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บทคัดย่อ 

ความปลอดภยัทางอาหารเป็นส่ิงส าคญัท่ีตอ้งเฝ้าระวงัเพ่ือป้องกนัอนัตรายท่ีมาจากอาหาร  ไม่ว่า

จะเป็นอนัตรายทางชีวภาพ ทางเคมี และทางกายภาพ ส าหรับผูบ้ริโภคมุสลิมการเฝ้าระวงัการปนเป้ือนส่ิง

ต้องห้ามตามบทบัญญัติศาสนาอิสลามโดยเฉพาะสัตว์หะรอมเป็นส่ิงท่ีต้องเฝ้าระวังเป็นอย่างยิ่ง                

ซ่ึงนอกจากจะส่งผลตามความเช่ือและหลกัศรัทธาท่ีมีต่อพระเจา้ยงัอาจส่งผลต่อผูบ้ริโภคท่ีมีอาการแพ้

อาหารโปรตีนจากเน้ือสัตว์บางชนิดได้ งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเทคนิค Real Time 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ส าหรับการตรวจวดัสตัวห์ะรอม 4 ชนิด ไดแ้ก่ สุกร กบ งู และจระเข ้

ในผลิตภณัฑอ์าหารแปรรูป เพ่ือใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการประกนัคุณภาพของอาหารฮาลาลและคุม้ครอง

ผูบ้ริโภคท่ีตอ้งการรับประทานอาหารท่ีถูกตอ้งตรงตามฉลากอาหารท่ีระบุไว ้การวิจยัเร่ิมจากเก็บตวัอย่าง

และสกดัดีเอ็นเอจากสุกร กบ งู และจระเขเ้พ่ือใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบ รวมถึงคดัเลือกและออกแบบไพร

เมอร์จากยีนท่ีตั้งอยู่บนไมโทคอนเดรีย ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อส่ิงมีชีวิตชนิดนั้นๆ ผลการทดลองพบว่าไพร

เมอร์ท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีมีความจ าเพาะต่อสัตวห์ะรอมแต่ละชนิด ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มสายพนัธ์ุกบัดีเอน็เอ

ของสัตวอ่ื์นๆ เช่น สุนขั แมว หนู ลิง ไก่ มา้ ลา แพะ และแกะ ในส่วนของความไว (sensitivity test) ใน

การตรวจวดัพบว่า สามารถตรวจวดัความเขม้ขน้ต ่าสุดของดีเอ็นเอสัตว์หะรอมแต่ละชนิดไดต้ ่าสุดโดย

สุกรตรวจวดัไดท่ี้ 0.00002 นาโนกรัม กบตรวจวดัไดท่ี้ 0.2 นาโนกรัม งูตรวจวดัไดท่ี้ 0.2 นาโนกรัม และ

จระเขต้รวจวดัไดท่ี้ 0.000002 นาโนกรัม จากนั้นไดน้ าเทคนิคท่ีพฒันาไดไ้ปประยุกต์ตรวจวดัผลิตภณัฑ์

อาหารแปรรูปทางการคา้จ านวน 100 ตวัอย่าง พบว่า ตรวจพบการปนเป้ือนดีเอ็นเอสุกร 2 ตวัอย่าง และ

ตรวจไม่พบการปนเป้ือนดีเอ็นเอกบ ดีเอน็เองู และดีเอ็นเอจระเขใ้นตวัอย่างอาหารทางการคา้ เทคนิคท่ี

พฒันาข้ึนสามารถประยุกต์ใชใ้นการตรวจการปนเป้ือนเน้ือสัตวแ์ปรรูปในอาหารฮาลาลได ้และสามารถ

ต่อยอดงานวิจยัไปพฒันาการตรวจวดัการปนเป้ือนเน้ือสัตวช์นิดอ่ืนๆ เพ่ือใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการคุม้ครอง

ผูบ้ริโภคไดอี้กดว้ย 
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ABSTRACT 

This thesis proposes a demand for Halal foods increases globally hence requiring food 
industry to quickly and safely ensure the Halal food products. On the other hand, Muslim 
consumers must be informed of contamination of prohibited substances under Islamic law, 
especially when it concerns with haram (prohibited) animals in those food products. Recent 
development in laboratory technique of molecular biology based on the polymerase chain reaction 
(PCR), which was employed to determine the presence of a particular DNA sequence in real time, 
can enhance the detection of haram animal contamination in foods. This research aims to develop 
the Real-Time PCR technique (qPCR) for the detection of haram animals in processed food 
products using pig, frog, snake, and crocodile as specimens. The qPCR is to be used as a tool for 
Muslim consumer protection. To begin the experiment, the animal samples were collected, and 
the DNA was extracted and used as template DNA. Then primers were selected and designed 
from the genes located on mitochondria such as NADH dehydrogenase (ND5), and 16S rRNA 
(16S), which are specific to the particular species. The results showed that the primers employed 
in this study were specific to each of the haram animals with 100 % accuracy. According to the 
sensitivity test, the lowest concentration of DNA of each species was measured at a minimum of 
pig 0.00002 ng, frog 0.2 ng, snake 0.2 ng, and crocodile 0.000002 ng. For the reliability test, the 
developed technique was applied to detect the contamination of 100 commercial food products. It 
was found that two porcine DNA samples were detected and no DNA of frog, snake and 
crocodile were detected in commercial food samples. As a result, Real-Time PCR technique was 
successfully employed to detect the contamination in halal foods and it can be extended to other 
types of haram animals as a tool for Muslim consumer protection as well as Halal food 
certification. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทที ่1 

บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 

ในปัจจุบันผู้บริโภคต่างให้ความส าคัญกับคุณภาพของอาหารที่บริโภคเป็นอย่างมาก
โดยเฉพาะอย่างยิ่งคุณค่าทางโภชนาการและคุณภาพของวัตถุดิบ ซึ่งต้องได้รับการตรวจสอบว่ามี
คุณภาพและมีความปลอดภัยเหมาะสมที่จะน ามาบริโภค ทั้งนี้เพราะในยุคปัจจุบันเป็นยุคที่ผู้บริโภค
สามารถเข้าถึงข้อมูลข่าวสารได้อย่างรวดเร็ว ตลอดจนผู้บริโภคเองยังมีส่วนร่วมเป็นอย่างมากใน
การตรวจสอบดูแลสิทธิประโยชน์ของผู้บริโภคในการบริโภคอาหารที่ปลอดภัยได้เองทั้งทางตรง
และทางอ้อม (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2556) 

ส าหรับประชากรมุสลิมซึ่งมีมากกว่า 1 ใน 4 ของประชากรโลก มีระเบียบแบบแผนการ
ปฏิบัติตนตามศาสนบัญญัติอิสลามอย่างเคร่งครัดในเร่ืองการด าเนินชีวิต ซึ่งรวมถึงการบริโภค
อาหารที่อนุมัติตามศาสนบัญญัติอิสลามและหลีกเลี่ยงการบริโภคสิ่งที่ไม่อนุมัติอย่างเคร่งครัด
เช่นกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การบริโภคเนื้อสัตว์ เช่น สุกร สัตว์ที่ไม่ได้รับการเชือดตามวิธีการที่ 
ศาสนบัญญัติอิสลามก าหนดไว้ สัตว์ที่ล้มตาย รวมถึงสัตว์หะรอมชนิดอ่ืนๆ อีกด้วย ทั้งนี้              
การบริโภคสิ่งไม่อนุมัติเหล่านั้นจะส่งผลต่อความเชื่อในเร่ืองจิตวิญญาณและการศรัทธาอันเป็น
หัวใจหลักในการกระท าความดีตามหลักการศาสนาอีกด้วย ซึ่งผลิตภัณฑ์อาหารที่วางขายใน
ท้องตลาดปัจจุบัน มีการพัฒนาทั้งรูปลักษณ์และส่วนผสมของอาหารเพื่อประโยชน์ทางด้านการค้า  
มีการใช้วัตถุดิบที่แปรสภาพไปจากรูปแบบวัตถุดิบดั้งเดิมไม่มากก็น้อย ท าให้ผู้บริโภคไม่สามารถ
พิจารณาได้ในทันท่วงที ต้องใช้กระบวนการสืบค้นข้อมูลไปจนกระทั่งการน าเอากระบวนการ
ตรวจสอบทางห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์เข้ามาช่วยและการน าหลักการทางวิทยาศาสตร์มา
ประยุกต์ใช้ร่วมกับศาสนบัญญัติอิสลามเพื่อใช้ในการปรับปรุงกระบวนการผลิต การตรวจติดตาม
คุณภาพอาหารฮาลาลนับเป็นวิธีการหนึ่งที่จะช่วยเสริมสร้างภาพลักษณ์และความเชื่อมั่นให้เกิดกับ
ผู้บริโภคทั้งในและต่างประเทศ (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2556) ท าให้เกิดความมั่นใจในตัวสินค้า
หรือผลิตภัณฑ์ และน าไปสู่การเพิ่มศักยภาพการแข่งขัน เป็นการเพิ่มส่วนแบ่งตลาดอาหารฮาลา
ลของประเทศไทยในตลาดอาหารฮาลาลของโลกได้ 

การระบุส่วนประกอบของอาหารในฉลากของผลิตภัณฑ์จะท าให้ผู้บริโภคมั่นใจในการ
เลือกซื้ ออาหารว่ าจะไม่มี ก ารปลอมปนส่วนประกอบ อ่ืนใดนอกเหนือจากที่ ระบุ ไว้                                   
การรับรองมาตรฐานเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ใช้ในการควบคุมคุณภาพในกระบวนการผลิตอาหารให้มี
ความสะอาดและปลอดภัยและถูกต้องตามศาสนบัญญัติอิสลามที่มีก าหนดไว้อย่างชัดเจน เพื่อเป็น
การปกป้องสิทธิและเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคมุสลิมให้บริโภคอาหารที่ฮาลาลเท่านั้น คือต้องไม่มี
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การปนเปื้อนของสิ่งต้องห้ามตามศาสนบัญญัติอิสลาม โดยเฉพาะอย่างยิ่ งในผลิตภัณฑ์แปรรูปจาก
เนื้อสัตว์ ซึ่งอาจเกิดจากการผลิตที่มีต้นทุนต่ า หรือเป็นผลิตภัณฑ์แปรรูปเนื้อสัตว์ที่มีการปนเปื้อน 
เนื่องจากเนื้อสัตว์มีราคาสูง ผู้ผลิตส่วนใหญ่พยายามที่จะลดต้นทุนในการผลิตโดยการปลอมปน
เนื้อสัตว์ที่มีราคาถูกในผลิตภัณฑ์แปรรูปเนื้อสัตว์ที่มีคุณภาพดี เช่นการปลอมปนเนื้อสุกร เนื้อไก่ 
เน้ือหนู  เนื้อสุนัขในผลิตภัณฑ์จากเนื้อวัว (Ali et al., 2015) ซึ่งการกระท าดังกล่าวถือว่าเข้าข่ายการ
หลอกลวงผู้บริโภคความต้องการของอาหารข้อมูลไม่ถูกต้องตามที่ระบุไว้บนฉลาก ซึ่งอาจส่งผล
กระทบต่อผู้บริโภคที่มีการอาการแพ้อาหารได้  เช่นการแพ้โปรตีนในเนื้อสัตว์บางชนิด 
(Ganopoulos et al., 2013) หรือผู้บริโภคที่ไม่รับประทานเนื้อวัว  หรือผู้บริโภคที่มีข้อจ ากัดทาง
ศาสนา เช่น ผู้บริโภคมุสลิม ซึ่งการปนเปื้อนเนื้อสัตว์หรือในผลิตภัณฑ์แปรรูปเนื้อสัตว์ที่มีการ
ปนเปื้อนจากวัตถุดิบที่มีองค์ประกอบจากสัตว์ต้องห้ามตามศาสนบัญญัติอิสลามจากสัตว์ที่ไม่                
ฮาลาลอยู่เสมอ หรือจากการติดฉลากที่ไม่ตรงกับความเป็นจริง 

