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บทคัดย่อ 
	 การระบุชนิดสัตว์ต้องห้ามเช่น สุกรที่ปนเปื้อนในอาหารเป็นส่ิงจ�ำเป็นส�ำหรับการตรวจสอบอาหารฮาลาล  

การศึกษาคร้ังนี้ใช้เทคนิค Real-time PCR ซ่ึงเป็นเทคนิคที่มีความจ�ำเพาะ โดยให้ผลบวกเฉพาะในเนื้อสุกรเท่านั้น  

แต่ในเนือ้สัตว์ชนดิอืน่ให้ผลเป็นลบ  ความไวของปฏกิริยิาสามารถตรวจสอบได้ทีค่วามเข้มข้นต�ำ่สุด คือ 0.001 เปอร์เซ็นต์ 

ในเนื้อดิบ และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ ในเน้ือสุกรที่ผ่านอุณหภูมิสูง เม่ือศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจสอบการปนเปื้อน 

DNA สกุรในผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์และในเจลาตนิพบว่า มปีระสทิธภิาพทีด่ ีสามารถตรวจสอบให้ผลบวก ในการผลติภณัฑ์

ที่ยากต่อการตรวจสอบ เช่น ผง gelatin ที่ผลิตจากสุกรและผลิตภัณฑ์ปรุงรส เช่น ซุปก้อน ได้

ค�ำส�ำคัญ:	 อาหารฮาลาล; DNA ของสุกร; Real-time PCR

Abstract
	 Identification of prohibited animals, such as pork contaminated in food, is necessary for halal 

food inspection. This study uses the real-time PCR technique, with positive results only in pork meat 

but negative result in other meats. The sensitivity of real-time PCR can be made at the lowest  

intensity of 0.001 %์ for porcine DNA in raw meat and 0.01 %์ in high-temperature pork meat. For 
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detection of porcine DNA contamination in meat products and raw materials used in production, it 

was found that the method was effective to detect porcine contamination in the production of 

hard-to-detect products such as gelatin powders made from pork, and seasoning products such as 

soup cubes.

Keywords:  Halal food; Porcine DNA; Real-time PCR

1. บทน�ำ 
	 การตรวจสอบการปนเปื้อนของฮารอมในการ

ผลิตอาหารฮาลาลซึ่งผิดต่อหลักศาสนาอิสลาม ได้แก่ 

เนือ้สกุร ไขมนัสกุร หนงัสกุร และองค์ประกอบอืน่ๆ ของ

สกุร โดยปัจจบุนัรายละเอยีดของหลกัเกณฑ์ในการตรวจ

สอบเพื่อรับรองอาหารฮาลาลเป็นการตรวจสอบเฉพาะ

ส่วนประกอบก่อนเข้าสู่ระบบการผลิต เช่น ส่วนผสม

อาหาร สารปรงุแต่ง ส ีสารเตมิระหว่างการผลติ อปุกรณ์

การผลิต สารเร่ง สารทดแทน และอื่นๆ นอกจากนั้นมี

เพียงการตรวจสอบกระบวนการผลิต วิธีการผลิต และ

การเตรียมส่วนประกอบ เป็นต้น งานวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยว

กบัการตรวจสอบการปนเป้ือนของ DNA สกุร ซึง่เป็นสตัว์

ต้องห้ามตามหลกัศาสนาอสิลามมกีารตรวจสอบได้หลาย

วิธี เช่น การตรวจสอบทางด้านโปรตีนด้วยการแยกแถบ

โปรตีนของสัตว์แต่ละชนิด [4] แต่เนื่องจากโปรตีนมีการ

สลายง่ายเมื่อผ่านความร้อน นอกจากนี้การจ�ำแนกชนิด

สตัว์โดยใช้หลกัการเพิม่ปรมิาณ DNA ของสกุรทีป่นเป้ือน

ในอาหารเพียงเล็กน้อยด้วยเทคนิค PCR (Polymerase 

Chain Reaction) ซึ่งใช้เวลาน้อยและมีความแม่นย�ำใน

การตรวจสอบ [13] โดย primer ที่ใช้เพิ่มปริมาณ DNA 

สกุรออกแบบให้มคีวามจ�ำเพาะเจาะจงต่อ DNA ของสกุร

ให้ผลบวกเฉพาะ DNA ที่สกัดได้จากเนื้อสุกรเท่านั้น แต่

ในเนื้อวัว เนื้อหมูและเน้ือไก ่ให ้ผลเป็นลบ [6-8]  

นอกจากเทคนิค PCR แล้วในปัจจุบันมีการใช้ เทคนิค 

Real-time PCR ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความรวดเร็ว ได้นิยม

