเวลาต่อมาค่าพเีอชเพมิขนึจนใกลเ้คยีง 7 (Sainclivier, 1983) ระดบัพเีอช

ดงักล่าวอาจส่งผลต่อการแตกตวัของโซ่ขา้งกรดอะมโินในบรเิวณเร่งของเอนไซมท์าํใหก้จิกรรมมี

การเปลยีนแปลง 

 

กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์คาเทปซินบี เอช และแอลเพิมขนึตามระยะเวลาหลัง           

การตายเช่นเดียวกบัการศึกษาในระบบย่อยอาหาร เอนไซม์ทงั 3 ชนิดมคีวามสมัพนัธ์แบบ           

แปรผนัตรงกนัแสดงให้เหน็ว่าคาเทปซนิทงั 3 ชนิดทศีกึษาทําหน้าทรี่วมกนัในการย่อยสลาย

โปรตนีของกลา้มเนือ จากการเปรยีบเทยีบกบัสตัวบ์กพบว่าคาเทปซนิย่อยสลายกล้ามเนือปลา

ไดเ้รว็กว่ากล้ามเนือววั (Chéret et al., 2007) ซงึอาจเป็นเพราะกล้ามเนือปลามคีวามซบัซ้อน

น้อยกว่าเมอืเทยีบกบักล้ามเนือววั รวมทงัการศกึษาในครงันีได้นีทําการทดลองโดยลอยซาก

ปลาในนํา ทาํใหโ้ปรตนีถูกยอ่ยสลายไดเ้รว็ขนึ การศกึษาเพมิเตมิในอนาคตอาจจะช่วยให้เขา้ใจ

บทบาทของเอนไซมเ์หล่านีมากขนึ 
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บทที 5 

 

บทสรปุและข้อเสนอแนะ 

 

บทสรปุ 

 

ระยะเวลาภายหลังการตายส่งผลต่อการทํางานของระบบย่อยอาหารและเอนไซม ์           

ในกล้ามเนือขาวของปลานิล การตรวจสอบดชันีของทางเดนิอาหาร ความเขม้ข้นของโปรตีน 

กจิกรรมจาํเพาะของเอนไซม์ย่อยอาหาร และการต้านออกซเิดชนัในกระเพาะอาหารและลําไส ้

รวมทงักจิกรรมจาํเพาะของเอนไซมค์าเทปซนิในกลา้มเนือขาว พบว่าตวัแปรดงักล่าวทงัหมดมี

การเปลียนแปลงอย่างมนีัยสําคญัตามระยะเวลาหลงัการตายสอดคล้องกบัการเปลียนแปลง

ลกัษณะทางจุลกายวภิาคของกระเพาะอาหารและลําไส้ทเีสอืมสภาพลง ซงึจากการวเิคราะห์

ความเขม้ขน้โปรตนี ลกัษณะทางจุลกายวภิาคและการทาํงานของเอนไซมย์่อยอาหารพบว่าการ

เปลยีนแปลงในลาํไสเ้กดิขนึเรว็กว่าในกระเพาะอาหาร รวมทงัเอนไซม์ย่อยไขมนัมคีวามไวต่อ

การเปลยีนแปลงหลงัการตายมากกวา่เอนไซมย์อ่ยโปรตนีและคารโ์บไฮเดรต สําหรบัการศกึษา

ในกลา้มเนือพบวา่เอนไซมค์าเทปซนิบ ีและแอลมกีจิกรรมจาํเพาะสูงกว่าคาเทปซนิเอช และยงั

ไม่มงีานวจิยัทอีธบิายบทบาทของคาเทปซนิเอช รวมทงัไคโมทรปิซนิในช่วงเวลา 8 ชวัโมง         

หลงัการตาย การศกึษาครงันีแสดงให้เหน็ว่าสามารถใช้การเปลยีนแปลงของระบบย่อยอาหาร

ของซากปลาทีลอยอยู่ในนําประกอบกบัข้อมูลการเปลียนแปลงของเอนไซม์ในกล้ามเนือ

ประมาณช่วงเวลาหลงัการตายของสตัว์นําได้ ซึงข้อมูลดงักล่าวอาจเป็นประโยชน์ในการใช้

สบืสวนและสอบสวนคดีความทีเกียวข้องกบัการตายของสตัว์นําในฟาร์มเลยีง การตายจาก        

การถูกทารุณกรรม หรือใช้ประมาณช่วงเวลาหลงัการตายในการขนส่งสตัว์นําทีสําคญัทาง

เศรษฐกจิทงัสตัวนํ์าทใีช้บรโิภคเป็นอาหารและสตัวนํ์าสวยงาม ในกรณีทมีกีารทําประกนัภยั

ความเสยีหายระหวา่งการขนส่ง เป็นตน้ 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

1. การศกึษาครงันีเป็นการทดลองในระดบัห้องปฏิบตักิารเบอืงต้น ยงัไม่สามารถนํา

ขอ้มลูไปประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นนิตวิทิยาศาสตรไ์ดโ้ดยตรง ควรทาํการวจิยัทเีกยีวขอ้งกบัตวัแปร

ทจีาํเพาะต่อการเกดิมลพษิทางนําเพมิเตมิ เพอืประยกุตใ์ชใ้นงานนิตวิทิยาศาสตร ์เช่น อุณหภูมิ

ของนํา ชนิดของมลสาร และค่าพเีอช เป็นตน้ หรอืทดสอบเกยีวกบัสถานการณ์ทเีป็นการทารุณ

กรรมสตัวนํ์า เช่น การอดอาหาร การปล่อยสารทเีป็นพษิลงในฟาร์มเลยีง หรอืตดักระแสไฟฟ้ า
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ทําให้สตัวนํ์าขาดออกซิเจน เป็นต้น นอกจากนีปลาต่างชนิดกนัอาจมีกลไกการทํางานของ

ร่างกายทแีตกต่างกนั จงึควรดาํเนินการทดสอบในปลาชนิดอนืๆ ด้วย ซงึสถานการณ์ดงักล่าว

อาจสามารถนํามาใชใ้นการพจิารณาของศาลได ้

2. ควรศกึษาบทบาทของเอนไซม์ไคโมทรปิซนิและเอนไซม์คาเทปซินเอชเพิมเติม 

เพอืใหเ้ขา้ใจถงึบทบาทการทาํงานหลงัการตายมากยงิขนึ 

3. ควรศกึษารปูแบบของโปรตนีโดยวธิเีจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ (sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE) เพอืตรวจสอบการเปลยีนแปลงในทาง

ชวีเคมใีนแต่ละช่วงเวลาหลงัการตาย 

4. การศกึษาเกยีวกบัการเปลยีนแปลงทางจุลกายวภิาคของกระเพาะอาหารและลําไส ้

ควรทาํซาํเพมิเตมิ และตรวจวดัขอ้มลูทางมอรโ์ฟเมตรกิ (morphometric) เพอืนําขอ้มูลดงักล่าว

มาสรา้งสมการถดถอยสาํหรบัพยากรณ์ระยะเวลาหลงัการตาย 
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การเปลียนแปลงของระบบย่อยอาหารภายหลังการตายของปลานิล Oreochromis niloticus 

Postmortem Changes of Digestive System in Nile Tilapia, Oreochromis niloticus 

 

วราภรณ์ ห่าหอ1* การุณ ทองประจแุก้ว1 สมรักษ์  รอดเจริญ2 และตลุาคุณ นนทพทุธ1 
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บทคัดย่อ 

ตรวจสอบการเปลียนแปลงของระบบยอ่ยอาหารของปลานิล Oreochromis niloticus ภายหลงัการตาย

ในชว่งเวลา 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ชวัโมง ผลการศกึษาพบวา่ดชันีของกระเพาะอาหารตอ่นําหนกัตวัมีค่า

ลดลงตามระยะเวลา (P < 0.05) และมีความสัมพนัธ์แบบแปรผันตรงกบัการเปลียนแปลงกิจกรรมของเปปซิน     