ความก้าวหน้าทางด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีในโลกเป็นไปอย่างรวดเร็ว ผู้บริโภคมี
ความประสงค์ที่จะได้รับผลิตภัณฑ์ที่มีความปลอดภัยมากขึ้นทั้งทางกายภาพและทางจิตวิญญาณ             
จึงจ าเป็นต้องมีการน าเอามาตรฐานต่างๆ เข้ามาก ากับดูแลกระบวนการผลิตและการบริการ ซึ่งใน
อุตสาหกรรมปัจจุบันมีความซับซ้อนมากยิ่งขึ้น  ซึ่งส่งผลให้การได้มาของวัตถุดิบที่ใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารสมัยใหม่จ านวนมากมีความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนสิ่งหะรอม (สิ่งต้องห้ามตาม 
ศาสนบัญญัติอิสลาม) ทั้งโดยตั้งใจและมิได้ตั้งใจอยู่บ่อยคร้ัง ความไม่เข้าใจของผู้ประกอบการ
ตลอดจนการขาดความรู้ความเข้าใจอย่างถูกต้องของฝ่ายตรวจสอบและการรับรองฮาลาลของ
องค์กรศาสนาอิสลามส่งผลให้สิ่งหะรอมเหล่านั้นปนเปื้อนเข้าในผลิตภัณฑ์สุดท้ายได้ง่ายขึ้น            
การก าหนดมาตรฐานฮาลาลมีการรับรองฮาลาลโดยองค์กรศาสนาอิสลามตามขั้นตอนปกติ อาจไม่มี
การตรวจสอบอย่างถูกต้องและละเอียดถี่ถ้วนทั้งนี้เพราะขาดการใช้ประโยชน์จากห้องปฏิบัติการ
วิเคราะห์ที่เข้าใจงานทางด้านวิทยาศาสตร์ฮาลาล ผลของการตรวจประเมินเพื่อการรับรองฮาลาล   
ในลักษณะนี้ก่อให้เกิดปัญหาขึ้นได้ง่ายและบ่อยครั้ง 

ดังนั้นการพัฒนาเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและครอบคลุม ในการตรวจสอบการปนเปื้อนสิ่ง          
หะรอมโดยเฉพาะสัตว์หะรอมหลายประเภทจึงมีความส าคัญอย่างยิ่งเพื่อให้ผู้บริโภคมุสลิมและ
ผู้บริโภคทั่วไปเกิดความมั่นใจในผลิตภัณฑ์และที่ระบุรายละเอียดตามฉลากเพื่อการได้รับความ
คุ้มครองสิทธิของผู้บริโภคตามพระราชบัญญัติคุ้มครองผู้บริโภค พ.ศ. 2541 เพราะฉะนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์พัฒนาเทคนิค Real-Time PCR ที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพในการ
ตรวจสอบการปนเปื้อนสัตว์หะรอม 4 ชนิดในอาหารฮาลาล ได้แก่ สุกร กบ งู และจระเข้ ใน
ผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูปตามตลาดท้องถิ่นและห้างสรรพสินค้าในประเทศไทย และสามารถระบุ
และบ่งชี้สัตว์แต่ละชนิดที่ปนเปื้อนในอาหารแปรรูป ซึ่งอาจมีการน าสัตว์หะรอมบางชนิดที่มีราคา
ถูกกว่ามาทดแทนหรือปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ และทวนสอบการใช้งานได้จริง (validation) ทั้งใน
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เร่ืองความจ าเพาะเจาะจงกับการเพิ่มดีเอ็นเอของสัตว์เป้าหมาย (specificity test) ความเชื่อถือได้ของ
วิธี (reliability test) 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
1.2.1 เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาชนิดของประเภทเนื้อสัตว์ ด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
1.2.2 เพื่อสามารถระบุและบ่งชี้สัตว์แต่ละชนิดที่ปนเปื้อนในอาหารแปรรูป 
1.2.3 เพื่อน าเทคนิคที่พัฒนาได้ ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบคุณภาพอาหารฮาลาลหรือ 
          อาหารที่มีการปนเปื้อนเนื้อสัตว์ที่ก่อให้เกิดอาการที่แพ้โปรตีนเนื้อสัตว์บางชนิด 
 

1.3 สมมติฐานของงานวิจัย 
  เทคนิค Real-Time PCR สามารถตรวจหาชนิดของเน้ือสัตว์หะรอมทั้ง 4  ชนิดได้ ได้โดยใช้
กราฟ amplification  เทียบกับ positive control และสามารถน าเทคนิค Real-Time PCR ไป
ประยุกต์ใช้จริงในการตรวจสอบเพื่อระบุและบ่งชี้สัตว์หะรอม 4  ชนิดที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์
อาหารแปรรูปเนื้อสัตว์ได้ 
 

1.4  ขอบเขตของงานวิจัย 
1.4.1  สกัดดีเอ็นเอของสัตว์หะรอมในการน าไปเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ  
1.4.2  ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอแม่แบบ 
1.4.3  หาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ต้องการโดยวิธี Real-Time PCR  

        1.4.3.1  การเพิ่มสารปริมาณพันธุกรรมด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
1.4.3.2  การทดสอบความจ าเพาะของ Real-Time PCR  
1.4.3.3  การทดสอบหาความไวในการตรวจสอบ 

1.4.4  ประยุกต์ใช้เทคนิคที่พัฒนาได้ในการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ทางการค้า  
1.4.5  สรุปและรายงานผลการทดลอง 
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1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.5.1  สามารถพัฒนาวิธีการตรวจหาชนิดของประเภทเนื้อสัตว์ ด้วยเทคนิค Real-Time  
           PCR 
1.5.2   สามารถระบุและบ่งชี้สัตว์แต่ละชนิดที่ปนเปื้อนในอาหารแปรรูป 
1.5.3   สามารถน าเทคนิคที่พัฒนาได้ ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบคุณภาพอาหาร            
           ฮาลาลหรืออาหารที่มีการปนเปื้อนเนื้อสัตว์ที่ก่อให้เกิดอาการที่แพ้โปรตีนเน้ือสัตว์ 
           บางชนิด 
1.5.4  ได้เทคนิคตรวจสอบหาเนื้อสัตว์หะรอม 4 ชนิดที่มีโอกาสปนเปื้อนในอาหารฮาลาลที่            
           รวดเร็ว และมีความละเอียดมากขึ้น 
1.5.5  เพิ่มความเชื่อมั่นแก่ผู้บริโภคมุสลิม ผู้บริโภคอาหารมังสวิรัติและผู้บริโภคทั่วไปได้ 
          บริโภคอาหารที่ถูกต้องตามข้อมูลบนฉลากซึ่งอาจมีผลกระทบต่อผู้มีอาการแพ้ 
          โปรตีนเนื้อสัตว์บางชนิด         
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บทที ่2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1  อาหารฮาลาลกับศาสนาอิสลาม 
              อาหารถือว่าเป็นสิ่งส าคัญในการด ารงชีวิตของมนุษย์ และเป็นหนึ่งปัจจัย 4 ที่มีความจ าเป็น
ต่อการด ารงชีพ  ส าหรับมุสลิมการบริโภคอาหารนอกจากให้ครบสารอาหารแล้วยังต้องถือปฏิบัติ
ภายใต้บทบัญญัติของศาสนาอิสลามอย่างเคร่งครัด  อาหารที่อนุญาตให้มุสลิมรับประทานได้จะ
เรียกว่า อาหารฮาลาล ซึ่งเป็นอาหารที่มีลักษณะตามที่ก าหนด และกล่าวอ้างในคัมภีร์อัลกุรอาน 
และอัลหะดีษ  หลักการของศาสนาอิสลามที่เกี่ยวข้องกับการบริโภคจึงไม่ใช่เป็นเพียงแต่ความเชื่อ 
เป็นเหตุผลที่สามารถพิสูจน์ได้ในทางวิทยาศาสตร์ อาหารฮาลาลไม่เพียงแต่มีประโยชน์กับชาว
มุสลิมเท่านั้น  แต่ยังมีประโยชน์กับผู้บริโภคทุกเชื้อชาติศาสนา อาหารฮาลาลจึงมีความส าคัญต่อ
ผู้บริโภคในประเทศและการส่งออกไปยังตลาดต่างประเทศ (พรพิมล มะหะหมัด, 2549)  

การปฏิบัติตามบทบัญญัติของศาสนาอิสลามเป็นหน้าที่ที่มุสลิมทุกคนพึงปฏิบัติ                            
ไม่ว่าอาศัยอยู่ ณ แห่งใดก็ตาม ซึ่งการปฏิบัติตามบทบัญญัติถือเป็นเร่ืองส าคัญมาก  เนื่องจากมุสลิม
มีความผูกพันกับอิสลามอย่างแน่นแฟ้น อยู่บนรากฐานของ “เอกภาพในพระเจ้า” ที่มุ่งสู่หลักการ
การรวมเป็นอันหนึ่งอันเดียวกัน  ท าให้อิสลามไม่แยกเป็นเร่ืองของทางโลกและเร่ืองของศาสนา
ออกจากกัน  ดังนั้นบทบัญญัติของอิสลามจึงครอบคลุมถึงทุกอย่างของกิจกรรมของมนุษย์และ
พฤติกรรมของมุสลิมจะต้องอยู่ในกรอบของบทบัญญัติอยู่เสมอ ในคัมภีร์อัลกุรอานไม่เพียงแต่จะ
เกี่ยวข้องด้านความเชื่อหรือการเคารพภักดีต่อพระเจ้าเท่านั้น แต่จะเกี่ยวข้องกับทางด้านสังคม 
เศรษฐกิจ และการเมืองด้วย  เช่นเดียวกันกับการบริโภคอาหาร ได้มีบทบัญญัติที่เกี่ยวกับการ
อนุญาตและห้ามในการบริโภคในสิ่งต่างๆ ซึ่งมุสลิมทุกคนต้องถือปฏิบัติให้ถูกต้องตามศาสน
บัญญัติอย่างเคร่งครัด (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2556) 