น�ำมาใช้โดยสามารถตรวจสอบสุกร สามารถตรวจสอบ

การปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรในส่วนของไมโตรคอนเดรีย

ดีเอ็นเอ [3, 5, 11, 10, 14] และจ�ำแนกชนิดสัตว์จาก

ผลติภณัฑ์จากน�ำ้นม [15] ส�ำหรบัการศกึษาครัง้นีไ้ด้ตรวจ

สอบการปนเป้ือน DNA สุกรด้วยเทคนคิ Real-time PCR 

เพื่อความสะดวกรวดเร็วและประหยัดค่าใช้จ่าย โดยใช้ 

primer ในส่วน repetitive element จากงานวิจัย 

Calvo และคณะ [1] ในงานวจิยัทีผ่่านมาได้ท�ำการศกึษา

ความจ�ำเพาะของ primer หลังจากได้ PCR product 

แล้วน�ำมาตรวจสอบ PCR product ที่ได้โดยน�ำมาแยก

บน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel แล้วย้อมแถบ DNA 

ด้วย ethidium bromide ตรวจสอบผลภายใต้แสง UV 

แล้วถ่ายภาพจาก agarose gel ด้วยเครื่อง Gel Docu-

mentation 1000 (Bio-Rad, California, USA) หลัง

จากน้ันน�ำ PCR product ที่ได้จากส่วน repetitive  

element หาล�ำดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์เพื่อ

ยืนยัน PCR product แล้วท�ำการลงทะเบียนล�ำดับ

ดีเอ็นเอที่ได้ลงในฐานข้อมูลสากลโดยเลขที่ทะเบียนคือ 

DQ648898 (Maharat และคณะ 2005) งานวิจัยนี้ได้

ออกแบบ probe ในส่วน repetitive element เพ่ิม โดย

ใช้ program primer 3 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการตรวจ

สอบการปนเป้ือนได้มากกว่าการตรวจสอบการปนเป้ือน 

DNA ด้วยเทคนิค PCR แบบดั้งเดิม และไม่เกิด cross 

amplification กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น มีความสะดวกและ

รวดเรว็กว่าเทคนคิ PCR แบบดัง้เดมิ ไม่มสีารเคมทีีส่ลาย

ตวัยากต้องก�ำจดั โดยศึกษาในตวัอย่างผลิตภัณฑ์เนือ้สัตว์

และเจลาตินแห ้ง ซ่ึงเป ็นส ่วนประกอบที่ส�ำคัญใน

อตุสาหกรรมยาและเป็นผลติภณัฑ์ทีย่ากต่อการระบชุนดิ

สัตว์เนื่องจากผลิตภัณฑ์ดังกล่าวผ่านกระบวนการและ

ความร้อนสูง
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2. อุปกรณ์และวิธีการ
	 ตัวอย่างที่ใช้ส�ำหรับการศึกษา 

	 1)	 เนือ้หมทูีผ่สมกบัเนือ้ไก่ทีไ่ม่ได้ผ่านความร้อน

ในอัตราส่วน เช่น 1 เปอร์เซ็นต์, 0.1 เปอร์เซ็นต์, 0.01 

เปอร์เซ็นต์, 0.001 เปอร์เซ็นต์ และ 0.0001 เปอร์เซ็นต์ 

	 2)	 เนือ้หมทูีผ่สมกบัเนือ้ไก่ทีผ่่านความร้อน 120 
oC เป็นเวลา 15 นาทใีนอตัราส่วน เช่น 1 เปอร์เซน็ต์, 0.1 

เปอร์เซ็นต์ 0.01 เปอร์เซ็นต์, 0.001 เปอร์เซ็นต์ และ 

0.0001 เปอร์เซ็นต์

	 3)	 เจลาตินและผลิตภัณฑ์อาหาร

		  3.1)	 เจลาตินแห้งจากสุกร

		  3.2)	 เจลาตินแห้งจากไก่

		  3.3)	 ขนมและผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์แปรรูป

จ�ำนวน 13 ตัวอย่าง 

	 4)	 ตวัอย่างควบคมุทีเ่ป็นบวกได้แก่ ตวัอย่างเนือ้

สุกร สกัดดีเอ็นเอเจือจางด้วยน�้ำกลั่น ปริมาณ 100, 50, 

30, 15, 5 และ 2.5 pg

	 5)	 ตัวควบคุมที่เป็นลบ คือ เนื้อไก่ เนื้อวัว เนื้อ

ปลา 

2.1 ตรวจสอบความจ�ำเพาะของ primer และ probe 

ส�ำหรับตรวจสอบการปนเปื้อนสุกร

	 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างที่ เป ็นบวกโดยช่ัง

ตัวอย่าง 5 มิลลิกรัม น�ำมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด

ตัวอย่าง Miniprep DNA purification Kit (TAKARA, 

USA) น�ำดเีอน็เอทีส่กัดได้ตรวจสอบคณุภาพและปรมิาณ

ด้วยเครือ่ง Multimode microplate reader วดัปรมิาณ

ดีเอ็นเอและคุณภาพของดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 

และ 280 นาโนเมตรและปรบัปรมิาณดเีอน็เอให้ได้ความ

เข้มข้น 5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เจือจางด้วยน�้ำกลั้น 

