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พัฒนาการตรวจหา DNA สุกรในวัตถุดิบส าหรับการผลิตแคปซูลเจลาตินฮาลาล 
ด้วยเทคนิค PCR   

Development of detection pork DNA in gelatin with PCR techniques 
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บทคัดย่อ 
 

 การระบุชนิดสัตว์ต้องห้าม เช่น เนื้อสุกรที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์อาหารเป็นสิ่งจ าเป็นส าหรับการตรวจสอบ
อาหารฮาลาล นอกจากน้ีวัตถุท่ีเป็นส่วนผสม เช่น เจลาติน ซึ่งเป็นส่วนผสมที่ความส าคัญในอุตสาหกรรมยาและผลติภณัฑ์
สุขภาพ การผลิตแคปซูล ต้องระบุชนิดสัตว์ เพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนจากสัตว์ต้องห้าม ในงานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์
เพื่อพัฒนาวิธีตรวจหาเนื้อสุกรผสมในวัตถุดิบส าหรับการผลิตแคปซูลเจลาตินฮาลาลด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR)  เพื่อหา primer ที่มีความไว โดยเปรียบเทียบ primer ในส่วน repetitive element และ primer ใน
ส่วน mitochondrial DNA ตรวจหา DNA สุกรที่ไม่ได้ผ่านความร้อนและผ่านความร้อน 121 องศาเซลเซียสนาน 15 
นาที พบว่าในเนื้อที่ไม่ได้ผ่านความร้อนให้ผลไม่แตกต่างกัน แต่เนื้อที่ผ่านความร้อนสูง primer ในส่วน repetitive 
element ให้ความไวการตรวจสอบได้ดีกว่าการตรวจสอบโดยใช้ primer ในส่วน mitochondrial DNA สามารถ
ตรวจสอบได้ในระดับปริมาณ DNA ที่ความเข้มข้นต่ าสุดคือ 0.05% และสามารถตรวจสอบการปนเปื้อน DNA สุกรใน เจ
ลาติน ผง แต่ primer ส่วน mitochondrial DNA สามารถตรวจสอบไดใ้นระดบัปริมาณ DNA ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 0.2% 
และให้ผลลบเมื่อตรวจสอบการปนเปื้อนสุกรจากตัวอย่างเจลาตินผง 
 
ค าส าคัญ: เจลาติน  ฮาลาล  PCR  
1 
 

Abstrat 
 

 Identification types of forbidden animals, such as pork contaminated halal products is 
important in halal food. Gelatin is an important component of the pharmaceutical and health products 
industry. Production of capsule need to identify species of animal to check contamination This research 
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aims to develop a method to detect DNA in pork, raw materials of gelatin capsules with Polymerase 
Chain Reaction technique ( PCR) .  By comparing the primer in part mitochondrial DNA and repetitive 
element primer in pork mixed with chicken meat that has not been for heated and heat 121 0C 15 
minutes.  The results showed no difference in samples that are not heated.  In meat heated 121 0C 15 
minutes.  Primer in mitochondrial DNA can be checked for DNA concentration is lowest 0.2% but primer 
In the repetitive element can be checked in levels of DNA concentration 0.05%. Efficiency in detecting 
contaminated DNA of pork gelatin powder.  primer in repetitive element can deteced, but the primer 
in mitochondrial DNA could not be verified.  
 

Keywords: gelatin, Halal, PCR  

 
หลักการและเหตุผล 
 ศาสนาอิสลามมีประชากรนับถือมากเป็น
อันดับ  2 (ร้อยละ  23.2)  ผลิตภัณฑ์อาหารหรือ
ผลิตภัณฑ์ยามีอัตราการขยายตัวอย่างมากโดยอาหาร
หรือผลิตภัณฑ์ยาต้องตามบทบัญญัติแห่งศาสนา
อิสลามต้องใช้เจลาตินจากแหล่งที่ไม่ได้มาจากสุกร 
ได้แก ่วัว ปลา ไก่ เป็นต้น (http://www.Toronto.ca/ 
health)  ดังนั้นการตรวจสอบการปนเปื้อนจากสัตว์
ต้องห้ามเป็นสิ่งจ าเป็น King et al. (1982) ได้จ าแนก
ชนิดของสัตว์ โดยศึกษารูปแบบของโปรตีนใน
กล้ามเนื้อของสัตว์แต่ละชนิด เช่น วัว แกะ ม้า 
กระบือ สุกรและจิงโจ้ พบว่าการจ าแนกชนิดของสัตว์
ด้วยวิธีนี้วิเคราะห์ผลยากและมีข้อจ ากัดคือโปรตีน
สลายได้ง่ายเมื่อผ่านความร้อนสูง ต่อมามีการน า
เทคนิคการตรวจหา DNA ของสุกร โดย Saiki et al. 
(1988) ใช้หลักการเพิ่มปริมาณ DNA ของสุกรที่
ปนเปื้อนในอาหารเพียงเล็กน้อยด้วยเครื่ อง PCR 
(Polymerase Chain Reaction) ซึ่งเครื่องนี้สามารถ
ลดเวลาและมีความแม่นย าในการตรวจสอบ โดย
สามารถตรวจสอบได้ครั้งละประมาณ 90 ตัวอย่าง ใน
เวลา 1 วัน ซึ่งในการวิจัยที่ผ่านมาสามารถยืนยันได้
ว่า วิธี PCR ที่น ามาใช้มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบ 

เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะ และไวต่อปฏิกิริยาสูง 
สามารถตรวจสอบการปนเปื้อน DNA ได้ ถึงแม้ว่าจะ
มีปริมาณเพียง 1 copy การวิจัยของ Maharat et al. 
(2005) ในการทดลองความจ าเพาะของ primer ที่
ออกแบบจากไมโตคอนเดรียของสุกร น า PCR 
product ที่ ไ ด้ ห า ล า ดั บ  DNA พบ ว่ า  primer มี
ความจ าเพาะกับ DNA สุกรเท่านั้น โดยให้ผลบวก
เฉพาะในเนื้อสุกร ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย Montiel-
sosa et al. (2000) ที่ตรวจสอบการปน เปื้อน DNA 
สุกรในเนื้อสัตว์ในตัวอย่างหลายชนิด ได้แก่ แกะ ไก่ 
แพะ คน สุกรและสุกรป่า พบว่าการใช้ primer นี้ให้
ผลบวกเฉพาะ DNA ที่ได้จากสุกรและสุกรป่าเท่านั้น  
ในปัจจุบัน ได้มีการตรวจสอบเนื้อและผลิตภัณฑ์จาก
เนื้อสัตว์ในระดับ DNA ซึ่งเป็นวิธีที่ได้รับความสนใจ 
โดยวิ เคราะห์ ในส่วนของ mitochondrial DNA 
(mtDNA) เนื่อง จาก mtDNA ยีน มีจ านวน 1,000 
copies ต่อ cell และมีการศึกษากันอย่างแพร่หลาย
ในสั ต ว์  ซึ่ ง ง่ า ยต่ อการออกแ บบ primer เพื่ อ
ความจ าเพาะต่อสิ่งมีชีวิตที่ท าการศึกษา  Matsunaga 
et al. (1998) ได้จ าแนกชนิดสัตว์ 6 ชนิด วัว สุกร ไก่ 
แกะ แพะและม้า ต่อมา Jerilyn et al. (2003 )  ได้
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จ าแนกสัตว์ ได้แก่ วัว สุกร ไก่และสัตว์ฟันแทะ ด้วย
เทคนิค PCR โดยท าการเพิ่มปริมาณ DNA ในส่วน 
repetitive element ในเนื้อสัตว์ที่ไม่ได้ผ่านความ
ร้อนพบว่าสามารถตรวจสอบเนื้อวัวในระดับต่ าถึง 
0.005%, เนื้อสุกรในระดับต่ าถึง 0.0005% เนื้อไก่ใน
ระดับต่ าถึง 0.05% และสัตว์ฟันแทะสามารถ
ตรวจสอบในระดับต่ าถึง 0.0001%  ในปี 2004 
Jerilyn et al. (2004)  ได้จ าแนกสัตว์ในวงศ์สัตว์ปีก 
สัตว์ฟันแทะ ม้า หมา แมว หนู สุกรและกระต่าย ดว้ย
เทคนิค PCR โดยท าการเพิ่มปริมาณ DNA ในส่วน 
repetitive element โดยปริมาณ DNAของสัตว์ที่
จ าแนกได้อยู่ระห่วาง 0.1 ng - 0.1 pg  โดยงานวิจัย
นี้ เพื่ อ เปรี ยบ เทียบประสิทธิภาพความไวการ
ตรวจสอบและความใช้ได้ของการตรวจสอบการ
ปนเปื้อนสุกรในผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาลและเพื่อ
ตรวจสอบเจลาตินมีส่วนผสมของสุกรปลอมปนผลิต
ในอุตสาหกรรมยาเพื่อสร้างความมั่นใจในการเลือก
บริโภคเจลาตินส าหรับผลิตภัณฑ์ยาในธุรกิจอาหารฮา
ลาล  
 

วัตถุประสงคใ์นการวิจัย 
 1. เพื่อหา Primer ที่ เหมาะสมส าหรับ
ตรวจหาดีเอ็นเอสุกรในเนื้อสัตว์ 
 2. เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของวิธีการ
ตรวจหาการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรในตัวอย่างเจลาติน
ผง 
 

วิธีการศึกษา 
ตัวอย่างท่ีศึกษา 
 1. ศึกษาความจ าเพาะของ  primer  ใช้
เนื้อสัตว์ 3 ชนิดได้แก่ เนื้อสุกร เนื้อไก่ เนื้อวัว  
 2. ศึกษาความไวของ Primer ใช้เนื้อสุกร
ผสมเนื้อไก่ที่ไม่ได้ผ่านความร้อนในอัตราส่วนต่าง ๆ 