ฮาลาล (Halal) เป็นค าในภาษอาหรับแปลว่า ถูกต้องตามกฎ (lawful) หรืออนุญาต (permit)  
ซึ่งตรงข้ามกับค าว่า หะรอม (haram) ซึ่งแปลว่าผิดกฎหมาย (unlawful) หรือต้องห้าม (prohibit) โดย
ในการที่จะชี้ลงไปว่าอาหารอะไรเป็นสิ่งที่อนุญาตหรือสิ่งต้องห้ามนั้น ได้มีหลักการศาสนาที่ใช้เป็น
แกนพิจารณา คือ บทบัญญัติของอัลเลาะห์ (ซบ.) ที่ประทานลงมาในคัมภีร์อัลกุรอานซึ่งสามารถ
แบ่งเป็นเกณฑ์ได้ดังนี้  

หลักการข้อที่หน่ึง 
สัตว์ทุกชนิดที่ชาวอาหรับรับประทานได้ในยามปกติสุข และในยุคของท่านบรม 

ศาสดามูฮ าหมัด (ซล.) มีการรับประทาน ถือว่าสิ่งนั้นศาสนาอนุญาตให้รับประทานได้ สามารถ
จ าแนกได้ดังนี้  

 5 
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ก. สัตว์ที่มีชีวิตอยู่ในน้ าเท่านั้น ได้แก่ พวกปลาทุกชนิด ถือว่าเป็นสิ่งที่ฮาลาล 

ข. สัตว์ที่ชาวอาหรับพิจารณาแล้วว่าสามารถรับประทานได้และมีบทบัญญัติ 

สามารถรับประทานได้ ได้แก่ อูฐ วัว แพะ แกะ ม้า กระต่าย เก้ง เป็นต้นและสัตว์ที่ศาสนา             

ไม่อนุญาตให้รับประทาน เช่น ล่อ และ ลา เป็นต้น ส่วนในกรณีของสัตว์ที่เกิดจากการผสมระหว่าง

สัตว์ที่อนุญาตกับสัตว์ที่ไม่อนุญาต เช่น ล่อซึ่งเกิดจากการผสมระหว่างม้า และลา ศาสนาอิสลาม    

ไม่อนุญาตให้รับประทาน และสัตว์ที่ชาวอาหรับมีความเห็นว่าสกปรก เช่น พวกสัตว์เลื้อยคลาน  

ถือเป็นสิ่งที่ศาสนาห้ามรับประทาน 

หลักการข้อที่สอง 
ห้ามรับประทานสัตว์ที่ดุร้าย ได้แก่ สัตว์ที่มีเขี้ยวงาแข็งแรง และใช้เขี้ยวงาท าร้าย  

เช่น สุนัข สุกร หมาป่า หมี แมว เสือ และลิงเป็นต้น สัตว์ทุกชนิดที่มีกรงเล็บแข็งแรง เช่น เหยี่ยว 
นกอินทรีย์เน่ืองจากสัตว์เหล่านี้รับประทานซากสัตว์ที่ตายจึงท าให้สัตว์สกปรกไปด้วย 

หลักการข้อที่สาม 
ห้ามรับประทานสัตว์ที่ปรากฏชัดว่าอันตราย เช่น งู แมงป่อง อีกา เหยี่ยว หนู  

เป็นต้น 
นอกจาก 3 ข้อดังกล่าวแล้ว ห้ามรับประทานซากสัตว์ไม่ว่าจะตายด้วยสาเหตุใดก็ตาม 

รวมทั้งห้ามรับประทานเลือดสัตว์ทุกชนิดด้วย ทั้งนี้ข้อยกเว้นส าหรับ ปลา และตั๊กแตนที่ตาย 
ศาสนาอนุญาตให้รับประทานได้ เพราะได้รับการยกเว้นจากการเป็นซากสัตว์ที่ห้ามรับประทาน 
รวมทั้งตับและม้ามถือเป็นเลือดที่ศาสนาอนุญาตให้รับประทานได้ ข้อก าหนดที่กล่าวมาทั้งหมดนั้น 
สามารถยกเว้นได้ในกรณีของผู้ที่ตกอยู่ในยามขับขัน โดยศาสนาอนุญาตให้รับประทานเพียง
พอที่จะประทังชีวิตให้สามารถด ารงชีวิตต่อไป 
       2.1.1  การเชือดหรือฆ่าสัตว์ตามหลักการศาสนาอิสลาม 
              การเชือดหรือฆ่าสัตว์ตามหลักการศาสนาอิสลามที่ถูกต้องตามบทบัญญัติของศาสนาและ
สัตว์ที่ถูกเชือดต้องเป็นสัตว์ที่อนุญาตให้รับประทานได้ เงื่อนไขเกี่ยวกับตัวผู้เชือดมีดังนี้ ผู้เชือดต้อง
เป็นมุสลิมหรือเป็นผู้ศรัทธาในคัมภีร์  ถ้าหากไม่ได้เป็นมุสลิมและไม่ได้เป็นผู้ศรัทธาในคัมภีร์สัตว์
ที่เขาเชือดไม่อนุญาตให้รับประทานและผู้เชือดจะต้องไม่เชือดสัตว์เพื่อสิ่งอ่ืนนอกจากอัลเลาะห์ 
(ซบ.) หรือเอ่ยนามอ่ืนนอกจากนามของอัลเลาะห์ (ซบ.) เงื่อนไขเกี่ยวกับสัตว์ที่ถูกเชือด คือ สัตว์ที่
ถูกเชือดนั้น ต้องอยู่ในสภาพที่ชีวิตอยู่อย่างมั่นคง ถ้าหากท าการเชือดสัตว์ที่อยู่ในสภาพอ่อนเปลี้ย
เหมือนสัตว์ใกล้ตาย ไม่ถือว่าเป็นการเชือดที่ถูกต้องตามบัญญัติอิสลามและไม่อนุญาตให้
รับประทาน ต้องตัดหลอดลมและหลอดอาหารให้ขาด ถ้าตัดหลอดลมและหลอดอาหารไม่ขาด 
สัตว์ตัวนั้นไม่อนุญาตให้รับประทานต้องรีบตัดหลอดลมและหลอดอาหารให้ขาดเพียงคร้ังเดียว 
หากผู้เชือดกระท าการเชือดอย่างช้าๆ จนสัตว์ที่ถูกเชือดอยู่ในสภาพใกล้ตายก่อนที่จะถูกตัด

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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หลอดลมและหลอดอาหารจนขาดหมด สัตว์ที่ถูกเชือดนั้นไม่อนุญาตให้รับประทานได้ ทั้งนี้การที่
ทราบว่าสัตว์ที่ถูกเชือดอยู่ในสภาพที่มีชีวิตอยู่อย่างมั่นคงหรือเป็นสัตว์ที่อ่อนเปลี้ยใกล้ตาย ให้
พิจารณาจากลักษณะการด้ิน สัตว์ที่มีชิวิตอย่างมั่นคงภายหลังที่ถูกเชือดแล้วจะมีการดิ้นอย่างรุนแรง 
ส่วนสัตว์ที่มีสภาพอ่อนเปลี้ยนั้น เมื่อถูกเชือดแล้วจะไม่สามารถดิ้นได้ เงื่อนไขที่เกี่ยวกับเคร่ืองมือที่
ใช้เชือด เคร่ืองมือที่ใช้เชือดต้องท าให้เกิดบาดแผลด้วยคมของเคร่ืองมือที่ใช้ ไม่ว่าเคร่ืองมือนั้นจะ
เป็นเหล็ก ทองแดง ตะกั่ว หรือสิ่งใดก็ตาม ดังนั้นการทุบสัตว์ให้ตายโดยใช้ก้อนหินหรือสิ่งอ่ืนใดที่
ไม่มีคมไม่ถือว่าเป็นการเชือดที่ถูกต้องตามบทบัญญัติของศาสนาอิสลาม (พรพิมล มะหะหมัด, 
2549) 
 

2.2  มาตรฐานการผลิตอาหารฮาลาลตามหลักการของศาสนาอิสลาม 
หัวใจส าคัญของการจัดท ามาตรฐานฮาลาลก็เพื่อให้การผลิตอาหารฮาลาลเป็นไปอย่าง

ถูกต้องตามหลักศาสนบัญญัติอิสลาม โดยใช้ประโยชน์จากการมาตรฐานในการวางข้อก าหนดและ
แนวทางปฏิบัติบนพื้นฐานทางวิทยาศาสตร์เพื่อขจัดปัญหาจากสิ่งต้องห้ามและเพื่อให้บรรลุถึง
ความส าเร็จสูงสุดนั่นคือการได้ผลิตภัณฑ์ฮาลาลตรงตามมาตรฐานที่วางไว้ ด้วยเหตุนี้ฮาลาลจึงมี
ความเป็นสากลในตัวเอง โดยหมายถึงสิ่งที่อนุญาตให้มุสลิมใช้ประโยชน์ได้ หากเป็นอาหาร 
อนุญาตให้มุสลิมบริโภคได้  ฮาลาลจึงมีความหมายครอบคลุมตั้งแต่สิ่งที่ เป็นอาหารและมิใช่อาหาร 
อย่างไรก็ตาม เนื่องจากการบริโภคมักเป็นประเด็นปัญหาที่พบบ่อยที่สุดในสังคมมุสลิมที่ค่อนข้าง
เคร่งครัดในการบริโภค ค าว่า “อาหารฮาลาล” หรืออาหารที่มุสลิมสามารถบริโภคได้ จึงกลายเป็น
ค าที่พบได้บ่อยที่สุด นอกเหนือจากความหมายที่ว่ามุสลิมบริโภคได้อย่างถูกต้องตามหลักศาสนา
แล้วฮาลาลยังครอบคลุมถึงอาหารที่ปลอดภัยต่อการบริโภคของมุสลิมด้วย  ด้วยเหตุนี้จึงท าให้ผู้ที่
ท างานเกี่ยวข้องกับอาหารปลอดภัยริเร่ิมการสร้างมาตรฐานฮาลาลเพื่อใช้เป็นแนวทางการผลิต
อาหารฮาลาลที่มีความปลอดภัยมากขึ้น (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2556) 