ปริมาณ 100, 50, 30,15, 5 และ 2.5 pg/ul พร้อมทั้ง

ตัวอย่างควบคุมที่เป็นลบ คือ เนื้อไก่ เนื้อวัว เนื้อปลา  

น�ำมาทดสอบต่อด้วยเทคนิค Real-time PCR โดยใช้ 

primer [1] และ probe ท่ีออกแบบในงานวจิยัครัง้นี ้เพือ่

เพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบ โดยใช้โปรแกรม 

Primer3 Plus ที่มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้

Table 1	 Sequence of nucleotides primer [1] and probe 

Primer		 		  Primer Sequence					     Tm (oC)

Pig pre-1-F		  5′ GGATCCGGCATTGCCGTTAG 3′ 	  			   52

Pig pre-1-R		  5′ GTCTTTTTTTGCCATTTCTTGG 3′				   52

Pig probe			   5′(FAM)-CTAGCCTGGGAACCTCCATA-(TAMRA) -3′		  51

	 เพิม่ปริมาณสารพนัธกุรรมโดยเตรยีมสารละลาย

ในหลอดทดลองดังน้ี TaqMan Master Mix PCR  

(Applied Biosystems) 10 ul, 200 nM ของ primer  

และ probe, 50 ng ของ DNA ปริมาณสารละลาย

ทั้งหมด 25 ไมโครลิตร หลังจากผสมสารละลายต่างๆ 

แล้ว เข้าเครือ่ง Real-time PCR (Applied Biosystems 

7300) ซึ่งได้ตั้งรอบปฏิกิริยาคือ 50oC เวลา 2 นาที

จ�ำนวน 1 รอบ 95oC เวลา 10 นาที 1 รอบ ต่อด้วย  

95oC เวลา 15 วินาทีและ 60oC 60 วินาที จ�ำนวน 40 

รอบ โดยท�ำปฏิกิริยา 2 ซ�้ำ ตรวจสอบผลที่ได้จะปรากฏ

สัญญาณ Fluorescence ในกราฟ Amplification plot 

และให้ค่า Ct ในตวัอย่างทีใ่ห้ผลเป็นบวก ส�ำหรับตวัอย่าง

ที่ให้ผลเป็นลบจะไม่ปรากฏสัญญาณ Fluorescence 

2.2 ศึกษาขีดต�่ำสุดที่สามารถตรวจสอบการปนเปื้อน 

DNA สุกรโดยใช้เทคนิค Real-time PCR 
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	 1.	 เนือ้หมทูีผ่สมกบัเนือ้ไก่ทีไ่ม่ได้ผ่านความร้อน

ในอัตราส่วน 1 เปอร์เซ็นต์, 0.1 เปอร์เซ็นต์, 0.01 

เปอร์เซ็นต์, 0.001 เปอร์เซ็นต์ และ 0.0001 เปอร์เซ็นต์ 

	 2.	 เนือ้หมทูีผ่สมกบัเนือ้ไก่ทีผ่่านความร้อน 120 
oC เวลา 15 นาทีในอัตราส่วน 1 เปอร์เซ็นต์, 0.1 

เปอร์เซ็นต์, 0.01 เปอร์เซ็นต์, 0.001 เปอร์เซ็นต์ และ 

0.0001 เปอร์เซ็นต์ 

	 โดยการเตรยีมคือชัง่ตวัอย่าง 5 มลิลกิรมัจากเนือ้

หมู 0.1 กรัมส่วนผสมเนื้อไก่ 10 กรัม (1 เปอร์เซ็นต์) สับ

บดให้ละเอียด ดึงเนื้อที่สับบด 1 กรัมมาผสมกับเนื้อไก่ 

10 กรัม (0.1 เปอร์เซ็นต์) สับบดให้ละเอียด ท�ำจนได้

อตัราส่วน 0.0001 เปอร์เซน็ต์ ทัง้ในเนือ้ทีไ่ม่ได้ผ่านความ

ร้อนและเนื้อที่ผ่านความร้อน 120oC เวลา 15 นาที น�ำ

ตัวอย่างท่ีเตรียมมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดตัวอย่าง 

Miniprep DNA purification Kit (TAKARA, USA) น�ำ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณด้วย

เครื่อง Multimode microplate reader วัดปริมาณ

ดีเอ็นเอและคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีความยาวคลื่น 260 