จ านวน 6 ความ เข้มข้นคือ  0.01 % , 0.005% , 
0.0025%, 0.001%, 0.0005% 0.00025% และเนื้อ
สุกรผสมเนื้อไก่ที่ผ่านความร้อนสูง 121 oC เวลา 15 
นาทีในอัตราส่วนต่าง ๆ จ านวน 6 ความเข้มข้นคือ 1 
%, 0.5%, 0.2%, 0.1%, 0.05%, 0.04%  
 3. ศึกษาความใช้ได้ของวิธีตรวจหาการ
ปนเปื้อนดี เอ็นเอสุกรในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์และ
ตัวอย่างเจลาตินแห้ง จ านวน 8 ตัวอย่างได้แก่ แกง
เผ็ดหมูชนิดที่ 1 แกงเผ็ดหมูชนิดที่ 2 หมูยอ ซุปก้อน
หมู ลูกช้ินหมูชนิดที่1 ลูกช้ินหมูชนิดที่ 2 เจลาตินจาก
ไก ่เจลาตินจากสุกร  
วิธีการ 
 1 .  ศึ กษาคว ามจ า เ พ าะของ  primer 
ตร วจหาดี เ อ็ น เ อ ขอ งสุ ก ร ในส่ วน  repetitive 
element และ primer ในส่วนของ Mitochondrial 
DNA โดยทดสอบดีเอ็นเอที่ได้จากเนื้อสุกร เนื้อไก่ 
เนื้อวัว ท าการสกัด DNA จากเนื้อสุกร เนื้อไก่ เนื้อวัว 
ด้ ว ย  commercial kit ( QIAamp kit, QIAGEN, 
Cologne, Germany ) น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้ primer 2 คู่  เพื่อ
ตรวจสอบการปนเปื้อนสุกร คู่ที่หนึ่งและคู่ที่สองเป็น 
primer ส าหรับตรวจสอบการปนเปื้อนสุกร โดย Pig 
pre-1 -F GGATCCGG CATTGCCGTTAG และ  Pig 
pre- 1 - R GTCTTTTTTT GCCA TTTCTTGG เ ป็ น 
primer ที่ จ า เ พ า ะ กั บ สุ ก ร ใ น ส่ ว น  repetitive 
element  primer ในส่วนของ Mitochondrial DNA 
( Montiel- sosa et al. , 2 0 0 0 )  คื อ  Pig f 
5’AACCCTATGTA CGTCGTGCAT 3’ และ Pig r 
5 ’ ACCATTGAC TGAATAG CACCT 3 ’  เ ต รี ย ม
สารละลายในหลอดทดลองซึ่งประกอบด้วย Master 
Mix PCR (125 mM KCl, 75 mM Tris-HCl, pH 8.3, 
3.75 mM Mg(OAc)2, 500 mM dNTP), 40 ng ของ 
DNA, 4.8 mM ของ primer ปริมาณสารละลาย
ทั้งหมดคือ 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเข้าเครื่อง 
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thermal cycle หลังจากนั้นน ามาตรวจสอบ PCR 
product ที่ได้โดยน ามาแยกบน 1.5 % agarose gel 
แ ล้ ว ย้ อ ม แ ถบ  DNA ด้ ว ย  ethidium bromide 
ตรวจสอบผลภายใต้แสง UV แล้วถ่ายภาพจาก 
agarose gel ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Gel Documentation 
1000 (Bio-Rad, California, USA) หลังจากนั้นน า 
PCR product ที่ ได้จากส่วน repetitive element 
หาล าดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์เพื่อยืนยัน PCR 
product ที่ได้จากดีเอ็นเอสุกร ส าหรับ PCR product 
จาก  Mitochondrial DNA ได้ตรวจสอบนิวคลีโอ

ไทด์จากงานวิจัยที่ผ่านมาแล้ว (Maharat et al. , 
2005) 
2. เปรียบเทียบความไวการตรวจสอบการปนเปื้อนดี
เ อ็ น เ อ สุ ก ร  โ ด ย ใ ช้  primer ใ น ส่ ว น ข อ ง 
mitochondrial DNA เปรียบเทียบกับ primer ส่วน 
repetitive element ส าหรับทดสอบตัวอย่างเนื้อ
สุกรผสมเนื้อไก่ที่อัตราส่วนต่างๆ ที่ไม่ได้ผ่านความ
ร้อนและที่ผ่านความร้อน 121oC อัตราส่วนต่าง ๆ 
หลังจากสกัดดีเอ็นเอแล้วท าการเพิ่มปริมาณสารด้วย
เครื่อง PCR และตรวจสอบแถบ PCR product ด้วย
วิธี Electrophoresis และถ่ายรูปทีไ่ด้ตามแผนผงัที่ 1  

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
3. ศึกษาความเป็นไปได้ในการตรวจหาดีเอ็นเอของ
สุกรในตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารและเจลาตินผง  
จ านวน 8 ตัวอย่างตามแผนผังที่ 2  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