(r = 0.927, P < 0.01, n = 32) สําหรับการศกึษาในลําไส้พบว่าดชันีมีค่าลดลงตามระยะเวลาเช่นเดียวกนั (P < 

0.05) และมีความสัมพนัธ์แบบแปรผันตรงกบัการเปลียนแปลงกิจกรรมของทริปซิน (r = 0.790, P < 0.01, n = 

32) โดยการเปลียนแปลงในลําไส้จะเกิดขึนเร็วกว่าในกระเพาะอาหาร และไม่สามารถตรวจสอบกิจกรรมได้

ภายหลงัการตาย 48 ชวัโมง ผลการศกึษาแสดงให้เห็นวา่การเปลียนแปลงของระบบย่อยอาหารอาจสามารถใช้

เป็นข้อมลูเบืองต้นในการจําแนกระยะเวลาภายหลงัการตายของสตัว์นําได้  

 

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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คาํนํา 

ภายหลังการตายของสัตว์จะเกิดการย่อยสลายตวัเอง (autolysis) ของเซลล์และเนือเยือ เนืองจาก

กระบวนการทํางานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเซลล์ รวมทงัการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ชนิดต่างๆทีมีอยู่ การ

เปลียนแปลงภายหลงัการตายจะทําให้ผนงักระเพาะอาหารมีลกัษณะยุย่และบาง หรือทะลุเป็นรู และผนงัลําไส้มี

การลอกหลุดของเยือเมือก ทําให้นําย่อยจากตับอ่อนออกมาย่อยไขมันบริเวณด้านนอกและในช่องท้อง 

นอกจากนนั การเนา่ในกระเพาะอาหารและลําไส้จะทําให้มีก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์สะสมในปริมาณมาก เกิดแรง

กดไปทีอวยัวะภายในช่องท้อง และอาจทําให้กระเพาะอาหารแตกได้ การเปลียนแปลงของกระเพาะอาหารที

สําคญัคือแกสโทรมาลาเซีย (gastromalacia) ซึงพบในกระเพาะอาหารส่วนบน (gastric fundus) ทําให้ผนงั

กระเพาะอาหารเหนียวลืน บาง และเกิดรูพรุนเนืองจากการย่อยของเอนไซม์ทีมีอยู่ (endogenous enzyme) 

(Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) การประมาณชว่งเวลาภายหลงัการตายในสุนขับีเกิลพบวา่ลักษณะ

ทางจลุกายวิภาคของเนือเยือลําไส้ มีการเสือมสภาพลงเมือเวลาผ่านไปหลังการตาย (Erlandsson and Munro, 

2007) ขณะทกีารศกึษาในหนพูบวา่ความต้านทานไฟฟ้าของผนงักระเพาะอาหารมีความสัมพนัธ์กบัระยะเวลา

การตาย (Querido, 1992)  

การเปลียนแปลงของกระเพาะอาหารและลําไส้ภายหลงัการตายจะเน้นศึกษาในสัตว์บก เช่น หนู และ

สุนขั (Querido, 1992; Erlandsson and Munro, 2007) สําหรับในสัตว์นําส่วนใหญ่จะมุ่งเน้นศึกษาภายใต้

สภาวะอณุหภูมิตํา เพือประโยชน์ในการยืดอายกุารเก็บรักษา และคงสภาพผลิตภณัฑ์ในด้านอตุสาหกรรมอาหาร

เป็นหลัก (Aoki et al., 2002; Wang et al., 2007) การศึกษาการเปลียนแปลงหลังการตาย (postmortem 

change) ในสภาวะใกล้เคียงธรรมชาติของปลานิล Oreochromis niloticus จงึอาจใช้เป็นข้อมูลเบืองต้นในการ

จําแนกระยะเวลาภายหลงัการตาย (postmortem interval) ของสตัว์นําได้ การศกึษาครังนีจงึมีวตัถุประสงค์เพือ

ประเมินการเปลียนแปลงดชันีของกระเพาะอาหาร และลําไส้ และกิจกรรมของเอนไซม์ในอวยัวะดงักล่าวโดยใช้

ปลานิลแปลงเพศเป็นต้นแบบในการศกึษา 

 

อุปกรณ์และวธีิการ 

การเตรียมตวัอย่างปลานิล  

ปรับสภาพปลานิลแปลงเพศ O. niloticus อายุ 4 เดือน เป็นเวลา 15 วนั โดยให้อาหารทีมีโปรตีน 30 

เปอร์เซ็นต์ จํานวน 2 ครังตอ่วนั และให้แสงเป็นเวลา 12 ชวัโมงตอ่วนั ปรับสภาพนําในบ่อให้มีอุณหภูมิ 29.60 ± 

0.15 องศาเซลเซียส พีเอช 6.95 ± 0.02  ปริมาณออกซิเจนทีละลายนํา 5.05 ± 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร และ

ปริมาณแอมโมเนีย 0.94 ± 0.15 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

 

การเก็บตัวอย่างปลา  

อดอาหารปลานิลแปลงเพศเป็นเวลา 48 ชวัโมง กอ่นการเก็บตวัอยา่ง หลงัจากนนัสุ่มปลาจํานวน 32 ตวั 

(8 ชว่งเวลา × 4 ซํา) ทีมีความยาวและนําหนกัใกล้เคียงกนั (นําหนกั 105.83 ± 1.66 กรัม และความยาวตลอด

ลําตวั 18.55 ± 0.14 เซนติเมตร) สลบปลาโดยใช้นําแข็ง และนํามาลอยในภาชนะทรงสีเหลียมผืนผ้า (32 × 43 × 

11 เซนติเมตร) ทมีีระดบันําสูง 7 เซนติเมตร หลงัจากนนัผ่าตดัเก็บตวัอยา่งกระเพาะอาหารและลําไส้ในเวลา 0, 
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1, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ชวัโมง เพือใช้ในการศกึษาดชันีของนําหนกัของอวยัวะ และกิจกรรมของเอนไซม์ย่อย

โปรตีน 

 

การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เปปซินและทริปซิน   

สกดัเอนไซม์จากกระเพาะอาหารและลําไส้ของปลานิลตามวิธีการของ Rungruangsak and Utne 

(1981) ศกึษากิจกรรมของเอนไซม์เปปซิน (EC 3.4.23.1) จากกระเพาะอาหาร ตามวิธีการของ Rungruangsak 

and Utne (1981) โดยใช้เคซีนเป็นสับสเตรท และศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ทริปซิน (EC 3.4.21.4) จากลําไส้

เล็ก ตามวิธีการของ Rungruangsak-Torrissen et al. (2006) โดยใช้ Benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide เป็น

สับสเตรท สําหรับปริมาณโปรตีนจากเอนไซม์สกดัศึกษาตามวิธีการของ Lowry et al. (1951) โดยใช้ bovine 

serum albumin เป็นโปรตีนมาตรฐาน 

 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ทําการทดลอง 4 ซํา (n = 4) รายงานผลข้อมูลในรูปค่าเฉลีย ± 

ความคลาดเคลือนมาตรฐาน (standard error of mean: SEM) วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลแบบทาง

เดียว เปรียบเทียบข้อมลูโดยใช้ Duncan Multiple Range Test ทีระดบันยัสําคญั 0.05 โดย และหาความสมัพนัธ์

ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซม์กบัดชันีของกระเพาะอาหารหรือลําไส้ต่อนําหนกัตวัโดยใช้ Pearson correlation 

และรายงานผลเป็นสมัประสิทธิสหสมัพนัธ์ (correlation coefficient: r) 

 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

1. การเปลียนแปลงของกระเพาะอาหาร  

ดชันีของกระเพาะอาหารต่อนําหนกัตวัมีค่าลดลงตามระยะเวลา (Figure 1, P < 0.05, n = 4 ) การ