และ 280 นาโนเมตรและปรบัปรมิาณดเีอน็เอให้ได้ความ

เข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร หลงัจากนัน้น�ำมาตรวจ

สอบด้วยเทคนคิ Real-time PCR โดยใช้สารละลายตาม

ตารางการเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมส�ำหรบั Real-time 

PCR หลังจากผสมสารละลายต่างๆ แล้วเข้าเครื่อง  

Real-time PCR ตรวจสอบผลท่ีได้จะปรากฏสัญญาณ 

Fluorescence ในกราฟ Amplification plot 

	 3.	 ศึกษาประสิทธิภาพการตรวจสอบการ 

ปนเปื้อนสุกรในเจลาตินและผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาล

จ�ำนวน 15 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์

จากเนือ้สตัว์ต่างๆ และวตัถดุบิทีใ่ช้ในการผลติ ได้แก่ ข้าว

เกรียบปลาทอด, รังนกบรรจุขวด, ลูกชิ้นปลา, รังนก, 

ไส้อั่ว, ขนมเจลาติน 1, ขนมเจลาติน 2, ขนมเจลาติน 3, 

ขนมเจลาติน 4, ขนมเจลาติน 5, เครื่องดื่มผสมเจลาติน, 

ซุปก้อนหมูชนิดที่ 1, ซุปก้อนหมูชนิดที่ 2, เจลาตินสุกร

แห้งจากสุกร, เจลาตินไก่แห้ง

	 สกัดดีเอ็นเอโดยช่ังตัวอย่าง 5 มิลลิกรัม น�ำมา 

สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดตัวอย่าง Mini prep DNA  

purification Kit (TAKARA, USA) ดีเอน็เอทีส่กดัได้ตรวจ

สอบคุณภาพและปรมิาณด้วยเครือ่ง Multimode micro 

plate reader วัดปริมาณดีเอ็นเอและคุณภาพของ 

ดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตรและ

ปรับปริมาณดีเอ็นเอให้ได้ความเข้มข้น 5 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร หลังจากสกัด DNA จากตัวอย่าง น�ำดีเอ็นเอ

ที่สกัดได้ตรวจสอบด้วยเทคนิค Real time PCR โดยใช้ 

primer และ probe ตามสภาวะการทดสอบ

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
	 ตรวจสอบความจ�ำเพาะของ primer และ 

probe ในการตรวจสอบ DNA สุกรเจือจางด้วยน�้ำกลั่น

ปรมิาณ 100, 50, 30, 15, 5, 2.5 pg และตัวอย่างควบคมุ

ทีเ่ป็นลบคอืดเีอน็เอจากไก่ ปลา ววั น�ำมาตรวจสอบด้วย

เทคนิค Real time PCR พบว่าให้ผลบวกโดยจะปรากฏ

สญัญาณ Fluorescence เฉพาะในดเีอน็เอทีส่กดัได้จาก

สุกรเท่านั้น ส�ำหรับตัวอย่างปลา ไก่ และวัว ไม่ปรากฏ

สัญญาณ Fluorescence ผลที่ได้แสดงในรูปที่ 1



ปีที่ 30 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2565	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

67

4 

 3. ศึกษาประสิทธิภาพการตรวจสอบการปนเปื้อนสุกรในเจลาตินและผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาลจำนวน 15 ตัวอย่าง 
ซึ่งเป็นส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ต่างๆ และวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิต ได้แก่ ข้าวเกรียบปลาทอด, รังนกบรรจุขวด, 
ลูกช้ินปลา, รังนก, ไส้อั่ว, ขนมเจลาติน 1, ขนมเจลาติน 2, ขนมเจลาติน 3,  ขนมเจลาติน 4,  ขนมเจลาติน 5, เครื่องดื่มผสม
เจลาติน, ซุปก้อนหมูชนิดที่ 1, ซุปก้อนหมูชนิดที่ 2, เจลาตินสุกรแห้งจากสุกร, เจลาตินไก่แห้ง 

 สกัดดีเอ็นเอโดยชั่งตัวอย่าง 5 มิลลิกรัม นำมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดตัวอย่าง Mini prep DNA purification Kit 
(TAKARA , USA) ดีเอ็นเอที่สกัดได้ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณด้วยเครื่อง  Multimode micro plate reader วัดปริมาณ
ดีเอ็นเอและคุณภาพของดีเอ็นเอที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตรและปรับปริมาณดีเอ็นเอให้ได้ความเข้มข้น 5 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร หลังจากสกัด DNA จากตัวอย่าง นำดีเอ็นเอที่สกัดได้ตรวจสอบด้วยเทคนิค Real time PCR โดยใช้ primer 
และ probe ตามสภาวะการทดสอบ 