มาตรฐานอาหารฮาลาลใช้เวลาด าเนินการจนกระทั่งได้รับการรับรองเป็นมาตรฐานฮาลาล
โคเด็กซ์ และก าหนดขึ้นเป็นมาตรฐานในทางสากลอย่างเป็นทางการ  

Codex Alimentarius เป็นค าในภาษาละตินมีความหมายว่า “ฉลากอาหาร” หรือ Food Code 
ดังนั้นคณะกรรมาธิการโคเด็กซ์ที่ถูกจัดตั้งขึ้นจึงท าหน้าที่ก าหนดมาตรฐานอาหารและผลิตภัณฑ์
อาหารที่มีอยู่มากมายทั่วโลกให้เป็นแนวทางเดียวกัน นับเป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภคทั่วโลก เป็นการ
อ านวยความสะดวกให้แก่การค้าระหว่างประเทศ ด้วยเหตุนี้โคเด็กซ์จึงเป็นหน่วยงานระหว่าง
ประเทศที่มีบทบาทส าคัญในการวางมาตรฐานและการควบคุมอาหารตลอดจนสภาวะการณ์ด้าน
การค้าของตลาดโลกที่เปลี่ยนแปลงไปตลอดเวลา การมีแนวทางและมาตรฐานร่วมกันจะเป็น
ประโยชน์ต่อการค้าระหว่างประเทศทั้งในปัจจุบันและอนาคต การท างานของโคเด็กซ์มีเป้าหมาย
เพื่อจัดระเบียบผลิตภัณฑ์อาหารทั่วทั้งโลกมีมาตรฐานอย่างเดียวกัน ท าให้ง่ายต่อการควบคุมดูแล เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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โคเด็กซ์มีหน้าที่หลักคือ การก าหนดมาตรฐานอาหารให้เป็นแนวทางเดียวกันและเป็นที่
ยอมรับของประเทศต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศสมาชิก 185 ประเทศทั่วโลก (ข้อมูล พ.ศ.
2554) ทั้งนี้ เพื่อการคุ้มครองสุขภาพอนามัยของผู้บริโภคและเพื่อให้เกิดความเป็นธรรมในด้าน
การค้าระหว่างประเทศ รวมทั้งเพื่อใช้เป็นเวทีระงับข้อพิพาททางการค้าระหว่างประเทศที่อาจ
เกิดขึ้น โดยโคเด็กซ์จัดแบ่งการด าเนินงานออกเป็น 5 ภูมิภาคทั่วโลก ได้แก่ กลุ่มยุโรป                 
กลุ่มละตินอเมริกาและแคริบเบียน กลุ่มแอฟริกา กลุ่มเอเชีย กลุ่มอเมริกาเหนือและแปซิฟิกตะวันตก
เฉียงใต ้
       2.2.1  มาตรฐานฮาลาลโคเด็กซ์ 

มาตรฐานฮาลาลของ มอก. มีเนื้อหาว่ามาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมมอก. 1701-2541 
รับเอกสาร Codex Alimentarius: General Guideline for use of the Term "Halal" (CAC GL-
24/1997) มาใช้ในระดับเหมือนกันทุกประการ (Identical) โดยใช้ Codex Alimentarius ดังกล่าว
ฉบับภาษาอังกฤษเป็นหลัก 

มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมฉบับนี้ ก าหนดข้อเสนอแนะทั่วไป และมาตรฐานในการ
ด าเนินการส าหรับการใช้ค า "ฮาลาล" (Halal) หรือค าอ่ืนที่เทียบเท่าเพื่ออวดอ้างบนฉลากอาหาร 
ตามที่ก าหนดในมาตรฐานทั่วไปส าหรับการแสดงฉลากของอาหารบรรจุหีบห่อ (General Standard 
for the labeling of Prepackaged Foods) และรวมถึงการใช้เคร่ืองหมายการค้าชื่อยี่ห้อและชื่อทาง
ธุรกิจ และใช้เป็นส่วนเสริมของร่างข้อแนะน าทั่วไปส าหรับการอวดอ้างฉบับแก้ไข (Draft Revision 
of Codex General Guidelines on Claims)  แต่ไม่สามารถใช้แทนข้อห้ามใดๆ ในร่างข้อแนะน า
ดังกล่าว ข้อแนะน านี้ได้รับการรับรองแล้ว จากคณะกรรมาธิการโครงการมาตรฐานอาหารระหว่าง
ประเทศ (Codex Alimentarius Commission) การน าข้อแนะน านี้ไปใช้ปฏิบัติและการออกใบรับรอง
โดยประเทศผู้ส่งออกควรได้รับการยอมรับในหลักการจากประเทศผู้น าเข้า เกี่ยวกับการใช้ค า                 
"ฮาลาล" บนฉลากอาหารที่ได้ปฏิบัติตามข้อแนะน านี้ 

ข้อแนะน าท่ัวไปส าหรับการใช้ค า "ฮาลาล" 
              ขอบข่าย 

1. ข้อแนะน านี้น าเสนอมาตรการในการด าเนินการส าหรับการใช้ค าฮาลาล(Halal) อวดอ้าง 
(Claim) บนฉลากอาหาร 

2. ข้อแนะน านี้ใช้ปฏิบัติส าหรับใช้ค า ฮาลาล และค าอ่ืนที่เทียบเท่า ในการอวดอ้างตามที่
ก าหนดในมาตรฐานทั่วไปส าหรับการแสดงฉลากของอาหารบรรจุหีบห่อ (General Standard for 
the Labelling of Prepackaged Foods) และรวมถึงการใช้เคร่ืองหมายการค้า ชื่อยี่ห้อและชื่อทางด้าน
ธุรกิจ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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                     3. ข้อแนะน านี้ต้องการให้เป็นส่วนเสริมของร่างข้อแนะน าทั่วไปส าหรับการอวดอ้าง
ฉบับแก้ไข (Draft Revision of the Codex General Guidelines on Claims) และไม่สามารถใช้แทน
ข้อห้ามใดๆ ในร่างข้อแนะน าดังกล่าว 

ค านิยาม 
อาหารฮาลาล (Halal Food) หมายถึง อาหารที่ได้รับอนุญาตตาบทบัญญัติศาสนาอิสลาม 

และควรมีคุณสมบัติครบถ้วน ดังนี้ 
              1. ไม่ประกอบด้วยหรือไม่บรรจุสิ่งใดที่ไม่ถูกต้องตามบทบัญญัติศาสนาอิสลาม  

2. ต้องไม่ถูกเตรียม แปรรูป ขนส่ง หรือเก็บรักษา โดยใช้เคร่ืองมือหรือสิ่งอุปกรณ์ที่ไม่ได้
ปลอดจากสิ่งผิดบทบัญญัติศาสนาอิสลาม  

3. ต้องไม่อยู่ในขั้นตอนการเตรียม การแปรรูป การขนส่งหรือการเก็บรักษาโดยสัมผัส
โดยตรงกับอาหารที่ไม่ถูกเกณฑ์ข้อ 1. และ 2. นอกจากข้อ 1. ข้างต้น  อาหารฮาลาลสามารถเตรียม
แปรรูป หรือเก็บรักษา  
              4. ในบริเวณที่แยกออกจากกัน หรือสายการผลิตที่แยกจากกัน ภายในสถานที่ผลิตเดียวกัน
กับการผลิตอาหารที่ไม่เป็นฮาลาล จัดหามาตรการที่จ าเป็นที่ควรด าเนินการเพื่อป้องกันการสัมผัส
กันระหว่างอาหารฮาลาลกับอาหารที่ไม่ใช่ฮาลาล 
              5. โดยใช้อุปกรณ์ที่ผ่านการใช้กับอาหารที่ไม่ใช่ฮาลาล โดยจัดหาวิธีการล้างท าความ
สะอาดที่เหมาะสมตามข้อก าหนดของศาสนาอิสลามที่สามารถสังเกตเห็นได้ 
            เกณฑ์ก าหนดส าหรับการใช้ค าฮาลาล 

อาหารท่ีถูกต้องตามกฎ 
             ค าว่า ฮาลาล จะใช้ส าหรับอาหารที่ได้พิจารณาแล้วว่าถูกต้องตามกฎภายใต้บทบัญญัติ
ศาสนาอิสลามจะถือว่าแหล่งอาหารทั้งหมดถูกต้องตามกฎ ยกเว้นแหล่งอาหารต่อไปนี้ รวมทั้ง
ผลิตภัณฑ์และสิ่งที่ได้จากแหล่งอาหารดังกล่าว ซึ่งได้รับการพิจารณาว่า ไม่ถูกต้องตามกฎ 

 อาหารที่ได้จากสัตว์ เช่น สุกรและสุกรป่า สุนัข งู และลิง  
 สัตว์กินเนื้อเป็นอาหารที่มีเขี้ยวและกรงเล็บ เช่น สิงโต เสือ หมี  
 สัตว์อ่ืนที่คล้ายกัน นกกินเหยื่อที่มีกรงเล็บ เช่น นกอินทรี นกแร้ง และนกที่คล้ายกัน  
 สัตว์ท าลาย เช่น หนู ตะขาบ แมลงป่อง และสัตว์ที่คล้ายกันอื่นๆ  
 สัตว์ที่ห้ามฆ่าในศาสนาอิสลาม เช่น มด ผึ้ง และนกหัวขวาน  
 สัตว์ที่น่ารังเกียจโดยทั่วไป เช่น เห็บ หมัด ไร เหา แมลงวัน หนอน และสัตว์ที่คล้ายกัน  
 สัตว์คร่ึงบกคร่ึงน้ า เช่น กบ จระเข้  
 สัตว์ที่คล้ายกันอื่นๆ ล่อ และลา (ฬา) ที่เป็นสัตว์เลี้ยง 
 สัตว์น้ าที่มีพิษและเป็นอันตรายทุกชนิด  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 สัตว์อ่ืนๆ ที่ไม่ได้ฆ่าถูกต้องตามกฎศาสนาอิสลาม  
 เลือด (โลหิต) 
 อาหารที่ได้จากพืช - พืชที่มีพิษและเป็นอันตราย ยกเว้นเมื่อสารพิษและอันตรายได้ถูกก าจัด

ออกระหว่างกระบวนการผลิตแล้ว 
 เคร่ืองดื่ม เช่น เคร่ืองดื่มที่มีแอลกอฮอล์ เคร่ืองดื่มทุกชนิดที่มีพิษและอันตราย 
 วัตถุเจือปนอาหาร เช่น วัตถุเจือปนอาหารมีที่มาจากทั้ง 3 แหล่งคือ สัตว์ พืช และเคร่ืองดื่ม