เปลียนแปลงดงักล่าวสอดคล้องกบัการเกิดแกสโทรมาลาเซีย ทําให้กระเพาะอาหารมีลกัษณะเหนยีวลืน ผนงับาง 

และเกิดรูพรุนจากการย่อยของเอนไซม์ทีมีอยู่ในกระเพาะ (Laczniak et al., 2011; Usui et al., 2013) การ

เปลียนแปลงดงักล่าวทําให้โปรตีนและโภชนะอืนๆ เกิดการสลายตวั และละลายในตวักลางทีเป็นนํา ทําให้

นําหนกัของกระเพาะอาหารเมือเทียบกับนําหนักตวัมีแนวโน้มลดลง นอกจากนี ภายหลังการตายยังมีการ

เปลียนแปลงของความต้านทานไฟฟ้าของผนงักระเพาะอาหาร ซงึอาจเกิดขึนเนืองจากชอ่งวา่งระหวา่งเซลล์ หรือ

การนําไฟฟ้าของของเหลวทีอยูภ่ายในหรือภายนอกเซลล์มีการเปลียนแปลง (Querido, 1992)  

กิจกรรมของเอนไซม์เปปซิน (Figure 2) มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยสําคญักบัการเปลียนแปลงของ

กระเพาะอาหาร (r = 0.927, P < 0.01, n = 32) เนืองจากการเกิดแกสโทรมาลาเซียทําให้เกิดออโตไลซิส ซงึส่งผล

ให้ตอ่มสร้างนํายอ่ยถกูทําลาย (Laczniak et al., 2011) ประกอบกบัระยะเวลาภายหลงัการตายมีผลตอ่การเสีย

สภาพธรรมชาติของเอนไซม์ การเปลียนแปลงดงักล่าวส่งผลให้การย่อยโปรตีนมีแนวโน้มลดลง และสามารถ

จําแนกระยะเวลาหลงัการตายตามการทํางาน (functionality) ของกระเพาะอาหารได้ 3 ช่วงเวลา คือ ช่วง 0–8 

ชวัโมง (กิจกรรมของเอนไซม์มีการเปลียนแปลงอย่างช้าๆ) ช่วง 8–24 ชวัโมง (กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงอย่าง

รวดเร็วและคอ่นข้างคงที) และ ชว่ง 24–48 ชวัโมง (กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงอยา่งรวดเร็วและมีคา่ตําสุด)  
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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. การเปลียนแปลงของลาํไส้  

ดชันีของลําไส้ต่อนําหนกัตวัมีค่าลดลงตามระยะเวลา (Figure 3, P < 0.05, n = 4) การเปลียนแปลง

เกิดขึนเมือมีการสลายตวัของอาหารในลําไส้ รวมทงัเอนไซม์ทีอยูใ่นลําไส้จะยอ่ยสลายผนงัให้ลอกหลุดออกจาก

เยือเมือก (เนตรนรินทร์, 2546) การเปลียนแปลงดงักล่าวเกิดขึนเชน่เดียวกบัในกระเพาะอาหาร การศกึษาในสนุขั

บีเกิลพบการเสือมสภาพของลําไส้ และอาจใช้การเปลียนแปลงดงักล่าวเพือจําแนกระยะเวลาภายหลงัการตายได้ 

(Erlandsson and Munro, 2007)  

กิจกรรมของเอนไซม์ทริปซิน (Figure 4) มีความสมัพนัธ์อยา่งมีนยัสําคญักบัการเปลียนแปลงของลําไส้   

(r = 0.790, P < 0.01, n = 32) เนืองจากมีการเกิดออโตไลซิสเช่นเดียวกนั (จิรวฒัน์ และสุรีลักษณ์, 2554)  

ระยะเวลาภายหลงัการตายมีผลตอ่การเสียสภาพธรรมชาติของเอนไซม์ การเปลียนแปลงดงักล่าวส่งผลให้การ

ยอ่ยโปรตีนมีแนวโน้มลดลง โดยการเปลียนแปลงในลําไส้มีแนวโน้มเกิดขึนเร็วกวา่ในกระเพาะอาหาร เนืองจาก

ชนัมิวคอซา (mucosa) ของกระเพาะมีความหนากวา่ผนงัของลําไส้ รวมทงัในลําไส้จะมีเอนไซม์ยอ่ยอาหารหลาย

ชนิด (Thongprajukaew and Kovitvadhi, 2013) ซงึสามารถส่งเสริมให้เกิดการย่อยสลายได้เร็วขึน (Morrison 

and Wright Jr, 1999) สอดคล้องกบัการศกึษาของเนตรนรินทร์ (2546) ซงึพบวา่ลําไส้เป็นอวยัวะส่วนทีเน่าเสีย

ได้เร็วเชน่เดียวกบัเหงือก ดงันนั การเปลียนแปลงของดชันีของลําไส้ตอ่นําหนกั และกิจกรรมของทริปซินจงึอาจใช้

เพือจําแนกระยะเวลาหลงัการตายได้ เช่นเดียวกบัการใช้ลักษณะทางจุลกายวิภาค (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). 

 

สรุป 

ดชันีของกระเพาะอาหารและลําไส้ตอ่นําหนกัตวัมีแนวโน้มลดลงตามระยะเวลาภายหลังการตาย การ

เปลียนแปลงดงักล่าวมีความสัมพนัธ์อย่างมีนยัสําคัญกบัการเปลียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์เปปซินและ         

ทริปซิน ตามลําดบั โดยการเปลียนแปลงในลําไส้จะเกิดขึนเร็วกวา่ในกระเพาะอาหาร ผลการศึกษาแสดงให้เห็น
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ABSTRACT: Postmortem changes have been previously studied in some terrestrial animal 22 

models but no prior information is available on aquatic species. Gastrointestinal functionality 23 

was investigated in terms of indices, protein concentration, digestive enzyme activity and 24 

scavenging activity, in an aquatic animal model, Nile tilapia, to assess the postmortem 25 

changes. Dead fish were floated indoors and samples were collected within 48 h after death. 26 

Stomasomatic index decreased with postmortem time and correlated positively with protein, 27 

pepsin specific activity and stomach scavenging activity. Also intestosomatic index decreased 28 

significantly and correlated positively with protein, specific activity of trypsin, chymotrypsin, 29 

amylase, lipase and intestinal scavenging activity. In their postmortem changes the digestive 30 

enzymes exhibited earlier lipid degradation than carbohydrate or protein. The intestine 31 

changed more rapidly than the stomach. The findings suggest that the postmortem changes of 32 

gastrointestinal functionality can serve as primary data for the estimation of time of death of 33 

an aquatic animal. 34 

KEYWORDS: forensic science, forensic biology, postmortem change, digestive enzyme, 35 

aquatic animal, intestine, stomach 36 

 37 

 38 

 39 

 40 

 41 

 42 

 43 

 44 

 45 
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Postmortem changes have been studied in many terrestrial animal models, such as rat 46 

(1, 2), dog (3), cattle cow (4) and pig (5). The changes are driven by endogenous enzymes and 47 

microorganisms within the body (6, 7). Various environmental factors, namely temperature, 48 

humidity, cooling rate, slaughter procedure, growth of microorganisms and ageing time, are 49 

generally known to affect the rate of postmortem changes (8, 9). Observations on postmortem 50 

changes have also been reported for aquatic animals. However, most such investigations have 51 

focused on low temperature conditions used to preserve catch (10−13). The understanding of 52 

postmortem changes in aquatic animals in their ambient aquatic environment is currently 53 

lacking, and needs to be improved.   54 

Postmortem changes develop rapidly in the gastrointestinal tract due to the presence of 55 

endogenous enzymes (14−16). These enzymes contribute to the autolysis of digestive organs 56 

and also of the surrounding tissue. Querido (1) reported that the electrical resistance of gastric 57 

wall decreased with the time since death, and Erlandsson and Munro (3) reported on the 58 

degenerative changes of intestinal anatomy as time after death progresses. These prior 59 

observations provide some key characteristics of postmortem changes in the gastrointestinal 60 

tract, helpful in estimating the time of death.  61 

 The aim of this study was to evaluate postmortem changes in the gastrointestinal 62 

functionality in an aquatic animal model. The gastrointestinal index and the specific activities 63 

of the main digestive enzymes were assessed for postmortem effects. Nile tilapia 64 