ผลการทดลอง และวิจารณ์  
 ตรวจสอบความจำเพาะของ primer และ probe ในการตรวจสอบ DNA สุกรเจือจางด้วยน้ำกล่ันปริมาณ 100, 50, 
30,15, 5, 2.5 pg  และตัวอย่างควบคุมที่เป็นลบคือดีเอ็นเอจากไก่ ปลา วัว นำมาตรวจสอบด้วยเทคนิค Real time PCR 
พบว่าให้ผลบวกโดยจะปรากฏสัญญาณ Fluorescence เฉพาะในดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสุกรเท่านั้น สำหรับตัวอย่างปลา ไก่ 
และวัว ไม่ปรากฏสัญญาณ Fluorescence ผลที่ได้แสดงใน Figure 1 

A 
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B
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Figure 1 Amplification curves of DNA control at series of porcine DNA (A) The relationship of porcine DNA 
control (pg) and (cycle) (B) 1= 100  2=50 3=30 4=15 5=5 6=2.5  Other species , chicken, beef, and fish,  
provided only the background (7).  

 2. ศึกษาขีดต่ำสุดที่สามารถตรวจสอบการปนเปื้อน DNA สุกร โดยใช้เทคนิค Real time PCR  
 ผลการตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรผสมเนื้อไก่ที่ไม่ได้ผ่านความร้อน ในอัตราส่วนต่างๆ หลังจากสกัดดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบด้วยวิธี Real time PCR พบว่าสามารถตรวจสอบระดับต่ำสุดที่ 0.001% สัญญาณ Fluorescence แสดงในกราฟ 
Amplification Plot ดัง Figure 2A และ 2B       

2A 

 

2B 

Figure 1	 Amplification curves of DNA control at series of porcine DNA (A) The relationship of porcine DNA  

		  control (pg) and (cycle) (B) 1= 100 2=50 3=30 4=15 5=5 6=2.5 Other species, chicken, beef, and  

		  fish, provided only the background (7) 
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3.1 ศึกษาขีดต�่ำสุดที่สามารถตรวจสอบการปนเปื้อน 

DNA สุกร โดยใช้เทคนิค Real-time PCR 

	 ผลการตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรผสม

เนื้อไก่ที่ไม่ได้ผ่านความร้อน ในอัตราส่วนต่างๆ หลังจาก

สกัดดีเอ็นเอ ตรวจสอบด้วยวิธี Real-time PCR พบว่า

สามารถตรวจสอบระดับต�่ำสุดที่ 0.001 เปอร์เซ็นต์ 

สัญญาณ Fluorescence แสดงในกราฟ Amplification 

Plot ดังรูปที่ 2A และ 2B				  

2A

2B

Figure 2	 Amplification plot of sensitivity at series contaminated of porcine DNA in raw meat (2A) The  

		  relationship of porcine DNA control (pg) and (cycle) (2B) 1=10% 2=% 3=0.1% 4=0.01% 5=0.001%  

		  Other species, chicken, beef, and fish, provided only the background

5 
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control (pg) and (cycle) (B) 1= 100  2=50 3=30 4=15 5=5 6=2.5  Other species , chicken, beef, and fish,  
provided only the background (7).  

 2. ศึกษาขีดต่ำสุดที่สามารถตรวจสอบการปนเปื้อน DNA สุกร โดยใช้เทคนิค Real time PCR  
 ผลการตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรผสมเนื้อไก่ที่ไม่ได้ผ่านความร้อน ในอัตราส่วนต่างๆ หลังจากสกัดดีเอ็นเอ 
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Figure 2 Amplification plot of sensitivity at series contaminated of porcine DNA in raw meat (2A) The 
relationship of porcine DNA control (pg) and (cycle) (2B) 1=10% 2=1% 3=0.1% 4=0.01% 5=0.001%  Other 
species , chicken, beef, and fish,  provided only the background. 

 ผลการตรวจสอบ เนื้อหมูที่ผสมกับเนื้อไก่ที่ผ่านความร้อน 120 oC เวลา 15 นาทีในอัตราส่วน 1 %, 0.1%, 0.01%, 
0.001%, 0.0001%  สามารถตรวจสอบระดับการปนเปื้อนระดับต่ำสุดที่ 0.01% ดัง Figure 3A และ 3B สำหรับตัวอย่างเนื้อ
ไก่ เนื้อววั ไม่พบสัญญาณ 

3A 

 
3B 
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	 ผลการตรวจสอบ เนื้อหมูที่ผสมกับเนื้อไก่ที่ผ่าน

ความร้อน 120oC เวลา 15 นาทีในอัตราส่วน 1 

เปอร์เซ็นต์, 0.1 เปอร์เซ็นต์, 0.01 เปอร์เซ็นต์, 0.001 

เปอร์เซ็นต์ และ 0.0001 เปอร์เซ็นต์ สามารถตรวจสอบ

ระดับการปนเปื้อนระดับต�่ำสุดที่ 0.01 เปอร์เซ็นต์ ดังรูป

ที่ 3A และ 3B ส�ำหรับตัวอย่างเนื้อไก่ เนื้อวัว ไม่พบ

สัญญาณ
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Figure 2 Amplification plot of sensitivity at series contaminated of porcine DNA in raw meat (2A) The 
relationship of porcine DNA control (pg) and (cycle) (2B) 1=10% 2=1% 3=0.1% 4=0.01% 5=0.001%  Other 
species , chicken, beef, and fish,  provided only the background. 