ข้างต้น 
       วิธีการฆ่าสัตว์ 
              สัตว์บกที่ฆ่าถูกต้องตามกฎศาสนาอิสลาม การฆ่าควรต้องด าเนินการให้เป็นตามข้อก าหนด
สุขลักษณะที่ดีของเนื้อสดที่โคเด็กซ์แนะน า (Codex Recommended Code of Hygienic Practice for 
Fresh Meat) และตามข้อก าหนดต่อไปนี้ 

 คนฆ่าสัตว์ ต้องเป็นมุสลิม ผู้ยึดมั่นในหลักการศาสนาอิสลามอย่างเคร่งครัด และมีความรู้
ในวิธีการฆ่าสัตว์ตามหลักของศาสนาอิสลาม 

 สัตว์ที่ถูกฆ่า ควรถูกต้องตามกฎของศาสนาอิสลาม, ควรเป็นสัตว์ที่ยังมีชีวิต หรือเชื่อว่ายังมี
ชีวิต ณ เวลาที่ฆ่าสัตว์นั้น, ก่อนที่จะฆ่าสัตว์แต่ละตัวควรต้องกล่าวค าว่า  "บิสมิลลา"        
(ในนามของอัลเลาะฮ์พระผู้เป็นเจ้า) อย่างทันทีทันใด 

 อุปกรณ์เคร่ืองมือที่ใช้ในการฆ่า ควรต้องมีความคม และไม่ยกออกจากตัวสัตว์ในระหว่าง
การฆ่า 

 การฆ่า ควรต้องตัดหลอดลม หลอดอาหาร เส้นเลือดแดงใหญ่ และเส้นเลือดด าใหญ่ที่คอ
ให้ขาด 

การเตรียม การผลิต การบรรจุหีบห่อ การขนส่งและการเก็บรักษา 
อาหารทุกชนิดควรเตรียม แปรรูป บรรจุหีบ ขนส่ง และเก็บรักษาในลักษณะที่เป็นไปตาม

ข้อก าหนดของค านิยามข้างต้น และเป็นไปตามหลักเกณฑ์ทั่วไปเกี่ยวกับสุขลักษณะอาหารของ             
โคเด็กซ์ (Codex General Principles on Food Hygienic) และมาตรฐานอาหารของโคเด็กซ์เร่ืองอ่ืนที่
เกี่ยวข้อง 
       ความต้องการเพิ่มเติมในเร่ืองฉลาก 

ส าหรับเคร่ืองหมายฮาลาลของประเทศไทย เป็นลิขสิทธิ์ของส านักงานคณะกรรมการกลาง
อิสลามแห่งประเทศไทย (สกอท.) ถึงแม้อ านาจการรับรองฮาลาลในประเทศไทยจะขึ้นกับ
ส านักงานคณะกรรมการอิสลามประจ าจังหวัดซึ่งมี 39 แห่ง และสกอท.  แต่เคร่ืองหมายฮาลาลของ
ประเทศไทยมีเพียงตราเดียว  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 2.1  เคร่ืองหมายฮาลาลของประเทศไทย เป็นลิขสิทธิ์ของส านักงานคณะกรรมการกลาง

อิสลามแห่งประเทศไทย (สกอท.) 
 

             2.2.2  มาตรฐานฮาลาลประเทศไทย 
มาตรฐานอาหารฮาลาลของประเทศไทยถือก าเนิดขึ้นนับแต่การประกาศใช้มาตรฐาน       

ฮาลาลโคเด็กซ์ มอก. 1701-2541 ข้อแนะน าทั่วไปส าหรับการใช้ค า "ฮาลาล" ในปี พ.ศ.2541 
อย่างไรก็ตาม การได้มาของมาตรฐานดังกล่าวสืบเนื่องมาจากมาตรฐานฮาลาลโคเด็กซ์ซึ่งเกิดก่อน
การจัดโครงสร้างการบริหารคณะกรรมการกลางอิสลามแห่งประเทศไทย (คกอท.) ตาม
พระราชบัญญัติการบริหารองค์กรในศาสนาอิสลาม พ.ศ. 2540 จึงเสมือนเป็นการประกาศฝ่ายเดียว 
ผู้จัดท า (ภาครัฐ) มิได้ปฏิบัติ ขณะที่ผู้ปฏิบัติ (คกอท.) มิได้จัดท า นอกจากนี้งานมาตรฐานอาหารยัง
ย้ายจากกระทรวงอุตสาหกรรมไปยังกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ มีการจัดตั้งส านักงานมาตรฐาน
สินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ (มกอช.) ขึ้นในปี พ.ศ. 2545 โดยอาศัยอ านาจตามความในมาตรา  
8 ฉ แห่งพระราชบัญญัติระเบียบบริหารราชการแผ่นดิน (ฉบับที่ 4) พ.ศ. 2543 ให้ มกอช. เป็น
หน่วยงานระดับกรม ภายใต้กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2556)
มาตรฐานท่ีใช้ในการผลิตอาหารฮาลาลในประเทศไทย 
       1.  มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ มกอช.8400-2550 “อาหารฮาลาล” 
ขอบข่าย 

มาตรฐานอาหารฮาลาลนี้ครอบคลุม การจัดหาวัตถุดิบ การจัดเตรียม กระบวนการผลิต การ
บรรจุ การเก็บรักษา การน าเสนอและการจัดจ าหน่าย การรักษาความปลอดภัยของอาหาร และการ
แสดงเคร่ืองหมายและฉลาก 

อาหารฮาลาลที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานนี้จะต้องเป็นไปตามข้อก าหนดของศาสน
บัญญัติอิสลาม กฎหมายและมาตรฐานที่ เกี่ยวข้องกับความปลอดภัยอาหารและการแสดง
เคร่ืองหมายและฉลาก 
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http://203.154.78.172:8080/servlet/TISMAINDT?LType=T&DLang=T&ST=TI&LPP=10&FLink=N&HLAB1=&HLSJ1=&HLICS=&HLHS=&TYPE=ALL&FH=T&REGIS=T000002438
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 เน่ืองจากการตีความบทบัญญัติอิสลามของนิกายและสาขานิกาย อาจมีบางส่วนที่แตกต่าง
กัน ความแตกต่างที่เกิดขึ้น ประเทศผู้ส่งออกและประเทศผู้น าเข้าหรือผู้ประกอบการค้าของทั้งสอง
ประเทศควรมีข้อตกลงระหว่างกันให้ชัดเจน 
              นิยาม 

-  ฮาลาล หรือหะลาล (Halal) หมายถึง สิ่งของหรือการกระท าใดๆ ซึ่งได้รับการอนุญาต
ตามศาสนบัญญัติอิสลาม 

-  หะรอม หรือฮารอม (Haram) หมายถึง สิ่งของหรือการกระท าใดๆ ซึ่งเป็นสิ่งต้องห้าม
ตามศาสนบัญญัติอิสลาม 

-  นญิส (najis) หมายถึง สิ่งสกปรกตามศาสนบัญญัติอิสลาม ซึ่งมี 3 ประเภท ได้แก่ นญิสชนิด
เบา (มุค็อฟฟะฟะฮฺ) นญิสชนิดปานกลาง (มุตะวัสสิเฏาะฮฺ) และนญิสชนิดหนัก (มุฃ็อลละเซาะฮฺ) 
รวมถึงอาหารที่ปนเปื้อนหรือสัมผัสกับนญิส เว้นแต่จะได้ขจัดนญิสนั้นออกไปแล้ว  

-  อัล-กุรอาน หมายถึง คัมภีร์ในศาสนาอิสลามที่อัลลอฮ์ (ซุบบะฮานะฮูวะตะอาลา) ทรง
ประทานให้ศาสดามูฮัมมัด (ศ็อลลัลลอฮุอะลัยฮิวะสัลลัม) เป็นธรรมนูญสูงสุดของศาสนาอิสลาม 

-  อัล-ซุนนะห์ หมายถึง แบบฉบับจากศาสดามูฮัมมัด (ศ็อลลัลลอฮุอะลัยฮิวะสัลลัม) ทั้ง
ทางด้านวจนะ การปฏิบัติ การยอมรับ และถือเป็นบทบัญญัติรองจากอัล-กุรอาน 

-  อัล-อิจมะห์ หมายถึง ความเห็นพ้องต้องกันหรือมติเอกฉันท์  หรือการที่ผู้ที่มี
ความสามารถวิเคราะห์หาข้อก าหนดจากตัวบทอัล-กุรอาน หรืออัล-ซุนนะห์ได้เองเห็นพ้องต้องกัน
ในการตีความศาสนบัญญัติอิสลาม 

-  อัล-กิยาส หมายถึง การน าเอาสิ่งหนึ่งไปเปรียบเทียบกับสิ่งหนึ่ง เช่น เกิดเหตุการณ์หนึ่ง
ขึ้นนักการศาสนาจะใช้การเปรียบเทียบเหตุการณ์นั้นกับอัล-กุรอานหรืออัล-ซุนนะห์หรือ อัล-อิจ
มะห์หรือเหตุการณ์ที่เกิดขึ้นคล้ายคลึงกันเพื่อการตีความทางศาสนา 

-  ศาสนบัญญัติอิสลาม (Islamic law) หมายถึง บทบัญญัติที่มุสลิมต้องถือปฏิบัติโดยยึดตัว
บทจากคัมภีร์อัล-กุรอ่าน อัล-ซุนนะห์ อัล-อิจมะห์ และอัล-กิยาส ซึ่งเป็นที่ยอมรับกันตามแนวทาง
ในสาขานิกาย (มัซฮับ) ชาฟิอีหรือฮานาฟีหรือมาลิกีหรือฮัมบาลีขึ้นอยู่กับแต่ละประเทศที่จะน า
แนวทางนี้ไปใช้ปฏิบัติว่ายึดถือในแนวทางใด 

-  อาหารฮาลาล (Halal food) หมายถึง อาหารที่ได้รับอนุญาตตามศาสนบัญญัติอิสลาม 
รวมถึงสิ่งอื่นที่มีความหมายเช่นเดียวกันและมีคุณสมบัติครบถ้วน ตามข้อก าหนดในมาตรฐานฉบับ
นี ้
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เกณฑ์ก าหนดส าหรับการใช้ค า “ฮาลาล” 
1. อาหารท่ีอนุญาตตามศาสนบัญญัติอิสลาม 

ตามศาสนบัญญัติอิสลามถือว่าแหล่งอาหารทั้งหมดเป็นที่อนุญาตยกเว้นแหล่งอาหาร
รวมทั้งผลิตภัณฑ์และสิ่งที่ได้จากแหล่งอาหาร ต่อไปนี้ 