(Oreochromis niloticus), which is among the most economically important fish in the world 65 

(17) was used as the aquatic model. This species has a well-known histology of its digestive 66 

tract (18), can grow and reproduce in a wide range of environmental conditions, and tolerates 67 

stress induced by handling (19). The application of two sensitive biochemical techniques, 68 

namely scavenging activity and reducing power assay, was also examined for assessing 69 

digestive enzyme activity. The findings from current study might facilitate identifying the 70 
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postmortem interval in aquatic animals, i.e. estimating the time of death from a floating 71 

carcass.  72 

 73 

Materials and Methods 74 

Preparation of Fish Samples 75 

Four-month-old sex reversed Nile tilapia was obtained from a private farm in Trang 76 

province, Thailand. The fish were acclimatized indoors for 15 days and were fed ad libitum, 77 

twice daily (at 7.00 and 16.00 h) under 12-h light/12-h dark cycle, with a commercial diet 78 

containing 30% protein. The average water quality parameters during the acclimatization 79 

were: temperature 29.60 ± 0.15oC, dissolved oxygen 5.05 ± 0.01 mg/L, pH 6.95 ± 0.02 and 80 

ammonia 0.94 ± 0.15 mg/L. 81 

 82 

Postmortem Change Studies 83 

The fish were starved for 48 h prior to their necropsy, to avoid metabolic flexibility 84 

induced by food. Subsequently, all the fish were killed by chilling in ice, according to 85 

“Ethical Principles and Guidelines for the Use of Animals for Scientific Purposes”, National 86 

Research Council, Thailand. Fish with similar size (105.83 ± 1.66 g weight and 18.55 ± 0.14 87 

cm length) were randomly distributed into plastic rectangular containers (32 cm width × 43 88 

cm length × 11 cm height, with 7 cm water level) at a density of 14 fish per container. The 89 

fish carcasses were kept at ambient temperature, and samples (n = 4) were collected at various 90 

postmortem times (1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h), including also a control group of fish without 91 

postmortem delay (0 h). The weights of body, stomach and intestine were determined and 92 

used to calculate the stomasomatic index (SSI) and the intestosomatic index (ISI) that equal 93 

the weight ratios of stomach and intestine to body, respectively. 94 

 95 
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Fish Dissection and Extraction of Digestive Enzymes 96 

The fish organs were dissected on ice and then the gastrointestinal tracts were 97 

collected. Crude extracts were prepared according to the method described in Rungruangsak 98 

and Utne (20), with slight modifications. The stomach and intestine were homogenized in 10 99 

mmol/L and 1 mmol/L HCl (1:3 w/v), respectively, by using micro-homogenizer (THP-220; 100 

Omni International, Kennesaw GA, USA). The homogenates were centrifuged at 15,000×g 101 

for 30 min at 4oC. The supernatants were collected after removing the lipid layer and then 102 

kept in small portions at −20oC before analysis. 103 

 104 

Determination of Protein in Crude Extract 105 

Protein concentrations in the crude enzyme extracts were determined based on Lowry 106 

et al. (21). Bovine serum albumin (BSA) was used as the standard for quantifying the protein 107 

concentration (mg/mL). Normalization by the protein was then also used on calculating the 108 

specific activities of digestive enzymes (U/mg protein). 109 

 110 

Digestive Enzyme Study 111 

Pepsin Specific Activity Assay 112 

Pepsin (EC 3.4.23.1) activity determination was based on Rungruangsak-Torrissen 113 

and Utne (20), with some modifications. First, 100 µL of 2% casein was mixed with 100 µL 114 

of 0.2 mol/L buffer pH 2 and 200 µL of crude enzyme extract. The reaction mixture was then 115 

incubated at 55oC for 10 min, and the reaction was stopped by adding 1 mL of 5% 116 

trichloroacetic acid. Then the mixture was centrifuged at 5,000×g at room temperature for 20 117 

min. An 0.5 mL sample of supernatant was taken and mixed with 1 mL of 0.5 mol/L NaOH 118 

and 0.3 mL of Folin Ciocalteu reagent (three-fold diluted). The obtained solution was 119 

measured spectrophotometrically at 720 nm against L-tyrosine standard.  120 
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Trypsin and Chymotrypsin Specific Activity Assays 121 

Trypsin (EC 3.4.21.4) and chymotrypsin (EC 3.4.21.1) activities were determined 122 

based on Rungruangsak-Torrissen et al. (22). The trypsin assay was performed by mixing 700 123 

µL of 0.2 mol/L buffer at pH 9 containing 1.25 mmol/L Benzoyl-L-Arginine-p-Nitroanilide 124 

(BAPNA) with 100 µL of a crude enzyme extract.  The mixture was incubated at 50oC for 10 125 

min, and then the enzymatic reaction was stopped by adding 800 µL of 30% acetic acid. 126 

Chymotrypsin was assayed as above, except with a 0.2 mol/L buffer at pH 9 containing 0.1 m 127 

mol/L N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilide (SAPNA), and the incubation was at 60oC. 128 

Absorbance at 410 nm was measured to quantify products of each enzyme, and the final 129 

results were based on a p-nitroanilide standard curve. 130 

  131 

Amylase Specific Activity Assay 132 

Amylase (EC 3.2.1.1) activity was determined based on Areekijseree et al. (23). The 133 

assay was performed by mixing 25 µL of 5% soluble starch, 62.5 µL of 0.2 mol/L buffer pH 134 

7, 37.5 µL of 20 mmol/L NaCl and 125 µL of crude enzyme extract. The mixture was 135 

incubated at 50oC for 15 min and the reaction was stopped by adding 250 µL of 1% 136 

dinitrosalicylic acid (DNS). Staining was performed by boiling at 100oC for 5 min, cooling to 137 

room temperature, and mixing with 2.5 mL of distilled water. The stained reducing sugar was 138 

measured spectrophotometrically at 540 nm against a maltose standard.  139 

 140 

Lipase Specific Activity Assay 141 

Lipase (EC 3.1.1.3) activity was determined based on Winkler and Stuckmann (24), 142 

with slight modifications. The assay was performed by mixing 200 µL of 0.01 mol/L p-143 

nitrophenyl palmitate, 800 µL of 0.2 mol/L buffer at pH 8 and 20 µL of crude enzyme extract. 144 

The mixture was incubated at 60oC for 30 min and then the enzymatic reaction was stopped 145 
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by adding 250 µL of 1 mol/L Na2CO3. The mixture was centrifuged at 13,000×g at room 146 

temperature for 15 min. The supernatant was collected and its absorbance was measured at 147 

410 nm against a p-nitrophenol standard.  148 

 149 

Gastrointestinal Scavenging Activity 150 

2,2-Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) Radical Assay 151 

Stomach and intestinal extracts were obtained as described in Section 2.3 above. Their 152 

DPPH radical scavenging activities were determined according to the method of 153 

Thongprajukaew et al. (25). The radical scavenging activity (% inhibition) was calculated as 154 

((Ao−Ai)/Ao) × 100, where Ao and Ai are the absorbances of the control sample (extraction 155 

buffer in equal volume replacing the actual sample) and the extract, respectively. 156 

 157 

Reducing Power 158 

Stomach and intestinal extracts were obtained as described in Section 2.3. The 159 

reducing power was assayed based on the method of Benzie and Strain (26) and Wong et al. 160 

(27), with some modifications. Briefly, a pre-mixture was prepared by mixing 10 mmol/L of 161 