 ผลการตรวจสอบ เนื้อหมูที่ผสมกับเนื้อไก่ที่ผ่านความร้อน 120 oC เวลา 15 นาทีในอัตราส่วน 1 %, 0.1%, 0.01%, 
0.001%, 0.0001%  สามารถตรวจสอบระดับการปนเปื้อนระดับต่ำสุดที่ 0.01% ดัง Figure 3A และ 3B สำหรับตัวอย่างเนื้อ
ไก่ เนื้อววั ไม่พบสัญญาณ 

3A 

 
3B 
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Figure 3 Amplification plot of sensitivity at series contaminated of porcine DNA in heat meat (3A) The 
relationship of pork DNA control (pg) and (cycle) (3B) 1=1% 2=0.1% 3=0.01% 4=Other species , chicken and 
beef provided only the background. 

3. ตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรในเจลาตินและผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาล 

 ศึกษาความใช้ได้ของวิธีตรวจสอบการปนเปื ้อนดีเอ็นเอสุกรในเจลาตินและผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาลแต่ละชนิด โดยใช้ 
primer และ probe ที่จำเพาะสำหรับการตรวจสอบ DNA สุกร พบว่าในตัวอย่างที่บ่งช้ีว่าเป็นผลิตภัณฑ์ที่แปรรูปจากสุกรเช่น 
ไส้อั่วสามารถตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรได้ ตัวอย่างที่มีเนื้อสุกรเป็นส่วนประกอบแต่มีปริมาณน้อย เช่น ซุปก้อนสำหรับ
ปรุงอาหารพบว่าสามารถตรวจสอบได้ ทั้งนี้ตัวอย่างที่ยากต่อการทดสอบเช่น เจลาติน ผงจากสุกรและเจลาตินผงจากไก่ 
สามารถตรวจสอบระบุเป็นเจลาตินจากสุกรให้ผลบวกเฉพาะเจลาตินที่ผลิตจากสุกรแต่ในเจลาตินแห้งจากไก่ให้ผลเป็นลบและ
เม่ือได้ทดสอบในตัวอย่างที่เป็นขนมที่มีส่วนผสมของ Gelatin ที่ไม่มีเครื่องหมายฮาลาล พบว่าให้ผลเป็นบวก เช่น ในตัวอย่าง
ขนมเจลาตินที่ 1 เนื่องจากในตัวอย่างดังกล่าวอาจมีการปนเปื้อนของดีเอ็นเอสุกร ดัง Figure 4  

3B

Figure 3	 Amplification plot of sensitivity at series contaminated of porcine DNA in heat meat (3A) The  

		  relationship of pork DNA control (pg) and (cycle) (3B) 1=1% 2=0.1% 3=0.01% 4=Other species,  

		  chicken and beef provided only the background
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3.2 ตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรใน
เจลาตินและผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาล
	 ศึกษาความใช้ได้ของวิธีตรวจสอบการปนเปื้อน

ดเีอน็เอสกุรในเจลาตนิและผลติภณัฑ์อาหารฮาลาลแต่ละ

ชนิด โดยใช้ primer และ probe ที่จ�ำเพาะส�ำหรับการ

ตรวจสอบ DNA สุกร พบว่าในตัวอย่างท่ีบ่งชี้ว่าเป็น

ผลติภณัฑ์ท่ีแปรรปูจากสกุรเช่น ไส้อ่ัวสามารถตรวจสอบ

การปนเป้ือนดเีอน็เอสกุรได้ ตวัอย่างทีม่เีนือ้สกุรเป็นส่วน

ประกอบแต่มีปริมาณน้อย เช่น ซุปก้อนส�ำหรับปรุง

อาหารพบว่าสามารถตรวจสอบได้ ทัง้นีตั้วอย่างทีย่ากต่อ

การทดสอบเช่น เจลาตินผงจากสุกรและเจลาตินผงจาก

ไก่ สามารถตรวจสอบระบเุป็นเจลาตนิจากสุกรให้ผลบวก

เฉพาะเจลาตนิทีผ่ลติจากสุกรแต่ในเจลาตนิแห้งจากไก่ให้

ผลเป็นลบและเมื่อได้ทดสอบในตัวอย่างที่เป็นขนมที่มี

ส่วนผสมของ Gelatin ที่ไม่มีเครื่องหมายฮาลาล พบว่า

ให้ผลเป็นบวก เช่น ในตวัอย่างขนมเจลาตนิที ่1 เนือ่งจาก

ในตัวอย่างดังกล่าวอาจมีการปนเปื้อนของดีเอ็นเอสุกร 

ดังรูปที่ 4 
8 

4A 

 