- ตัวอย่างดีเอ็นเอสกัดจาก เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ไม่ผ่านความร้อนอัตราส่วน  0.01 %, .005%, 
0.0025%, 0.001%, 0.0005% 0.00025%   
- ตัวอย่างดีเอ็นเอสกัดจาก เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ผ่านความร้อนอัตราส่วน 1 %, 0.5%, 0.2%, 0.1%, 
0.05%, 0.04%  
 

ทดสอบการปนเปื้ อนสุ ก รด้ วย
เ ท ค นิ ค  PCR ใ ช้  primer ส่ ว น 
Mitochondrial DNA  

ทดสอบการปนเปื้อนสุกรด้วยเทคนิค 
PCR ใ ช้  primer ส่ ว น  repetitive 
element hondrial DNA  

ต ร ว จ ส อ บ ผ ล  PCR ด้ ว ย วิ ธี  
Electrophoresis 

ต ร ว จ ส อ บ ผ ล  PCR ด้ ว ย วิ ธี  
Electrophoresis 
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ผลการด าเนินการวิจัย 
1 .  การตรวสอบความจ า เพาะของ  primer  
ตรวจหาดีเอ็นเอสุกร พบว่า primer ทั้งสองส่วนมี
ความจ าเพาะสูงให้ผลบวกเฉพาะดีเอ็นเอที่สกัดจาก
เนื้อสุกรเท่าน้ัน แต่ในดีเอ็นเอจากเนื้อไก่ เนื้อวัวให้ผล

เป็นลบคือไม่ปรากฏแถบ PCR product รูปที ่1 ภาพ 
PCR product จาก primer ในส่วน Mitochondrial 
DNA และ primer ในส่วน Repetitive element 

 
                                             

   
  
 
 
 
 
 
 

รูปที ่1 PCR product จาก primer ในส่วน Mitochondrial DNA 
 
ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 531 คู่เบส (1 ก) โดย  lane 1 
100 bp DNA marker, lane 2 เนื้อสุกร 1, lane 3 
เนื้อสุกร 2, lane 4 เนื้อสุกร 3, lane 5 เนื้อไก่และ 
lane 6 เนื้อ วัว ส าหรับผลการเพิ่มปริมาณ DNA ใน

ส่วน Repetitive element (1 ข) โดย  lane 1 100 
bp DNA marker, lane 2 เนื้อสุกร 1, lane 3 เนื้อ
สุกร 2, lane 4 เนื้อสุกร 3, lane 5 เนื้อไก่และ lane 
6 เนื้อ วัว  

- ตัวอย่างดีเอ็นเอสกัดจาก ตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารและเจลาตินผงจากสุกร เจลาติน
ผงจากไก่ จ านวน 8 ตัวอย่าง 

 

 

ทดสอบการปนเปื้ อนสุ ก รด้ วย
เ ท ค นิ ค  PCR ใ ช้  primer ส่ ว น 
Mitochondrial DNA  

ทดสอบการปนเปื้อนสุกรด้วยเทคนิค 
PCR ใ ช้  primer ส่ ว น  repetitive 
element hondrial DNA  
 

ต ร ว จ ส อ บ ผ ล  PCR ด้ ว ย วิ ธี  
Electrophoresis 

ต ร ว จ ส อ บ ผ ล  PCR ด้ ว ย วิ ธี  
Electrophoresis 

531bp 

1 ก                                                    1 ข 

161bp 

1     2   3    4   5    6                                                   1    2    3    4     5    6                                                   
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 หลังจากน า PCR product ที่ได้จากส่วน 
repetitive element หาล าดับการเรียงตัวของนิวคลี
โอไทด์เพื่อยืนยัน PCR product ที่ได้จากดีเอ็นเอสกุร 
ตรวจสอบการเรียงตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ของดี
เอ็นเอแล้ว BLAST เข้าสู่ฐานข้อมูลสากลพบว่าล าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่ได้มีความคล้ายคลึงกับ DNA หมู 
100% และได้ท าการบรรจุเข้าฐานข้อมูลสากล มีเลข
ทะเบียน คือ DQ648898 ส าหรับ PCR product 
จาก  Mitochondrial DNA ได้ตรวจสอบนิวคลีโอ

ไทด์จากงานวิจัยที่ผ่านมาแล้ว (Maharat et al. , 
2005) 
 2. เ ป รี ย บ เ ที ย บ ค ว า ม ไ ว ข อ ง ก า ร
ตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรในเนื้อสัตว์  
พบว่าในเนื้อสุกรที่ผสมกับเนื้อไก่ที่ไม่ได้ผ่านความ
ร้ อ น ต ร ว จ ส อ บ โ ด ย ใ ช้  primer ใ น ส่ ว น 
mitochondrial DNA แ ล ะ ส่ ว น  repetitive 
element ให้ความไวในการตรวจสอบเท่ากันโดย
สามารถตรวจสอบได้ระดับต่ าสุดที่  0.0005% ดัง
แสดงในรูปที ่2  

 
 
 
 
 
 