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) in 40 mmol/L HCl, 20 mmol/L FeCl3.6H2O and 162 

acetate buffer at pH 5.2 in the ratio of 1:1:10. The assay was performed by mixing 2,850 µL 163 

of the pre-mixture with 150 µL of sample, keeping this in the dark for 30 min, and measuring 164 

the absorbance at 593 nm. The volume of sample was replaced by extraction buffer in the 165 

control, and the absorbances were converted to final results with a Trolox standard curve. 166 

Percentage of remaining reducing power at each post mortem time was calculated as ((Ai–167 

Ao)/Ai) × 100, where Ao and Ai are the absorbances of the control sample (extraction buffer in 168 

equal volume replacing the actual sample) and the actual sample, respectively. 169 

 170 
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Statistical Analysis 171 

Data analyses were performed using SPSS Version 20 (SPSS Inc., Chicago, USA). All 172 

data are expressed as mean ± SEM from quadruplicate observations. Significant differences 173 

between means were ranked using Duncan Multiple Range Test, with significance equated to 174 

P < 0.05. Pearson correlation coefficients (r) are reported between each pair of variables 175 

across the observation points of gastrointestinal changes.  176 

 177 

Results 178 

Postmortem Changes in Gastrointestinal Index 179 

The intestine of Nile tilapia (4.41 ± 0.31% of body weight at 0 h) was heavier than its 180 

stomach (2.22 ± 0.13% of body weight at 0 h) (Fig. 1). The stomasomatic index (SSI, Fig. 1A) 181 

and the intestosomatic index (ISI, Fig. 1B) decreased with postmortem interval significantly 182 

(P < 0.05, n = 4). The SSI remained unchanged for up to 2 h after death, while the ISI was 183 

unchanged up to 8 h. At the final 48 h sampling time the carcasses had about 42% and 44% of 184 

their initial SSI and ISI, respectively. 185 

 186 

Postmortem Changes in Gastrointestinal Protein 187 

Gastrointestinal protein had the similar trend and characteristics as the SSI and ISI 188 

indices (Fig. 2). Soluble protein concentration in the stomach (Fig. 2A) and in the intestine 189 

(Fig. 2B) decreased significantly with postmortem time (P < 0.05, n = 4). Stomach protein 190 

decreased slowly for 4 h after death (insignificant change, P > 0.05), remained about constant 191 

during 8–12 h, and then decreased dramatically until the end of observation at 48 h. The 192 

intestinal protein was easy to lose and decreased dramatically, showing a change at 1 h after 193 

death and having undetectable level at the final observation time.  194 

 195 
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Postmortem Changes in the Main Digestive Enzymes 196 

Protein dynamics in the gastrointestinal section were observed through three digestive 197 

enzymes. The specific activity of pepsin was unchanged for the first 4 h after death (Fig. 3A) 198 

and then decreased progressively. The lowest 7.24 ± 1.18 U mg protein–1 specific activity of 199 

pepsin was found at the final sampling time. Trypsin specific activity was very sensitive to 200 

postmortem delay, more so than pepsin (Fig. 3B). Unchanged activity was observed for 1 h 201 

after death, and was below detection limit at 48 h. Chymotrypsin specific activity showed a 202 

different trend than the two protein-digestive enzymes above. Its highest specific activity was 203 

observed at 8 h after death, while the activities at 0–2 and 12 h were mutually similar (Fig. 204 

3C). However, also this enzyme had undetectable activity at 48 h after death.  205 

Amylase (Fig. 4A) and lipase (Fig. 4B) specific activities decreased significantly with 206 

postmortem time. The time-response of amylase matched well the trends in trypsin specific 207 

activity. The lipase specific activity was the most sensitive to postmortem delay among all the 208 

observed enzymes: it had 98.63% reduction in specific activity at 24 h after death from the 209 

initial level, with activity below detectable at 48 h.  210 

 211 

Postmortem Changes in Gastrointestinal Scavenging Activity 212 

Fig. 5 illustrates the significant decreases in the scavenging activity (% inhibition) of 213 

stomach (Fig. 5A) and intestine (Fig. 5B), and in the reducing power (% remaining) of 214 

stomach (Fig. 5C) and intestine (Fig. 5D). Both these responses decreased statistically 215 

significantly with postmortem delay, but the reducing power was more effective in 216 

distinguishing postmortem changes than the DPPH. 217 

 218 

 219 

 220 
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Relationships among the Observed Variables  221 

The Pearson correlation coefficients (r in Table 1) for each pair of variables (across 222 

the observation time points of gastrointestinal changes) were positive and highly significant 223 

(P < 0.01).  224 

 225 

Discussion 226 

Gastromalacia after death is caused by endogenous enzymes and can significantly thin 227 

and soften the gastric fundus wall (14−16). This process contributes to the rapid loss of 228 

gastrointestinal weight, which directly affects the digestive indices (SSI and ISI). In a 229 

terrestrial animal, namely in the Sprague-Dawley rat, Li et al. (2) reported increasing 230 

hepatosomatic index (HSI) with postmortem time (0–25 min). Our observations of both the 231 

SSI and the ISI in fish specimens show the opposite trend, partly because of a much longer 232 

observation time extending to 48 h. In addition, the nutrient-rich fluid released from a fish 233 

carcass caused by the endogenous enzymes is easily dissolved and flushed away in an aquatic 234 

environment. This process is most rapid in those tissues that have high enzyme and water 235 

contents (6). The electrical resistance of the gastric wall corroborates our understanding of 236 

this degradation, and is linked to the physical intracellular size of the changing electrical 237 

conductivity of the intracellular and extracellular fluid (1). Penny (28) reported a rapid fall 238 

after death in the muscle pH of a pig carcass. This indicates the accumulation of carboxyl 239 

groups liberated by hydrolytic reactions. Moreover, such postmortem changes can also be 240 

induced by the absence of oxygen, increase of carbon dioxide, and accumulation of wastes (6, 241 

29). These conditions lead to the denaturation of proteins, which governs the progressive 242 

decrease of protein concentration in stomach and intestine. Khunsoongnern (7) suggested that 243 

rapid postmortem putrefaction is observed in the intestine, followed by the whole alimentary 244 

tract and gill. Similarly, our observations showed more rapid postmortem changes in the 245 
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intestine than in the stomach. This might be due to the mucosa layer of stomach wall being 246 

thicker than in the intestine. Generally, mucus cells in the tubular glands and neck cells of 247 

gastric glands protect the stomach with mucosa from its strongly acidic contents (18). In 248 

addition, more active endogenous digestive enzymes, namely trypsin, chymotrypsin, lipase 249 

and amylase, are found in the intestinal section (30) than in the stomach, which mainly has 250 

pepsin activity.  251 

Pepsin is the most efficient digestive enzyme in the stomach, cleaving peptide bonds 252 

of hydrophobic compounds to preferably aromatic amino acids, such as phenylalanine, 253 

tryptophan and tyrosine (31). The activity of this enzyme indicates extracellular digestion in 254 

the stomach (30). The decrease in pepsin activity was due to the autolysis of gastric gland 255 

after death (15). This enzyme appears more robust than the other detected enzymes, as it 256 

maintained its activity until the end of sampling (48 h), while others did so for only about four 257 

hours. The rigid structure and low molecular weight may partially protect this enzyme against 258 

denaturation. Practically, specimen collection in the field for estimating the initial pepsin 259 

activity at death would be feasible for about four hours after death, in ambient temperature.  260 