4B 

 
Figure 4 Amplification plot of porcine DNA contamination in halal food products (4A). The relationship of 
pork DNA control (pg) and (cycle) (4B)  1= fried fish cracker (-), 2= bird's nest 1(-), 3= fish ball(+), 4= bird's 
nest 2 (-), 5= sausage (+), 6= jelly dessert 1 (+), 7= jelly dessert 2 (-), 8= jelly dessert 3 (-), 9= jelly dessert 
4(-), 10= jelly dessert 5(-), 11= beverages(-), 12= pork soup cube 1(+), 13= pork soup cube 2(+), 14= dried 
gelatin from pork(+), 15= dried gelatin from chicken(-) 

4A
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4. อภิปรายผลการวิจัย 
	 การตรวจสอบความเหมาะสมของ primer และ 

probe ที่ใช้เพิ่มปริมาณ DNA สุกรโดยใช้ primer ท่ี

ออกแบบให้มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อ Genomic DNA 

สุกร ในส่วน repetitive element ให้ผลบวกเฉพาะ 

DNA ที่สกัดได้จากเนื้อสุกรเท่านั้น ทั้งในเนื้อที่ไม่ได้ผ่าน

ความร้อนและเนื้อหมูที่ผ่านความร้อน 121oC เป็นเวลา 

15 นาที แต่ในเนื้อวัวและเนื้อไก่ให้ผลเป็นลบ โดยผลที่

ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ J.H.Calvo และคณะ 

(2001) [1] ซึ่งได้ตรวจสอบการปนเปื้อน DNA สุกรใน

เนื้อสัตว์โดยใช้ primer ที่ออกแบบให้จ�ำเพาะต่อ DNA 

ในสุกร ซึ่งตัวอย่างที่ใช้ในการทดลองมีหลายชนิด ได้แก่ 

แกะ, ไก่, แพะ, คน, หมูและผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์ ซ่ึง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Mohd และคณะ (2012) ที่

สามารถตรวจสอบการปนเป้ือนดเีอน็เอสกุรโดยใช้เทคนคิ 

Real-time PCR สามารถตรวจสอบการปนเป้ือนดเีอน็เอ

สุกรได้ระดบัต�ำ่เพยีง 0.0001 นาโนกรมัได้ การตรวจสอบ

การปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรที่ไม่ได้ผ่านความร้อน Miguel 

และคณะ (2005) ได้ตรวจสอบเนื้อสุกรผสมเนื้อวัวโดย

ความไวที่สามารถตรวจสอบได้ปริมาณที่น้อยที่สุดที่ 0.5 

เปอร์เซน็ต์ เมือ่ตรวจสอบความไวของปฏกิริยิาในเนือ้สตัว์

ทีผ่่านความร้อน 121oC เป็นเวลา 15 นาท ีสามารถตรวจ

สอบการปนเปื ้อนระดับที่น ้อยที่ สุดเพียง 0.0001 

เปอร์เซ็นต์ [9] จากงานวิจัยของ Ali Arslan และคณะ 

(2007) ได้ตรวจสอบชนิดสัตว์โดยตัวอย่างที่ศึกษาเป็น

ตัวอย่างที่ผ ่านความร้อนสูงท่ีอุณหภูมิต่างๆ พบว่า

ประสิทธิภาพในการตรวจสอบลดลงเมื่อมีการให้ความ

ร้อนเพิม่ขึน้เนือ่งจาก DNA มกีารขาดออกจากกนั [2] แต่

8 
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Figure 4 Amplification plot of porcine DNA contamination in halal food products (4A). The relationship of 
pork DNA control (pg) and (cycle) (4B)  1= fried fish cracker (-), 2= bird's nest 1(-), 3= fish ball(+), 4= bird's 
nest 2 (-), 5= sausage (+), 6= jelly dessert 1 (+), 7= jelly dessert 2 (-), 8= jelly dessert 3 (-), 9= jelly dessert 
4(-), 10= jelly dessert 5(-), 11= beverages(-), 12= pork soup cube 1(+), 13= pork soup cube 2(+), 14= dried 
gelatin from pork(+), 15= dried gelatin from chicken(-) 
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Figure 4	 Amplification plot of porcine DNA contamination in halal food products (4A). The relationship of  

		  pork DNA control (pg) and (cycle) (4B) 1= fried fish cracker (-), 2= bird’s nest 1(-), 3= fish ball(+),  