รูปที ่2 แสดงผลการเพิ่มปริมาณ DNA จากเนื้อท่ีไม่ไดผ้่านความร้อน 
 
ในส่วน Mitochondrial DNA (2ก.) lane 1 100 bp 
DNA marker, lane 2 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ 0.01%, 
lane 3 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ 0.005%, lane 4 เนื้อ
สุกรผสมเนื้อไก่ 0.0025%, lane 5 เนื้อสุกรผสมเนื้อ
ไก่ 0.0010%,  lane 6 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ 0.0005%, 
lane 7 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ 0.00025%, lane8 เนื้อ
สุ ก ร แ ล ะ  lane 9 เ นื้ อ ไ ก่  ใ น ส่ ว น  repetitive 
element (2ข.) lane 1 100 bp DNA marker, lane 
2 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ 0.01%, lane 3 เนื้อสุกรผสม
เนื้อไก่ 0.005%, lane 4 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่  
 

 
0.0025%, lane 5 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ 0.0010%,  
lane 6 เนื้อสุกรผสมเนื้อไก่ 0.0005%, lane 7 เนื้อ
สุกรผสมเนื้อไก่ 0.00025%, lane 8 เนื้อสุกรและ 
lane 9 เนื้อไก่ 
 3. ศึกษาความไวในเนื้อสุกรผสมกับเนื้อ
ไก่ที่ผ่านความร้อน 121 0C 15 นาที พบว่า primer 
ส่วน mitochondrial DNA (Calvo, et al.,2001) ให้
ผลบวกที่ระดับต่ าสุดที่ 0.2% (3ก)  ส าหรับ primer 
ส่ ว น  repetitive element ใ ห้ ค ว า ม ไ ว ใ น ก า ร
ตรวจสอบเท่ากันโดยสามารถตรวจสอบได้ระดับ
ต่ าสุดที่ 0.05% (3ข) ดังแสดงในรูปที ่3

2ก. 

2ข. 

1         2       3        4         5        6       7     8    9  

531 bp 
500 bp 

1         2         3        4         5         6      7      8       9    

161 bp 
200 bp 

100 bp 
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รูปที ่3 แสดงผลการเพิ่มปริมาณ DNA จากเนื้อสตัว์ที่ผ่านความร้อนสูง 
 

ในส่วน Mitochondrial DNA (3ก) lane 1  เนื้อหมู
ผสมเนื้อไก่ 1%, lane 2 เนื้อหมูผสมเนื้อไก่ 0.5%, 
lane 3 เนื้อหมูผสมเนื้อไก่ 0.2%, lane 4 เนื้อหมู
ผสมเนื้ อ ไก่  0.1% ,  lane 5 เนื้ อหมูผสมเนื้อไก่  
0.05%, lane 6 เนื้อไก่ 0, lane 7 เนื้อหมูและ lane 
8 100 bp DNA marker ผลการใช้ Primer ในส่วน  
repetitive element ( 3 ข )  lane 1 100 bp DNA 
marker, lane 2 เนื้อหมูผสมเนื้อไก่ 1%, lane 3 เนื้อ
หมูผสมเนื้อไก่ 0.5%, lane 4 เนื้อหมูผสมเนื้อไก่  
 

 
0.2%, lane 5 เนื้อหมูผสมเนื้อไก่ 0.1%,  lane 6 
เนื้อหมูผสมเนื้อไก่ 0.05%, lane 7 เนื้อหมูผสมเนื้อ
ไก่ 0.04%, lane 8 เนื้อหมูและ lane 9 เนื้อไก่ 
4.  ผลการตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรใน
ผลิตภัณฑ์อาหารรวมทั้งศึกษาความเป็นไปได้ในการ
ตรวจสอบวัตถุดิบที่นิยมใช้ในการผลิตเช่น เจลาติน 
ส า ห รั บ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ  DNA สุ ก ร ใ น ส่ ว น 
Mitochondrial DNA ซึ่งแถบดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดตรง
กับแถบดีเอ็นเอที่ได้จากตัวควบคุมที่เป็นบวก แต่ใน
ตัวอย่างที่เป็นเจลาตินให้ผลเป็นลบ ดังรูปที ่4 

 
                                                   
                                                                                    
                                                                                  
 
 
 
 

รูปที ่4 แสดงผลการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช้ primer 
 
ส่วน Mitochondrial DNA (4ก.)  Lane 1 100 bp 
DNA Marker, Lane 2 แกงเผ็ดหมูชนิดที่ 1, Lane 3 

แกงเผ็ดหมูชนิดที่  2, Lane 4 หมูยอ , Lane 5 ซุป
ก้อนหมู, Lane 6 ลูกช้ินหมู, Lane 7 ลูกช้ินหมูชนิดที่ 