Trypsin is a key protein-digesting enzyme in the small intestine. It acts as an activator 261 

controlling both itself and other proteolytic zymogens. Its rapid activity decrease indicates 262 

fast protein breakdown, faster in the intestine than in the stomach. Interestingly, chymotrypsin 263 

had maximal activity at 8 h after death, among the observation points. This enzyme cleaves 264 

proteins at the carboxyl side of aromatic amino acids (phenylalanine, tyrosine and 265 

tryptophan), and cleaves large hydrophobic residues. An increased activity of this enzyme has 266 

been attributed to induction by toxic organic pollutants, such as benzene and dioxins, as well 267 

as to the stress before death of the fish (22). Moreover, strong evidence supports the 268 

mediation of internucleosomal DNA cleavage in apoptotic cells by a chymotrypsin-like 269 
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protease (32). The role of this enzyme in relation to postmortem changes is still little known 270 

and would warrant further research.  271 

The association of protein and carbohydrate catabolisms caused the decreasing trend 272 

in amylase activity with postmortem delay. This enzyme breaks down α-1,4 glycosidic bonds 273 

of large-chain polysaccharides, to convert carbohydrates to glucose. Significantly reduced 274 

enzyme activity might be associated with the catabolism of glycogen after death. Regarding 275 

lipid catabolism, the specific activity of lipase decreased earlier than those of the other 276 

observed enzymes. This is due to unsaturated fatty acids in a fish that are very easy to oxidize, 277 

providing lots of free radicals that degrade other molecules. The dramatic decrease in lipase 278 

activity is also in agreement with direct observations of peritoneal fats during fish dissection, 279 

as well as of the lipid layer after homogenate centrifugation (enzyme preparation). This 280 

finding is corroborated by the significant decrease in scavenging activity and in remaining 281 

reducing power with postmortem delay.  282 

 283 

Summary 284 

The gastrointestinal functionality was significantly affected by the postmortem delay. 285 

Based on the digestive enzyme analyses, significant changes occurred earlier in the intestine 286 

than in the stomach, and lipid break down appeared to be more sensitive than degradation of 287 

protein or carbohydrate to the time delay. A novel not previously reported observation was 288 

the role of chymotrypsin after death, and this would warrant further investigation. In 289 

continuation of this reported research, a histopathological examination of the gastrointestinal 290 

tract (stomach an intestine) and its accessory gland (liver) for their postmortem changes is 291 

currently underway, in this same fish species. The findings from the current study suggest that 292 

the time of death of an aquatic animal can be estimated by sampling the gut of the carcass left 293 

in ambient water. 294 
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Figure Legends 

FIG. 1−Postmortem changes in the SSI (A), and the ISI (B), in Nile tilapia within 48 h after 

death. Data are expressed as mean ± SEM (n = 4). Different superscripts indicate 

significant differences between observation time points (P < 0.05). 

FIG. 2−Postmortem changes in stomach (A) and intestinal (B) protein concentrations, in Nile 

tilapia within 48 h after death. Data are expressed as mean ± SEM (n = 4). Different 

superscripts indicate significant differences between observation time points (P < 

0.05). 

FIG. 3−Postmortem changes in specific activity of pepsin (A), trypsin (B), and chymotrypsin 

(C), in Nile tilapia within 48 h after death. Data are expressed as mean ± SEM (n = 

4). Different superscripts indicate significant differences between observation time 

points (P < 0.05). 

FIG. 4−Postmortem changes in specific activity of amylase (A), and lipase (B), in Nile tilapia 

within 48 h after death. Data are expressed as mean ± SEM (n = 4). Different 

superscripts indicate significant differences between observation time points (P < 

0.05). 

FIG. 5−Postmortem changes in stomach (A) and intestinal (B) scavenging activities, and 

stomach (C) and intestinal (D) remaining reducing powers, in Nile tilapia within 48 

h after death. Data are expressed as mean ± SEM (n = 4). Different superscripts 

indicate significant differences between observation time points (P < 0.05). 
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TABLE 1–Pearson correlation coefficients (r) of variables that are indicative of gastrointestinal changes in post-mortem Nile tilapia 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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Abstract 1 

We investigated the muscle degradation in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) 2 

in terms of specific activities of cathepsins (B, H and L), scavenging activities and 3 

thermal transition properties of myosin and actin, to assess postmortem changes with 4 

time. Specific activities of three cathepsin enzymes increased significantly with 5 

postmortem time and exhibited highly positive relationship (r = 0.987–0.997, P < 0.01). 6 

A novel observation, not reported previously, concerns the role of cathepsin H at 8 h 7 

after death. The radical scavenging activity dramatically decreased with time since 8 

death, especially within the first 1 h, while no changes occurred from 2 to 8 h, or from 9 

12 to 24 h. The degradation of muscle proteins fluctuated with delay time, and actin was 10 

more sensitive to postmortem delay than myosin. Overall the findings from the current 11 

study might be used as primary data to estimate the time of death of an aquatic animal. 12 

 13 

Keywords: actin, aquatic animal, cathepsin, muscle, myosin, postmortem 14 
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1. Introduction 25 

Postmortem changes of animals are influenced by various environmental factors 26 

including temperature, humidity, cooling rate and growth of microorganisms 27 

(Campobasso et al., 2001). Most studies of postmortem changes have investigated 28 

terrestrial animal models, especially mammals such as rat (Kočárek, 2003), dog 29 

(Lasseter et al., 2003), pig (Dekeirsschieter et al., 2009) and cattle (Rhee and Kim, 30 

2001). For aquatic animals, preservation of the products is the main purpose for cold 31 

temperatures used in transport or storage by the food industries. No prior information is 32 

available of postmortem changes under the ambient aquatic conditions in a tropical 33 

environment, and this study performed in Thailand addresses that knowledge gap. 34 

After death, a crude assessment of muscles and joint stiffness allows assigning 35 

the postmortem interval to one of three categories, namely pre-rigor mortis, rigor 36 

mortis, and post-rigor mortis. The main processes relate to muscle degradation by 37 

enzymes, cathepsins, causing rapid softening of muscle texture due to the degradation 38 

of myofibrillar proteins (Jiang, 2000). Cathepsins B and L exhibit superior activity 39 

relative to cathepsin H in the white muscle of sea bass (Chéret et al., 2007). Also, Aoki 40 

et al. (2000) report high activities of cathepsins B and L in white muscles of some red-41 

fresh fish. These findings suggest important roles of the cathepsins B, H and L in the 42 

postmortem degradation of white fish muscle.  43 

Actin and myosin are the main actors that make muscles contract or relax (Tyska 44 

and Warshaw, 2002), while sarcoplasmic proteins are another component in muscles, 45 

suspended in the cytoplasm (Matos et al., 2011). These proteins can be degraded after 46 

death by the cathepsin enzymes (Ho et al., 2000; Ladrat et al., 2003) and can be 47 

monitored by differential scanning calorimetry (Schubring, 1999; Kuo et al., 2005; 48 
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Beyrer and Klaas, 2007; Matos et al., 2011; Thongprajukaew et al., 2015b). The aim of 49 

this present study was to evaluate postmortem changes in muscles of an aquatic animal. 50 

The economic freshwater fish Nile tilapia (Oreochromis niloticus) was chosen as a 51 

model, as it is widely cultured around the world. The well-known fundamental biology 52 

of this species also supported its selection for a laboratory study. The main muscle 53 

degradation enzymes (cathepsins B, H and L) were studied concurrently with the 54 

thermal properties of actin and myosin. The degradation products were also monitored 55 

by a sensitive method, namely by diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 56 

activity. The findings from this study might be used as primary data to identify 57 

(estimate) the postmortem delay from an aquatic animal carcass in ambient tropical 58 

waters. 59 

 60 

2. Materials and Methods  61 

2.1 Fish preparation and observation of postmortem changes  62 

Four-month-old sex reversed Nile tilapia was collected from a private farm in 63 

Trang province, Thailand. The fish were acclimatized indoor for 15 days and were fed 64 

to satiation with a commercial diet containing 30% protein, twice daily (07.00 and 65 

16.00 h) under 12-h light/12-h dark cycle. The water quality parameters during 66 

acclimatization were temperature 29.60 ± 0.15oC, pH 6.95 ± 0.02, dissolved oxygen 67 