		  4= bird’s nest 2 (-), 5= sausage (+), 6= jelly dessert 1 (+), 7= jelly dessert 2 (-), 8= jelly dessert 3  

		  (-), 9= jelly dessert 4(-), 10= jelly dessert 5(-), 11= beverages(-), 12= pork soup cube 1(+), 13=  

		  pork soup cube 2(+), 14= dried gelatin from pork(+), 15= dried gelatin from chicken(-)
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ส�ำหรับ Primer และ probe ท่ีใช้ในการศึกษาครั้งน้ีมี

ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ขนาดเล็กจะสามารถตรวจ

สอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกรที่ผ่านความร้อนสูงได้ โดย

สามารถตรวจสอบการปนเปื้อนระดับท่ีน้อยท่ีสุดเพียง 

0.1 เปอร์เซ็นต์ ตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอหมูใน

ผลิตภัณฑ์อาหารและตรวจสอบวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิต 

เช่น เจลาติน และไขมันสัตว์ ที่นิยมใช้ในการผลิตอาหาร 

ในตัวอย่างที่มีเนื้อหมูเป็นส่วนประกอบ เช่น ไส้อั่ว หรือ

ในตัวอย่างบางชนิดที่ไม่ได้บ่งชี้ว่าเป็นผลิตภัณฑ์ที่ผลิต

จากเนื้อสุกร และไม่มีเครื่องหมายฮาลาลแต่มีการปน

เปื้อนเนื้อสุกร เช่น ลูกชิ้นปลา ซึ่งผลการวิจัยที่ได้ให้ผล

สอดคล้องกับงานวิจัยของ J.H.Calvo ที่ตรวจสอบเนื้อ

หม ูไส้กรอก รวมทัง้ไขมนัหม ู[1] ซึง่สอดคล้องกบัผลการ

วิจัยของ Rene Koppel และคณะ (2008) พบว่าการ

ตรวจสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกร ในตัวอย่างท่ีผ่าน

ความร้อนสูงโดยใช้เทคนิค Real-time PCR สามารถ

ตรวจสอบปริมาณน้อยที่สุดที่ 0.1 เปอร์เซ็นต์ [12] การ

ตรวจสอบการปนเป้ือนเจลาตนิในวิธกีารทางเคมีสามารถ

บอกได้เพียงว่าในส่วนผสมมีเจลาตินผสมอยู่หรือไม่ แต่

ไม่สามารถบอกได้ว่าเป็นเจลาตินที่ผลิตจากสัตว์ชนิดใด 

เนือ่งจากว่าในปัจจบุนัเจลาตนิสามาถผลติจากสตัว์หลาย

ชนดิ แต่เทคนคิ Real-time PCR สามารถตรวจสอบและ

บอกได้ว่าส่วนผสมท่ีได้มีดีเอ็นเอสุกรปนเปื้อนอยู่หรือไม่ 

ซึ่งวิธีดังกล่าวให้ผลที่รวดเร็วและถูกต้อง

5. สรุปผลการวิจัย
	 เทคนคิ Real-time PCR สามารถตรวจสอบการ

ปนเป้ือนได้ในระดบัต�ำ่และพบว่าสามารถตรวจหาการปน

เปื ้อนดีเอ็นเอสุกร ในตัวอย่างท่ีมีเน้ือสุกรเป็นส่วน

ประกอบแต่มปีรมิาณน้อยและต้องผ่านกระบวนการผลติ

ที่ท�ำให้ตรวจสอบได้ยาก เช่น เจลาติน ซึ่งเป็นสารตั้งต้น

เป็นผลิตภัณฑ์อื่น เช่น ขนมเจลาติน หรือแคปซูลยา  

โดยการตรวสอบด้วยวิธี Real-time PCR สามารถตรวจ

สอบเจลาตินแห้งจากสุกรได้และตรวจสอบขนมท่ีมีเจลา

ตินผสมได้ ซึ่งสามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ตรวจสอบ

แคปซลูยา ขนมเจลาตนิ หรือผลติภณัฑ์อืน่ๆ ทีม่เีจลาตนิ

เป็นส่วนประกอบ เพื่อตรวจสอบการปลอมปนสุกรใน

ผลิตภัณฑ์ต่างๆ เพื่อความมั่นใจของผู้บริโภค

6. กิตติกรรมประกาศ
	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนงบการวิจัยเงิน 

รายได้มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ประเภททุนทั่วไป 

ขอขอบคณุส�ำนกัเครือ่งมอืวทิยาศาสตร์และการทดสอบ

ที่ให้ความอนุเคราะห์อุปกรณ์และเครื่องมือในการวิจัย 

จนเสร็จสมบูรณ์
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