1. สุกร สุกรป่า และสุนัข 
2. งูและลิง 
3. สัตว์กินเนื้อเป็นอาหารที่มีเขี้ยวและกรงเล็บ เช่น สิงโต เสือ หมีและสัตว์อ่ืนๆที่คล้ายกัน  
4. นกล่าเหยื่อที่มีกรงเล็บ เช่น นกอินทรี นกแร้ง และนกอ่ืนๆที่คล้ายกัน 
5. สัตว์ท าลาย เช่น หนู ตะขาบ แมลงป่อง และสัตว์อ่ืนๆที่คล้ายกัน 
6. สัตว์ที่ห้ามฆ่าในศาสนาอิสลาม เช่น มด ผึ้ง และนกหัวขวาน 
7. สัตว์ที่น่ารังเกียจโดยทั่วไป เช่น เห็บ หมัด ไร เหา แมลงวัน หนอน และสัตว์อ่ืนๆที่ 

คล้ายกัน 
8. สัตว์ที่อาศัยอยู่ได้ทั้งบนบกและในน้ า เช่น กบ จระเข้ เต่าและสัตว์อ่ืนๆที่คล้ายกัน 
9. ลาและฬ่อที่เป็นสัตว์เลี้ยงใช้งาน 
10. สัตว์น้ าที่มีพิษหรือเป็นอันตรายทุกชนิด เว้นแต่พิษหรืออันตรายดังกล่าวได้ถูกก าจัดออก 

ระหว่างกระบวนการผลิตแล้ว 
11.  สัตว์บก สัตว์ปีก สัตว์ประเภทนกที่ไม่ได้ถูกเชือดถูกต้องตามศาสนบัญญัติอิสลาม 
12. เลือดที่มาจากการเชือดหรือไหลออกจากร่างกาย 
13.  อาหารที่ได้จากพืชที่มีพิษหรือท าให้มึนเมาหรือเป็นอันตราย เว้นแต่เมื่อสารดังกล่าวได้ 

ถูกก าจัดออกระหว่างกระบวนการผลิตแล้ว 
14. อาหารและเคร่ืองดื่มที่ก่อให้เกิดความมึนเมา 
15.  เคร่ืองดื่ม แร่ธาตุจากธรรมชาติ และวัตถุเคมีทุกชนิดที่เป็นพิษและก่อให้เกิดอันตราย 
16. อาหารและเคร่ืองดื่มที่มีส่วนประกอบอาหารที่ได้จากการดัดแปรพันธุกรรม (Genetically  

Modified Organism: GMO) จากสารพันธุกรรมของสัตว์ที่ไม่อนุญาตตามศาสนบัญญัติอิสลาม วัตถุ
เจือปนอาหารหรือส่วนผสมอาหารที่มาจากแหล่งข้างต้นตั้งแต่ 1-16 
  2.  การเชือดสัตว์ 

การเชือดสัตว์ที่อนุญาตตามศาสนบัญญัติอิสลามต้องแยกออกจากสัตว์ที่ไม่อนุญาตอย่าง
เด็ดขาดตามหลักเกณฑ์ดังต่อไปนี้ 

1. การเชือดต้องกระท าโดยมุสลิมผู้ศรัทธาและมีความรู้ความเข้าใจในวิธีการเชือดสัตว์ตาม  
ศาสนบัญญัติอิสลาม 

2. สัตว์ที่จะท าการเชือดต้องเป็นสัตว์ที่อนุญาตให้ใช้เป็นอาหารได้ตามศาสนบัญญัติอิสลาม 
3. สัตว์จะต้องมีชีวิต ณ เวลาที่เชือด 
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4. การเชือดต้องตัดหลอดลม หลอดอาหาร เส้นเลือดแดงใหญ่ และเส้นเลือดใหญ่บริเวณ 
ล าคอให้ขาดในคราวเดียว หากมีความจ าเป็นจะต้องรีบด าเนินการเชือดซ้ าก่อนสัตว์ตาย 

5. ก่อนที่จะเชือดสัตว์ต้องกล่าวค าว่า “บิสมิลลา อัลลอฮุอักบัร” หรือ“บิสมิลลาฮิรฺเราะฮฺมานิรฺ 
รอฮีม” 

6. การเชือดให้ใช้เฉพาะมีดหรือเคร่ืองมือที่คมและไม่ควรยกออกจากล าคอสัตว์ขณะท าการ 
เชือด สัตว์จะต้องตายเพราะการเชือด โดยไม่ทรมาน 

7. ไม่ควรท าให้สัตว์สลบหรือหมดสติก่อนการเชือด (stunning) เว้นแต่กรณีที่จ าเป็น การ 
กระท าดังกล่าวต้องเป็นไปตามที่ก าหนดไว้ 

8. ไม่ควรเชือดสัตว์ปีกโดยใช้เคร่ืองเชือดกล เว้นแต่กรณีที่จ าเป็น การกระท าดังกล่าวต้อง 
เป็นไปตามที่ก าหนดไว้ 
        การจัดเตรียม การผลิต การขนส่ง และการเก็บรักษา 
 อาหารที่ผ่านกระบวนการผลิตจะฮาลาลได้ต่อเมื่อเข้าเงื่อนไขดังต่อไปนี้ 

1. อาหารต้องไม่มีส่วนประกอบที่มาจากสัตว์ซึ่งไม่อนุญาต หรือมาจากสัตว์ที่เชือดไม่เป็นไป 
ตามศาสนบัญญัติอิสลาม                                             

2.  อาหารต้องจัดเตรียม การผ่านกระบวนการผลิต การเก็บรักษาหรือการขนส่ง โดยใช้ 
อุปกรณ์ที่ไม่มีปนเปื้อนนญิส 

3.  ในระหว่างการเก็บรักษาและการขนส่ง อาหารเหล่านั้นจะต้องแยกออกจากอาหารอ่ืนๆ  
หรือจากสิ่งที่เป็นนญิส 

4. ในระหว่างการเก็บรักษาและการขนส่ง วัตถุดิบที่จะน ามาใช้ในการผลิตและผลิตภัณฑ์ 
อาหารฮาลาลจะต้องแยกออกจากอาหารอ่ืนๆที่ไม่มีคุณสมบัติ หรือมีมาตรการที่สามารถป้องกันการ
ปนเปื้อนจากสิ่งที่เป็นนญิส 

5. กรณีการใช้อุปกรณ์ที่ผ่านการใช้กับอาหารที่ไม่ใช่ฮาลาลมาก่อน ต้องล้างท าความสะอาด 
ตามศาสนบัญญัติอิสลาม  

6.  เคร่ืองมือ ภาชนะ เคร่ืองจักรและอุปกรณ์การผลิตอาหารฮาลาลต้องไม่ท ามาจากวัสดุที่ 
เป็นนญิส หรือต้องไม่มีส่วนประกอบของนญิสตามศาสนบัญญัติอิสลาม 

7. กรณีที่มีการเปลี่ยนสายการผลิตอาหารที่ปนเปื้อนนญิสชนิดหนักมาผลิตอาหารฮาลาล 
สายการผลิตน้ันจะต้องได้รับการล้างและช าระตามศาสนบัญญัติอิสลาม ขั้นตอนการปฏิบัตินี้จะต้อง
อยู่ภายใต้การดูแลและทวนสอบผลการล้างโดยองค์กรทางศาสนาอิสลาม เมื่อได้มีการปรับเปลี่ยน
สายการผลิตมาสู่การผลิตอาหารฮาลาลแล้วต้องผลิตอาหารฮาลาลเท่ านั้น หากมีการเปลี่ยน
สายการผลิตไปสู่การผลิตอาหารที่ปนเปื้อนนญิสชนิดหนัก จะไม่อนุญาตให้กลับมาสู่การผลิต
อาหารฮาลาลอีก 
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              การช าระล้างนญิส 

เคร่ืองมือ เคร่ืองจักร และอุปกรณ์ที่สัมผัสกับอาหารโดยตรงหรือปนเปื้อนนญิส ทุกชนิดไม่
ว่าจะมองเห็นหรือไม่ต้องก าจัดด้วยวิธีล้างท าความสะอาดตามที่ระบุไว้ในศาสนบัญญัติอิสลาม 
             สุขลักษณะอาหาร  

อาหารทุกชนิดควรเตรียม ผลิต ปรุง ผ่านกระบวนการบรรจุ ขนส่ง และเก็บรักษาตามศาสน
บัญญัติอิสลามและกฎหมายที่เกี่ยวข้องหรือตามหลักเกณฑ์ทั่วไปเกี่ยวกับสุขลักษณะอาหา ร
โครงการมาตรฐานอาหารเอฟ เอ โอ/ดับบลิว เอช โอ (Codex General Principles on Food Hygiene) 
และมาตรฐานอาหารของโครงการมาตรฐานอาหาร เอฟ เอ โอ/ดับบลิว เอช โอ เร่ืองอื่นๆที่เกี่ยวข้อง 

บรรจุภัณฑ์และการบรรจุ 
บรรจุภัณฑ์ต้องฮาลาล และไม่เป็นวัตถุที่เป็นอันตรายต่อสุขภาพของมนุษย์ และไม่ท ามา

จากสิ่งที่ประกาศว่าเป็นนญิสตามศาสนบัญญัติอิสลามกระบวนการบรรจุต้องกระท าในพื้นที่ที่
สะอาดไม่มีการปนเปื้อนนญิสและปฏิบัติอย่างถูกสุขลักษณะ 

การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ วิธีการน าเสนอ (display) การโฆษณา และการจัดจ าหน่าย 
ต้องแยกผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาล ที่ต้องการเก็บรักษา การน าเสนอ และการจัดจ าหน่ายออก

จากผลิตภัณฑ์ที่ไม่ฮาลาลหรือควรจะแสดงเคร่ืองหมาย “ฮาลาล” หรือ  “ซาบีหะฮฺ” (เชือดถูกต้อง
ตามศาสนบัญญัติอิสลาม) ตามแต่กรณี จ าแนกในทุกขั้นตอนของการด าเนินงาน ทั้งนี้เพื่อป้องกัน
การปะปนหรือปนเปื้อนจากสิ่งที่ไม่ฮาลาล 

การแสดงเครื่องหมายและฉลาก อาหารฮาลาลให้มีข้อก าหนดฉลากเพิ่มเติมดังนี้ 
        วัสดุที่เป็นฉลากและสัมผัสโดยตรงกับผลิตภัณฑ์อาหาร ต้องไม่ เป็นวัสดุที่เป็นนญิสหรือมี
ส่วนประกอบที่เป็นนญิสหรือปนเปื้อนนญิส และไม่เป็นวัสดุที่มีอันตรายต่อสุขภาพ 

 อาหารที่จะกล่าวอ้างว่าเป็นอาหารฮาลาล ต้องแสดงค าว่า  ฮาลาล (Halal) หรือข้อความอ่ืน
ที่เทียบเท่า เช่น ซาบีหะฮฺ หรือเคร่ืองหมายที่ได้รับการยอมรับจากหน่วยรับรองบนฉลากอาหาร 