5.05 ± 0.01 mg L−1 and ammonia 0.94 ± 0.15 mg L−1. Prior to sampling the fish were 68 

starved for 48 h under the conditions described above. Subsequently, all the fish were 69 

killed by chilling in ice. Fish with similar body weights (105.83 ± 1.66 g) and total 70 

lengths (18.55 ± 0.14 cm) were randomly distributed into rectangular containers (32 cm 71 

width × 43 cm length × 11 cm height with 7 cm water level) at a density of 14 fish per 72 
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container. The fish were floated in their rectangular containers under ambient 73 

temperature and 12-h light/12-h dark cycle. Four fish (n = 4) at each postmortem time 74 

(0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h) were dissected on ice and the white muscles were 75 

collected. These samples were packed in polyethylene bags and kept at −20oC until 76 

determinations. 77 

 78 

2.2 Extraction of muscle crude extract 79 

Crude extract of white muscle was prepared according to Chéret et al. (2007), 80 

with slight modifications. Briefly, the muscle was homogenized in 90 mL buffer (1:3 81 

w/v) containing 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM β-mercaptoethanol and 1 mM 82 

ethylenediaminetetraacetic acid using a micro-homogenizer (THP-220; Omni 83 

International, Kennesaw GA, USA). The homogenate was centrifuged at 10,000×g, at 84 

4oC for 40 min. The supernatant was collected after removing the lipid layer and kept in 85 

small portions at −20oC. 86 

 87 

2.3 Determination of muscle degradation enzyme activity  88 

2.3.1 Protein concentration in crude extract 89 

Determination of protein was carried out based on the method of Lowry et al. 90 

(1951). Bovine serum albumin (BSA) was used as the protein standard. The protein 91 

concentrations in the crude extracts were used for quantifying muscle degradation 92 

enzyme specific activities (U mg protein–1). 93 

 94 

 95 

 96 
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2.3.2 Cathepsin B, H and L assays 97 

Activities of the cathepsins B (EC 3.4.22.1), H (EC 3.4.22.16) and L (EC 98 

3.4.22.15) were determined based on Aranishi et al. (1997), with slight modifications. 99 

Cathepsin B was assayed by mixing 200 µL of 0.4 M phosphate buffer (pH 6.0, 100 

containing 5 mM EDTA, 490 µL of 0.1% Brij35, 100 µL of 10 mM cysteine and 200 101 

µL of 25 µM Z-Arg-Arg-MCA) and 10 µL of crude enzyme extracts. The enzymatic 102 

reaction mixture was incubated at 40oC for 30 min, and the reaction was stopped by 103 

adding 1.5 mL of 0.1 M sodium acetate buffer containing 0.1 M sodium 104 

monochloroacetate (pH 4.3). The cathepsins H and L were assayed as described above, 105 

except with the 0.4 M phosphate buffer (pH 6.0) replaced by 0.4 M phosphate buffer 106 

(pH 6.8, containing 5 mM EDTA, 0.1% Brij35, 10 mM cysteine and 25 µM Arg-MCA) 107 

or by 0.4 M sodium acetate buffer (pH 6.5, containing 5 mM EDTA, 0.1% Brij35, 10 108 

mM cysteine, 25 µM Z-Phe-Arg-MCA), respectively. Reaction incubation for these 109 

enzymes was performed at 45oC or at 50oC, in the same order. The fluorescence of 110 

liberated aminomethylcoumarin (AMC) was measured by a spectrofluorimeter (Jasco 111 

FP-8200, Jasco, Tokyo, Japan) at an excitation wavelength of 380 nm and an emission 112 

wavelength of 450 nm.  113 

 114 

2.4 Scavenging activity by 2,2-Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) radical assay 115 

The crude muscle extracts were obtained as described in Section 2.2. above. The 116 

DPPH radical scavenging activity was determined according to the method of 117 

Thongprajukaew et al. (2015b). Radical scavenging activity (% inhibition) was 118 

calculated from [(Ao−Ai)/Ao] × 100, where Ao and Ai are the absorbances of the control 119 
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sample (extraction buffer in equal volume to the actual sample) and the extract, 120 

respectively. 121 

 122 

2.5 Thermal transition properties  123 

The thermal transition properties of muscle were analyzed with a differential 124 

scanning calorimeter (DSC7, PerkinElmer, USA). A 20 mg muscle sample was placed 125 

in an aluminum sample pan, sealed, allowed to equilibrate at room temperature, and 126 

then heated with comparison against an empty reference pan. Thermal changes were 127 

recorded from 25 to 120oC at a rate of 5oC min–1. Myosin and actin were indentified by 128 

denaturation temperatures, as described by Skipnes et al. (2008) and Matos et al. 129 

(2011). Thermal parameters including onset (To), peak (Tp) and conclusion (Tc) 130 

temperatures of protein denaturation, melting temperature range (Tc–To), and the 131 

transition enthalpy (ΔH) were recorded automatically.  132 

 133 

2.6 Statistical analysis 134 

Data were analyzed using SPSS version 17 (SPSS Inc., Chicago, USA), and all 135 

data are expressed as mean ± SEM. Significance of differences between means was 136 

determined by using the Duncan Multiple Range Test, with significance equated to P < 137 

0.05. Pearson correlation coefficients (r) for each pair of measured parameters are 138 

reported.  139 

 140 

 141 

 142 

 143 
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3. Results 144 

3.1 Specific activities of cathepsins B, H and L 145 

The specific activities of cathepsins B (Figure 1a), H (Figure 1b) and L (Figure 146 

1c) increased with the time delay after death. Generally, a slight increase in specific 147 

activity was observed within the first 4 h, followed by a dramatic increase. The 148 

cathepsins B and L exhibited similar characteristics within the 48 h observation. Both 149 

these enzymes had their highest specific activities at the end of the sampling, and the 150 

values increased approximately 6.26 fold (60.98 ± 0.59 mU mg protein−1 on average) 151 

compared to the initial activity at 0 h delay (9.74 ± 0.24 mU mg protein−1 on average). 152 

Cathepsin H exhibited a different type of time profile and had lower specific activities 153 

than the cathepsins B and L. Its lowest specific activity was observed at 8 h after death, 154 

and this did not significantly differ from its activities at 0 to 2 h delay times. The 155 

highest specific activity of this enzyme was 6.03 (7.83) fold increased relative to the 0 h 156 

(8 h) sampling time.  157 

 158 

3.2 Scavenging activity of white muscle 159 

The radical scavenging activity of white muscle is illustrated in Figure 2. The 160 

values dramatically decreased with the time elapsed since death, especially within the 161 

first 1 h. No differences in the values were observed in the time delay interval 2−8 h, or 162 

between 12 and 24 h. The lowest scavenging activity was observed at 48 h after death, 163 

with about 40 fold decrease from the initial at 0 h. 164 

 165 

 166 

 167 
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3.3 Thermal changes of myosin and actin 168 

The thermograms of white muscle showed two endothermic characteristics 169 

(Figure 3). In the control sample, denaturation of myosin occurred at comparatively low 170 

temperatures as the first peak (To = 44.45oC, Tp = 46.88oC, Tc = 48.62oC), while the 171 

following peak corresponded to the denaturation of actin (To = 68.31oC, Tp = 71.04oC, 172 

Tc = 73.42oC). Fluctuations in results for both these proteins were observed within the 173 

first 24 h postmortem (Table 1), while the protein peaks became undetectable by the end 174 

of observations. Actin was more sensitive to the postmortem changes than myosin, as 175 

indicated by the significantly decreased To at 12 h after death. The main changes in To, 176 

Tp and Tc for both proteins were observed at 24 h, and these decreased with postmortem 177 

delay. The values Tc–To fluctuated and increased with postmortem delay. No significant 178 

changes occurred in ΔH or ΣΔH for either protein within the first 24 h after death.   179 

 180 

4. Discussion  181 

Muscle protein degradation increased significantly with postmortem delay in 182 

fish muscle, both when ice-stored and when super-chilled (Gaarder et al., 2012). 183 

Available information is scarce regarding protein degradation in a fish carcass that 184 

floats in ambient aquatic conditions of the tropics. The cathepsins B, D, H and L are 185 

cysteine proteases, mainly presents in the lysosomes. Cathepsin D was not observed in 186 

the current study because its role in fish protein hydrolysis should not be significant; it 187 

hydrolyses myofibrils at an optimal pH range from 3 to 5 (Makinodan et al., 1982; 188 