3 ก 

3 ข 

 4ก      4ข 

531 bp 

  1    2    3     4      5      6     7    8    9     

531 bp 

 1       2       3      4         5         6 
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2,Lane 8  เนื้อไก่, Lane 9เนื้อหมู ภาพ (4ข) Lane 
1 100 bp DNA Marker, Lane 2 เจลาตินไก่ท าแห้ง 
1, Lane 3 เจลาติน จากสุกรท าแห้ง , Lane 4 เจ
ลาติน  จากสุกรท าแห้ ง , Lane 5 เนื้ อสุ กร เป็ น 
positive control และ Lane6 เนื้อไก่เป็น Negative 
control ส าหรับผลการตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็น

เอสุกรโดยใช้ primer ในส่วน repetitive element 
ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ได้
จากตัวควบคุมท่ีเป็นบวก และในตัวอย่างเจลาตินจาก
สุกรให้ผลเป็นบวก แต่เจลาติจากไก่ให้ผลเป็นลบดัง
รูปที ่5 

  
 
 

                                
 

รูปที ่5 แสดงผลการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช้ primer PigpreF,R 
 

แสดงผลการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช้ primer ส่วน 
repetitive element (5ก.)  Lane 1 100 bp DNA 
Marker, Lane 2 แกงเผ็ดหมูชนิดที่ 1, Lane 3 แกง
เผ็ดหมูชนิดที่ 2, Lane 4 หมูยอ, Lane 5 ซุปก้อน
หมู, Lane 6 ลูกช้ินหมู, Lane 7 ลูกช้ินหมูชนิดที่ 2, 
Lane 8  เนื้อไก่, Lane 9เนื้อหมู ภาพ (5ข) Lane 1 

100 bp DNA Marker, Lane 2 เจลาตินไก่ท าแห้ง 1, 
Lane 3 เนื้ อสุกร , Lane 4 เนื้ อ ไก่ เป็น Negative 
control, Lane 5 เจลาติน สุกรท าแห้ง , Lane 6            
เจลาติน สุกรท าแห้ง, Lane 7 เจลาติน สุกรท าแห้ง
และ lane 8 เนื้อไก่เป็น negative control สรุปผล
การตรวจหาดีเอ็นเอสุกรในด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ 

 

ตารางที่ 1 ตารางเปรียบเทียบความไวการตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรโดยใช้ primer ในส่วน
ของ Mitochondrial DNA และ primer ในส่วน repetitive element   

ตัวอย่างที่ใช ้
ผล PCR ใช ้pig F+R 

(Mitochondrial DNA) 
ผล PCR ใช ้pig Pre F+R 
(repetitive element) 

สุกรผสมเนื้อไก่ที่ไม่ผ่านความร้อน  0.05% (+) (+) 
สุกรผสมเนื้อไก่ที่ผ่านความร้อน 121 oC  0.2% (+) (+) 
สุกรผสมเนื้อไก่ที่ผ่านความร้อน 121 oC  0.05% (-) (+) 
แกงเผ็ดหมูชนิดที่ 1 (+) (+) 
แกงเผ็ดหมูชนิดที่ 2 (+) (+) 
หมูยอ (+) (+) 
ซุปก้อนหม ู (+) (+) 

1   2    3   4    5    6   7    8    9 

161 bp 

 5ก      5ข 

1      2      3      4      5     6      7      8 

161 bp 

1        2        3         4         5       6      7       
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ตัวอย่างที่ใช ้
ผล PCR ใช ้pig F+R 

(Mitochondrial DNA) 
ผล PCR ใช ้pig Pre F+R 
(repetitive element) 

ลูกชิ้นหม ู (+) (+) 
ลูกชิ้นหมูชนิดที่ 2 (+) (+) 
เจลาตินสุกรแห้ง  (-) (+) 
เจลาตินไก่แห้ง (-) (-) 

ตารางที่ 1 สรุปผลการตรวจสอบการปนเปื้อนดเีอ็นเอสุกรโดยผลบวกคือสามารถตรวจสอบการปนเปือ้นสุกรแสดงเครื่อง 
(+) ผลลบคือไมส่ามารถตรวจสอบการปนเปื้อนสุกร (-) 

 

การอภิปรายผลการวิจัย 
 primer ที่ ใ ช้ เ พิ่ ม ป ริ ม า ณ  DNA สุ ก ร
ออกแบบให้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ Genomic 
DNA สุกร ในส่วน repetitive element โดย PCR 
product ที่ ได้มีขนาด 161 คู่ เบสและให้ผลบวก
เฉพาะ DNA ที่สกัดได้จากเนื้อสุกรเท่านั้น ทั้งในเนื้อท่ี
ไม่ได้ผ่านความร้อนและเนื้อสุกรที่ผ่านความร้อน 121 
0C เป็นเวลา 15 นาที แต่ในเนื้อวัวและเนื้อไก่ให้ผล
เป็นลบ โดยผลที่ ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
J.H.Calvo et al. (2001) และคณะ ซึ่งได้ตรวจสอบ
การปนเปื้อน DNA สุกรในเนื้อสัตว์โดยใช้ primer ที่
ออกแบบให้จ าเพาะต่อ DNA ในสุกร ซึ่งตัวอย่างที่ใช้
ในการทดลองมีหลายชนิดได้แก่ แกะ, ไก่, แพะ, คน, 
สุกรและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ เมื่อได้ผลิตภัณฑ์ PCR 
แล้ วน า ม ายื นยั นผลผลิ ตที่ ไ ด้ แล ะตร วจสอบ
ความจ าเพาะของ primer ที่ใช้ โดยการตรวจสอบ
การเรียงตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ 
PCR โดยวิธี DNA sequencing และผลที่ได้น าเข้าสู่
ฐานข้อมูลสากล เปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์จาก
ฐานข้อมูลพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้คล้ายคลึงกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของสุกร ซึ่งเป็นการยืนยันผลของ 
PCR ว่าไม่ได้เกิดจากการปนเปื้อนมาจาก DNA ของ
สัตว์ชนิดอื่น แล้วท าการลงทะเบียนล าดับดีเอ็นเอท่ีได้
ล ง ในฐานข้ อมู ลส ากล โดย เลขที่ ทะ เบี ย นคื อ 
DQ648898 เมื่อตรวจสอบความไวของปฏิกิริยาใน