การกล่าวอ้างว่าเป็นอาหารฮาลาลต้องไม่กระท าในลักษณะที่ก่อให้เกิดข้อสงสัยเกี่ยวกับ
ความปลอดภัยของอาหาร และไม่ท าให้เกิดความเข้าใจผิดเกี่ยวกับการได้รับการรับรองฮาลาล หรือ
ท าให้เข้าใจว่าอาหารฮาลาล มีคุณค่าทางโภชนาการสูงกว่าหรือมีประโยชน์ต่อสุขภาพมากกว่า
อาหารชนิดอ่ืนๆ 

ถึงแม้ประเทศไทยจะมีมาตรฐานฮาลาลเพื่อใช้เป็นแนวทางในการด าเนินการผลิตอาหาร    
ฮาลาลให้ถูกต้องตามหลักการศาสนาอิสลาม แต่ก็พบผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาลที่ผ่านมาจ านวนไม่
น้อยเกิดการปนเปื้อนสิ่งต้องห้ามจ าหน่ายให้แก่ผู้บริโภคมุสลิมอยู่บ่อยคร้ังทั้งที่เกิดจากความ
รู้เท่าไม่ถึงการณ์หรือเกิดจากการจงใจ ดังนั้นการพัฒนาเทคนิคที่มีศักยภาพสูงในการตรวจวัดการ
ปนเปื้อนสิ่งต้องห้ามในอาหารฮาลาลจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.3  พัฒนาการการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนเนื้อสัตว์ในผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูป 
ความซับซ้อนของกระบวนการผลิตอาหารทางอุตสาหกรรมสมัยใหม่ที่ส่วนใหญ่พัฒนาขึ้น

โดยผู้ที่ขาดความเข้าใจความต้องการของผู้บริโภคมุสลิมก่อให้เกิดปัญหาการปนเปื้อนสิ่ งต้องห้าม
ตามศาสนบัญญัติอิสลามเข้าสู่ผลิตภัณฑ์อาหารที่จ าหน่ายให้แก่ผู้บริโภคมุสลิมอยู่บ่อยคร้ัง จากการ
ตรวจสอบของศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พบว่าเฉพาะสารเคมีที่ใน
กระบวนการผลิตมีการใช้เอนไซม์จากสุกรมีมากถึง 186 ชนิดน าไปใช้ผลิตอาหารมากกว่าพัน
รายการ นอกจากนี้การปลอมปนเนื้อสัตว์ต้องห้ามเพื่อทดแทนเนื้อสัตว์ที่ราคาแพงกว่าด้วยเนื้อสัตว์
ราคาถูกก็พบอยู่บ่อยคร้ัง เช่นการปลอมปนเนื้อสุกร เนื้อม้า เนื้อหนูและเนื้อสุนัข ในผลิตภัณฑ์แปร
รูปจากเนื้อวัว (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2556) เพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคมุสลิมและประกัน
คุณภาพของอาหารฮาลาลรวมถึงการสร้างภาพลักษณ์ที่ดีของประเทศในการเฝ้าระวังการปนเปื้อน
จึงมีความจ าเป็น ดังน้ันการพัฒนาเทคนิคที่มีศักยภาพสูงในการตรวจวัดการปนเปื้อนสิ่งต้องห้ามใน
อาหารฮาลาล โดยเฉพาะการปนเปื้อนเนื้อสัตว์ต้องห้ามจึงมีความส าคัญอย่างยิ่ง เทคนิคการทดสอบ
การปนเปื้อนเนื้อสัตว์จึงได้รับการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง (Tanabe et al., 2007; Yaakob, 2010) 
       2.3.1  การตรวจวิเคราะห์โปรตีนจากเนื้อสุกรและเนื้อสัตว์อื่นๆ 

วิธีที่นิยมใช้ในการการตรวจสอบการปนเปื้อน จะใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาซึ่งสามารถ
ตรวจวัดได้จากโปรตีนหรือดีเอ็นเอที่ได้จากเนื้อสัตว์ ซึ่งมีความจ าเพาะเจาะจงสูง แต่เทคนิคทาง
โปรตีนเช่น Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ยังมีข้อเสียเนื่องจากโปรตีนถูกท าลาย
ระหว่างกระบวนการผลิตอาหาร หรือผ่านความร้อน หรืออยู่ในรูปเนื้อผสม ท าให้ยากต่อการ
ตรวจวัดและมีความไวต่ า (Ayaz et al., 2005) เนื่องจากการตรวจการปนเปื้อนของเนื้อสัตว์โดยวิธี
วิเคราะห์หาโปรตีนจ าเพาะนั้น มีความไวและความจ าเพาะต่ า อีกทั้งไม่สามารถตรวจวิเคราะห์
อาหารที่ผ่านความร้อนและกระบวนการต่างๆ จึงไม่เหมาะสมในการตรวจการปนเปื้อนใน
ผลิตภัณฑ์อาหาร (พรพิมล มะหะหมัด, 2549) การตรวจวิเคราะห์จากดีเอ็นเอจึงมีข้อดีกว่า เนื่องจาก
ดีเอ็นเอมีความคงทนกว่าโปรตีนมากและตรวจวัดได้ในเนื้อผสม อีกทั้งมีความไวและมีความจ าเพาะ
สูง (Bellis et al., 2003)  
       2.3.2  การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอจากเนื้อสัตว์ 

การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอจากสัตว์เป็นการตรวจวิเคราะห์ที่มีความไวและความจ าเพาะสูง 
และนิยมมากในปัจจุบัน สามารถใช้ตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหาร การติดฉลากที่ถูกต้อง 
การวินิจฉัยโรคติดเชื้อในเนื้อสัตว์และการปนเปื้อนของเนื้อสัตว์หะรอมส าหรับเหตุผลทางศาสนา 
ซึ่งการจ าแนกสปีชีส์โดยวิธีทางดีเอ็นเอนั้นจ าแนกโดยใช้ล าดับเบสของดีเอ็นเอในบริเวณยีนที่
จ าเพาะ โดยบริเวณยีนที่ใช้ในการจ าแนกเนื้อสัตว์ในแต่ละสปีชีส์ที่มีการรายงานเป็น potential 
markers มี 3 บริเวณ คือบริเวณภายใน chromosomal, mitochondrial DNA (mtDNA) และ 
ribosomal RNA (rRNA) (อาณัฐ เด่นยิ่งโยชน์, 2560) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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              2.3.2.1 DNA hybridization 

การใช้เทคนิค DNA hybridization ซึ่งมีข้อเสียเนื่องจากใช้เวลานานในการติดฉลากโพรบ 
(พรพิมล มะหะหมัด, 2549) ต่อมาจึงพัฒนาใช้วิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 
(Polymerase chain reaction หรือ PCR) โดยเทคนิค PCR จะใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
(Oligonucleotide primers) สายสั้นๆ ของล าดับเบสคู่สมกับสายดีเอ็นเอแม่แบบ โดยใช้เคร่ืองเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (Garibyan, and Avashia., 2013) และสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายได้  
             2.3.2.2 วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส Polymerase Chain Reaction (PCR) 

การจ าแนกสปีชีส์โดยวิธี PCR จะใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์(Oligonucleotide 
primers) สายสั้นๆ ของล าดับเบสคู่สมกันกับสาย DNA แม่แบบ โดยใช้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม และสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายได้เป็นจ านวนล้าน
เท่า (อาณัฐ เด่นยิ่งโยชน์, 2560) 
              2.3.2.3  Random Amplification of Polymorphic (RAPD) 

Random Amplification of Polymorphic (RAPD)  เป็นเทคนิคที่อาศัยหลักการเพิ่มขยาย
ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการท างานของ PCR ใช้ไพร์เมอร์ขนาดสั้นประมาณ 10 เบส 
เพียงชนิดเดียวที่มีล าดับเบสแบบการสุ่ม (random primer) ซึ่งไม่จ าเพาะกับยีนใด แล้วน ามาแยก
ขนาดของดี เ อ็น เอที่ ได้ โดยการแยกขนาดดี เ อ็น เอด้วยกระแสไฟฟ้ าบนวุ้นอะกาโรส                                 
(อาณัฐ เด่นยิ่งโยชน์, 2560) 

2.3.2.4  Single strand conformational polrmorphism analysis (SSCP) 
เป็นเทคนิคหนึ่งที่นิยมใช้ส าหรับการตรวจการกลายพันธุ์โดยเอ็นเอสายคู่ของ PCR product 

จะถูกแยกเป็นสายเดี่ยว และน าไปแยกด้วย polyacrymide gel electrophoresis ภายใต้สภาวะที่
เหมาะสม ต าแหน่งแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏให้เห็นจะขึ้นอยู่กับลักษณะ ขนาดและโครงสร้างของสายดี
เอ็นเอ (อาณัฐ เด่นยิ่งโยชน์, 2560) 

2.3.2.5  Multiplex PCR 
เทคนิค Multiplex PCR รวมไพรเมอร์ มากกว่า 2 ชนิดขึ้นไปเพื่อใช้ในการแยกสัตว์หลาย 

สปีชีส์ (Kitpipit et al., 2014) ใช้ Multiplex-PCR ในการแยกเนื้อสัตว์แต่ละชนิดที่บริเวณยีน 
mitochondrial cytochrome b, cytochrome oxidase I และ 12s rRNA โดยรวมไพรเมอร์ทั้งหมด 6 คู่
เพื่อแยกสปีชีส์ของเนื้อสัตว์ทั้งหมด 6 ชนิดออกจากกัน ได้แก่เนื้อสุกร เนื้อแกะ เนื้อไก่                          
เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อม้าและเนื้อวัว ที่ผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ที่ความยาว 100, 119, 133, 155, 
253 และ 311 คู่เบส ตามล าดับ ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างของสัตว์แต่ละสปีชีส์ได้ อย่างไรก็ตาม
เทคนิค PCR เวลาตรวจวัดปริมาณผลผลิตที่เกิดขึ้นจะกระท าหลังจากปฏิกิริยาการเพิ่มขยายสิ้นสุด

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ลงด้วยกระแสไฟฟ้า ซึ่งมีความยุ่งยาก อาจเกิดการปนเปื้อนได้ และใช้เวลาในการตรวจสอบนาน 
(Klomtong and Duangjinda, 2013)  

2.3.2.6 Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism 
Analysis (PCR-RFLP) 

PCR-RFLP เป็นเทคนิคการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นในบริเวณที่จ าเพาะจากนั้นน ามา
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพื่อแยกความแตกต่างของล าดับเบสที่ใกล้เคียงกับเทคนิค PCR-RFLP  
ได้ถูกน ามาใช้ในการแยกสปีชีส์ของเนื้อสัตว์ชนิดต่างๆ (อาณัฐ เด่นยิ่งโยชน์, 2560) 