Jiang, 2000). These enzymes are released into both cytoplasm and intracellular spaces 189 

as a consequence of lysosomal disruption, and induce the postmortem pH to fall and the 190 

intramuscular ionic strength to increase (Yates et al., 1983). Aoki et al. (2000) and 191 



107 
 

Chéret et al. (2007) reported that the main postmortem degradation of white muscle is 192 

attributed to cathepsins B and L. These enzymes hydrolyze the major muscle structural 193 

proteins: B hydrolyzes connectin, nebulin and myosin; and L hydrolyzes connectin, 194 

nebulin, myosin, collagen, α-actinin and troponins T and I (Yamashita and Konagaya, 195 

1991). The observed pH in muscle tissue after death is near optimal for both these 196 

enzymes (Chéret et al., 2007). The rapid activity increases observed in the current study 197 

indicate that the rate of protein breakdown by cathepsins B and L was faster than that by 198 

cathepsin H. This finding is in agreement with data for sea bass, as well as for beef 199 

(Wang and Xiong, 1999), suggesting that cathepsin H plays a secondary role in the 200 

postmortem proteolysis of fish (Chéret et al., 2007). A novel not previously reported 201 

observation was the role of cathepsin H at 8 h after death. This may be due to the 202 

postmortem pH drop from 7.0 to 6.5 during the rigor mortis period of fish, while it later 203 

rises to values close to 7 (Chéret et al., 2007). This pH point negatively affects the 204 

dissociation of amino acid side chains at the active site of the enzyme, affecting activity. 205 

Based on Pearson correlation analysis, the three observed cathepsins degraded 206 

muscle protein concurrently, as indicated by the highly positive pairwise correlation 207 

coefficients (r = 0.987–0.997, P < 0.01, n = 32), suggesting that the three cathepsins 208 

function synergistically on muscle proteins. In a comparison to a terrestrial animal, 209 

cathepsins degraded fish muscle faster than bovine muscle (Chéret et al., 2007). This 210 

may be due to the fish having less complex structure of muscle, relative to bovine. In 211 

this study, floating the fish carcass in water also supported the hydrolysis capacity of the 212 

enzymes. Based on a prior investigation in the same species, however, the degradation 213 

of muscle was lesser than that of the gastrointestinal tract (Hahor et al., 2015). Longer 214 
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observation times than those of the current study might help better understand the roles 215 

of these enzymes.  216 

Postmortem changes of the physical dimensions of the intercellular space and/or 217 

intercellular/extracellular fluids significantly decrease the electrical conductivity 218 

(Querido, 1992). This prior finding is in agreement with the significant decrease in 219 

scavenging activity with postmortem delay, observed in the current study. The 220 

postmortem degradation of cells can have toxic effects through produced peroxides and 221 

free radicals that damage all components. Although the hydrolysis by proteolytic 222 

enzymes can release a mixture of various peptides that act as electron donors in DPPH 223 

system (Lassoued et al., 2015), these constituents are not sufficient to compensate for 224 

the overproduction of free radicals after death. Moreover, at longer hydrolysis times the 225 

formed peptides have shorter chains and are less effective in scavenging DPPH• radicals 226 

(Lassoued et al., 2015). However, based on our observations, the biochemical 227 

determination of this scavenging activity appears to be a sensitive indicator of the time 228 

delay since death.  229 

Denaturation of myosin and actin can be caused by a pH drop (Tyska and 230 

Warshaw, 2002), and is followed with degradation by the proteolytic enzymes. Kuo et 231 

al. (2005) reported that denaturation temperature of muscle protein was lowered 232 

postmortem, and in the current study we observed decreased To, Tp and Tc, and 233 

increased Tc–To with postmortem delay. These changes indicate the transformation or 234 

partial degradation of proteins by proteolytic cleavage. Thongprajukaew et al. (2015a) 235 

reported that a broad Tc–To range was due to the heterogeneity of polymer chain 236 

lengths. Increased values in the current study might be caused by the production of 237 

diverse polypeptide chains by enzymatic hydrolysis. This effect of the time delay after 238 



109 
 

death has also been observed in the red muscles of the same species (Nonthaput et al., 239 

2015), as well as in red snapper, red mullet, and catfish (Schubring, 1999). According to 240 

our data, actin was more sensitive to postmortem changes than myosin. This is in 241 

agreement with the stable nature of tropical fish myosin, reported by Schubring (1999). 242 

However, the transition peaks of the proteins were no longer detected at 48 h after 243 

death, suggesting complete absence of native protein forms. This finding is in 244 

agreement with our earlier investigation of the red muscles of Nile tilapia (Nonthaput et 245 

al., 2015), and with studies of the rigor mortis phase of frozen Atlantic salmon (within 246 

2–24 h after death) (Roth et al., 2006) and of frozen barramundi within 3–24 h after 247 

death (Wilkinson et al., 2008). Therefore, the muscles become flexible again as the 248 

proteins are completely degraded (Tyska and Warshaw, 2002). In higher animals, rigor 249 

mortis in rat develops within 5–24 h after death (Krompecher, 1994), while in human 250 

during summer (12.0–46.5oC) or winter (–2.6–35.4oC) this can take 8–30 h or 7–36 h, 251 

respectively (Dalal et al., 2006). These differences in the time delay between aquatic 252 

and terrestrial animals are consequences of muscle structure and configuration of blood 253 

circulation (Gillis and Biewener, 2001). Furthermore, our current study was conducted 254 

in ambient water environment which may cause faster degradation rates due to both 255 

availability of water and the comparatively high temperatures in the tropics. In ΔH or 256 

ΣΔH, no significant differences within 24 h from death were observed. Both these 257 

thermal parameters indicate the amounts of proteins in native form. Beyrer and Klaas 258 

(2007) also reported no changes in total ΔH for single or double frozen cod fillets. 259 

Similarly, while the temperature shift in the DSC thermogram can be used as an 260 

indicator of meat freshness, ΔH cannot be used (Kuo et al., 2005). Therefore, prior 261 
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studies support the conclusion that To, Tp, Tc and Tc–To are more sensitive to the 262 

qualitative postmortem changes in proteins than are ΔH or ΣΔH. 263 

In conclusion, the specific activities of cathepsins, the radical scavenging 264 

activity, and the degradation of myosin and actin were significantly affected by 265 

postmortem delay time. Based on our observations, the degradation rate of fish muscle 266 

in ambient aquatic environment, in the tropics, was faster than what is reported for 267 

terrestrial animals. In continuation of this reported research, a histopathological 268 

examination of the muscles for their postmortem changes is currently underway, in this 269 

same fish species. The findings from the current study suggest that the time of death of 270 

an aquatic animal, left to decay in ambient tropical waters, can be estimated from 271 

muscle samples of the carcass. 272 

 273 
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Figure captions 401 

 402 

Figure 1. Postmortem changes in specific activity of the cathepsin B (a), H (b), and L 403 

(c), in white muscles of Nile tilapia carcass within 48 h after death. The data 404 

are expressed as mean ± SEM (n = 4). Different superscripts indicate 405 

significant differences between observation time points (P < 0.05). 406 

 407 

Figure 2. Postmortem changes in the DPPH scavenging activity of the white muscles of 408 

Nile tilapia carcass within 48 h after death. The data are expressed as mean ± 409 

SEM (n = 4). Different superscripts indicate significant differences between 410 

observation time points (P < 0.05). 411 

 412 

Figure 3. Thermal transition properties of muscle from control Nile tilapia (0 h after 413 

death). To = onset temperature, Tp = peak temperature, Tc = conclusion 414 

temperature. 415 
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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 

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

Postmortem 
delay (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 

 

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

   Different superscripts in the same column indicate significant differences between postmortem delays (P < 0.05). 
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