เนื้อสัตว์ที่ผ่านความร้อน 121 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที  ได้ศึกษาการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรใน

เนื้อที่ผ่านความร้อน 121 C นาน 15 นาที จากผล
การตรวจสอบการปนเปื้อนเนื้อสุกรในเนื้อสัตว์ที่ผ่าน
ความร้อนสูงพบว่า เมื่อเปรียบเทียบความไวของ
ปฏิกิริยา primer ที่ ใ ช้ในการตรวจสอบในส่วน 
mitochondrial DNA สามารถตรวจสอบได้ที่ระดับ
ต่ าสุดที่ 0.2 %  ซึ่งความไวของปฏิกริยาน้อยกว่า 
primer ที่ใช้ตรวจสอบในส่วนของ repetitive DNA 
พบว่าสามารถตรวจสอบได้ดีกว่า โดยสามารถ
ตรวจสอบได้ระดับต่ าสุดเพียง 0.05 % เท่านั้น  
primer ที่ใช้ในการตรวจสอบดีเอ็นเอสุกรโดยใช้ 
primer ในส่ วน  repetitive element มี ค ว าม ไ ว
มากกว่า primer ที่ใช้ตรวจสอบดีเอ็นเอสุกรในส่วน 
mitochondrial DNA ถึง 4 เท่า ซึ่งผลการทดลองที่
ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ T. Matsunaga et al. 
(1998) และคณะได้ท าการตรวจสอบชนิดของสัตว์ใน
เนื้อท่ีผ่านและไม่ผ่านความร้อนโดยใช้เทคนิค PCR ใช้ 
primer ในส่วน mitochondrial DNA ได้รายงาน
เกี่ยวกับเนื้อที่ผ่านความร้อนจะมีผลต่อการตรวจสอบ
เนื่องจากช้ินส่วนดีเอ็นเออาจเกิดการขาดออกจากกัน
ได้ และเมื่อตรวจสอบการปนเปื้อนโดยใช้ primer ใน
ส่ ว น  mitochondrial DNA ซึ่ ง จ ะ ใ ห้ ข น าดของ
ผลิตภัณฑ์  PCR คือ 531 คู่ เบส ขนาดใหญ่กว่า 
ผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้ primer ในส่วน repetitive 

http://doi/
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element ซึ่งมีขนาดเพียง 161 คู่เบส ท าให้การเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมได้ยากกว่า และจากงานวิจัย
ของ Ali et al. (2006) และคณะได้ตรวจสอบชนิด
สัตว์โดยตัวอย่างที่ศึกษาเป็นตัวอย่างที่ผ่านความร้อน
สูงที่อุณหภูมิต่าง ๆ พบว่าประสิทธิภาพในการ
ตรวจสอบลดลงเมื่อมีการให้ความร้อนเพิ่มขึ้น
เนื่องจาก DNA มีการขาดออกจากกัน จากผลที่ได้
ค้นพบว่าควรใช้ primer ตรวจสอบในส่วนของ 
repetitive element เพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนดี
เอ็นเอสุกรที่ผ่านความร้อนสูง เมื่อเปรียบเทียบความ
ไวของปฏิกิริยา primer ที่ใช้ในการตรวจสอบในส่วน 
mitochondrial DNA สามารถตรวจสอบได้ที่ระดับ
ต่ าสุดที่ 0.2 %  ซึ่งความไวของปฏิกริยาน้อยกว่า 
primer ที่ใช้ตรวจสอบในส่วนของ Repetitive DNA 
โดยสามารถตรวจสอบได้ระดับต่ าสุดเพียง 0.05 % มี
ความไวมากกว่าถึง 4 เท่า โดยจะเห็นความแตกต่าง
ของระดับการตรวจสอบระหว่าง primer ในส่วน 
mitochondrial DNA แ ล ะ  primer ใ น ส่ ว น 
repetitive element เมื่อตรวจสอบในผลิตภัณฑ์ที่
ผ่านความร้อนสูงหรือขบวนการที่ซับซ้อน ซึ่ง primer 
ในส่วน mitochondrial DNA และในวิธีทางด้านอื่น 
เช่น วิธีทางโปรตีนเมื่อตัวอย่างผ่านความร้อนสูงจะไม่
สามารถตรวจสอบได้ เพราะโปรตีนเกิดการสลายตัว
ง่าย  การตรวจหาการปนเปื้อนดี เอ็นเอสุกรใน
ผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาล รวมทั้งการศึกษาความ
เป็นไปได้ในการตรวจสอบวัตถุดิบที่นิยมใช้ในการผลติ  
พบว่าสามารถตรวจหาการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกร ใน
ตัวอย่างที่มีเนื้อสุกรเป็นส่วนประกอบแต่มีปริมาณ
น้อยและต้องผ่านขบวนการผลิตอื่น ๆ เช่นเจลาติน
จากเนื้อสุกรที่ผ่านการท าแห้งมาแล้ว  พบว่า primer 
ส่วน repetitive element สามารถตรวจสอบไดห้รอื
ให้ผลเป็นบวกในตัวอย่างนั้น ๆ  
 

การสรุปผลการวิจัยและประโยชน์ที่ได้จาก
การวิจัย 
สรุปคือเทคนิค PCR สามารถตรวจสอบการปนเปื้อน
ของดีเอ็นเอสุกรในเนื้อสัตว์ที่ผ่านความร้อนและไม่ได้
ผ่านความร้อนได้ดี จากการศึกษาครั้งนี้  โดยพบว่า 
primer ในส่วน repetitive element ให้ความไวใน
ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ไ ด้ ดี ก ว่ า  primer ใ น ส่ ว น 
mitochondrial DNA เนื่อจากใช้ในการตรวจหาการ
ปนเปื้อนของดีเอ็นเอสุกรในเจลาตินผง ที่นิยมใช้ใน
การผลิตอาหารได้ เนื่องจากในผลิตภัณฑ์ดังกล่าวมี
การปนเปื้อนของดีเอ็นเอสุกรในปริมาณที่น้อยมาก 
ซึ่งวิธิการตรวจสอบการปนเปื้อนเจลาตินในวิธีการ
ทางเคมีสามารถบอกได้เพียงว่าในส่วนผสมมีเจลาติน
ผสมอยู่หรือไม่ แต่ไม่สามารถบอกได้ว่าเป็นเจลาตินที่
ผลิตจากสัตว์ชนิดใด เนื่องจากว่าในปัจจุบันเจลาติน
สามาถผลิตจากสัตว์หลายชนิด แต่เทคนิค  PCR 
สามารถตรวจสอบและบอกได้ว่าส่วนผสมที่ได้มีดีเอ็น
เอสุกรปนเปื้อนอยู่หรือไม่ ซึ่งวิธีดังกล่าวให้ผลที่
รวดเร็วและถูกต้องซึ่งวิธีดังกล่าวให้ผลที่รวดเร็วและ
ถูกต้องโดยเทคนิค PCR สามารถพัฒนาต่อยอดให้มี
ความไวที่ดีขึ้นโดยส่วนของยีนที่ศึกษาสามารถน าไป
ออกแบบ Probe เปลี่ยนเป็นระบบ Real time PCR 
ซึ่งจะให้ความไวดีกว่าและเวลาตรวจสอบเร็วข้ึนได้ 
 

ข้อเสนอแนะจากการวิจัย 
 เ ทคนิ ค  PCR สามารถตรวจสอบการ
ปนเปื้อนของดีเอ็นเอสุกรในเนื้อสัตว์ที่ผ่านความร้อน
และไม่ได้ผ่านความร้อนได้ดี จากการศึกษาครั้งนี้
พบว่ า  primer ในส่ วน  Repetitive Element ให้
ความไวในการตรวจสอบได้ดีกว่า primer ในส่วน 
mitochorn drial DNA เนื่อจากใช้ในการตรวจสอบ
การปนเปื้อนของดี เอ็นเอสุกรในผลิตภัณฑ์และ
วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิต เช่น เจลาติน และไขมันสัตว์ 
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ที่นิยมใช้ในการผลิตอาหารได้ เนื่องจากในผลิตภัณฑ์
ดังกล่าวมีการปนเปื้อนของดีเอ็นเอสุกรในปริมาณที่
น้อยมาก ซึ่งวิธิการตรวจสอบการปนเปื้อนเจลาตินใน
วิธีการทางเคมีสามารถบอกได้เพียงว่าในส่วนผสมมีเจ
ลาตินผสมอยู่หรือไม่ แต่ไม่สามารถบอกได้ว่าเป็นเจ
ลาตินที่ผลิตจากสัตว์ชนิดใด เนื่องจากว่าในปัจจุบันเจ
ลาตินสามาถผลิตจากสัตว์หลายชนิด แต่เทคนิค PCR 
สามารถตรวจสอบและบอกได้ว่าส่วนผสมที่ได้มีดีเอ็น
เอสุกรปนเปื้อนอยู่หรือไม่  
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