2.3.2.7 Real-Time PCR 
เทคนิค  Real-Time PCR เป็นการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ โดยที่สามารถตรวจวัดปริมาณ

ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง ณ เวลานั้นๆ การวิเคราะห์โดย Real-Time PCR ข้อมูลจะถูกน าไปประมวลผล
ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ของเคร่ืองและแสดงผลออกมา โดยทั่วไปจะมีกราฟแสดงความสัมพันธ์
ระหว่างอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในแต่ละรอบรวมถึงกราฟแสดงระดับสารเรืองแสงที่เปลี่ยนแปลงใน 
PCR แต่ละรอบแบบ Real-Time  สามารถวิเคราะห์ในเชิงปริมาณโดยเปรียบเทียบดีเอ็นเอของ
ตัวอย่างที่ต้องการทราบปริมาณกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบปริมาณอยู่แล้วจากกราฟดีเอ็นเอ
มาตรฐานที่สร้างไว้ (Safdar and Junejo, 2015) Rungmee และคณะ (2011) ได้ศึกษาการพัฒนาวิธี
ตรวจหาเนื้อสุกรด้วยเทคนิค Real time PCR จากตัวอย่างเนื้อสัตว์และอาหารที่ท าจากเนื้อสัตว์ 
ขั้นตอนการสกัด DNA ใช้น้ ายาส าเร็จรูป ชุด primer และ probe ที่จ าเพาะต่อยีน cytochrome b ของ
เนื้อสุกรได้ออกแบบขึ้น ซึ่ง probe ที่ใช้เป็นชนิด hydrolysis probe พบว่าสามารถตรวจหา DNA 
ของเนื้อสุกรที่มีระดับความเข้มข้นต่ าสุดประมาณ 0.001–0.01 เปอร์เซ็นต์ จากการน าไปใช้ตรวจ
ตัวอย่างอาหารที่ท าจากเนื้อสัตว์ที่ทราบชนิดจ านวน 62 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเนื้อสุกร 33 ตัวอย่าง 
และเนื้อสัตว์ชนิดอ่ืนๆ 29 ตัวอย่าง พบว่าวิธีนี้มีความไว ความจ าเพาะและความถูกต้อง 100 
เปอร์เซ็นต์ทั้ง 3 คุณสมบัติ สรุปได้ว่าวิธีนี้จึงมีความเหมาะสมในการน าไปใช้ตรวจหาเนื้อสุกรใน
ตัวอย่างเน้ือสัตว์และอาหารที่ท ามาจากเนื้อสัตว์ (วงศ์ขวัญ และคณะ, 2554) 
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2.4  หลักการ Real time PCR 

เทคนิค Real time PCR เกิดจากการพัฒนาเทคโนโลยี 2 ส่วนใหญ่ ๆ คือ การพัฒนา
เทคโนโลยีการตรวจหา PCR products ในสารละลายโดยการใช้สารเรืองแสง (fluorescence 
reporters) ต่าง ๆ และการพัฒนาเคร่ือง thermocycler ซึ่งแต่เดิมเป็นแค่เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิขึ้นลง
ตามระยะเวลาที่ก าหนด มาเป็นเคร่ือง real time thermocycler โดยเพิ่มส่วนที่เป็นแหล่งก าเนิดแสง
เพื่อไปก่อให้เกิดการเรืองแสงของ PCR products และส่วนตรวจวัดการเรืองแสงที่เกิดจาก PCR 
product ในหลอดปฏิกิริยา (ภาพที่ 2.2) ดังนั้น การท า Real time PCR จึงเป็นการท าการเพิ่มขยาย
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยที่เราสามารถตรวจวัดปริมาณ PCR products ที่เกิดขึ้นจริง ณ เวลานั้น ๆ ซึ่งต่าง 
จาก conventional PCR ซึ่งการตรวจ PCR products จะกระท าหลังจากปฏิกิริยาการเพิ่มขยายสิ้นสุด 

 
ภาพท่ี 2.2  แสดงเคร่ือง real time thermocycler 

ที่มา : Wittwer และคณะ (1997) 
 
เคร่ือง real time thermocycler ประกอบด้วย 2 ส่วนใหญ่ ๆ คือ ส่วนควบคุมอุณหภูมิเพื่อให้

เกิดปฏิกิริยา PCR เป็นส่วนที่มีหลักการท างานเหมือนเคร่ือง PCR แบบดั้งเดิม ในรูปนี้หลอด
ปฏิกิริยาจะมีลักษณะเป็นหลอดแก้ว ซึ่งจะสามารถดูดถ่ายความร้อนได้เร็วกว่าหลอด PCR ที่เป็น
หลอดพลาสติกท าให้ระยะเวลาการท า PCR สั้นลงกว่าเดิมมาก ส่วนที่ 2 เป็นส่วน Fluorimeter 
optical unit ประกอบด้วยแหล่งก าเนิดแสงและส่วนตรวจรับสัญญาณแสงที่ถูกปลดปล่อยจาก 
reporter dye และมีการประมวลค่าสัญญาณแสงเพื่อแสดงผลในที่สุด เนื่องจากสัญญาณการเรือง
แสงที่วัดได้ในแต่ละรอบสามารถถูกแสดงผลออกบนหน้าจอทันที จึงเรียกการตรวจวัดเช่นนี้ว่า On-

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



20 
 
line and Real-time  Detection การตรวจวัดแบบ Cycle-by-cycle Monitoring นี้เป็นการวัดผลแบบ 
Log-linear phase  Analysis ซึ่งจะท าให้สามารถค านวณหาความเข้มข้นเร่ิมต้นของดีเอ็นเอเป้าหมาย
เร่ิมต้น ได้แม่นย ามากกว่าการทดสอบแบบ End-point ซึ่งในงานวิจัยนี้เราได้ใช้ SYBR Green I Dye 
มีหลักการดังนี้ 
              การตรวจวัด PCR product ด้วย SYBR Green I (A) ในช่วงของการ denature เพื่อสลายดี
เอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว SYBR Green I ยังไม่สามารถเข้าไปจับกับสายดีเอ็นเอสายเดี่ยวได้ (B) 
เมื่อ PCR primer เข้าจับและสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ SYBR Green I จะเร่ิมสอดแทรกเข้าสู่สายคู่ของดี
เอ็นเอ และจะมีการเรืองแสง (emission) เมื่อถูกกระตุ้น (excite) ด้วยแสง (C) ในช่วง DNA 
elongation จะมี SYBR Green I เข้าแทรกในดีเอ็นเอสายเป็นจ านวนมาก เราสามารถตรวจจับการ
เรืองแสงอย่างต่อเนื่องแบบ real-time ได้ และเมื่อ PCR cycle เวียนกลับมาสู่ช่วงของการ denature 
SYBR Green I จะหลุดออกจากสายดีเอ็นเอ การเรืองแสงจะลดลง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2.3  แสดงการตรวจวัด PCR product ด้วย SYBR Green I (A) ในช่วงของการ denature 
ที่มา : Wittwer และคณะ (1997) 
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SYBR Green I เป็นสารเรืองแสง (Fluorochrome) ประเภทหนึ่งที่สามารถเข้าจับกับ minor 
groove ของดีเอ็นเอสายคู่ เมื่อ SYBR Green I เกาะกับดีเอ็นเอสายคู่และถูกกระตุ้น (excite) ด้วยแสง
อุลตราไวโอเลต จะมีการคายพลังงาน (emission) ออกมาในรูปของแสงในช่วงคลื่น (λ) ยาวขึ้น 
สามารถตรวจจับได้ด้วยตัวรับสัญญาณแสงที่ติดตั้งอยู่กับเคร่ือง Real time Thermocycler แม้ว่าการ
จับของ SYBR Green I กับดีเอ็นเอสายคู่ เป็นแบบไม่จ าเพาะ (ณยาพร บริเวธานันท์, 2555)             
เราสามารถแยกสัญญาณการเรืองแสง (fluorescence signal) ที่เกิดจาก primer-dimer และ/หรือ non-
specific products อ่ืน ๆ ออกจาก specific amplified product ได้ด้วยการเปรียบเทียบค่า Tm 
(Wittwer et al.,1997) โดยค่า Tm เป็นคุณสมบัติเฉพาะของดีเอ็นเอสายคู่แต่ละสาย แปรผันโดยตรง
กับ % GC content และความยาวของดีเอ็นเอสายคู่ การหาค่า Tm จากเคร่ือง real time thermocycler 
สามารถวิเคราะห์ได้จาก Melting curve  การทดสอบ Melting curve สามารถใช้แยก PCR products 
ที่แตกต่างออกจากกันได้ เน่ืองจาก PCR products ต่างชนิดกันจะมีค่า Tm แตกต่างกัน(ภาพที่ 2.4)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 2.4  แสดงการทดสอบ Melting curve 
ที่มา : Ririe และคณะ (1997) 

 
โดยสัญญาณการเรืองแสงที่ลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง พวก non-specific 

products หรือ primer-dimer จะมีค่า Tm แตกต่างจาก specific amplified product เช่น Tm ของพวก 
primer-dimer จะมีค่าต่ า เนื่องจากมีขนาดสั้น (15-30 bp) ต่างจาก amplified DNA ซึ่งจะมีขนาดยาว
กว่า (>100 bp) และมีค่า Tm ที่สูงกว่า 
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2.5  การประยุกต์ใช้เทคนิค Real time PCR ในงานด้านต่างๆ  
       2.5.1  การตรวจวินิจฉัยอย่างรวดเร็ว (rapid diagnosis)  

เนื่องจาก การท า Real-Time PCR มีการเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอไปพร้อม ๆ กับการ
ตรวจวัด ท าให้ไม่ต้องเสียเวลาในการตรวจวัดเหมือน conventional PCR จึงใช้เวลาในการตรวจที่
สั้นกว่า จึงเหมาะส าหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยอย่างรวดเร็วโดยเฉพาะอย่างยิ่ง เคร่ือง Real-Time 
PCR บางชนิดใช้หลอดแก้ว (glass capillary tube) เป็นหลอดท าปฏิกิริยา ซึ่งสามารถดูดถ่ายความ
ร้อนได้อย่างรวดเร็ว สามารถท าการเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอได้เสร็จในเวลา 30-40 นาทีเท่านั้น จะ
มีความเหมาะสมที่สุดในการน ามาประยุกต์ใช้ในงานตรวจวินิจฉัยอย่างรวดเร็ว 
       2.5.2  การทดสอบเชิงปริมาณ  

ในปัจจุบันความต้องการในการทดสอบเชิงปริมาณมีมากขึ้น จึงท าให้มีการประยุกต์ใช้
เทคนิค Real-Time PCR มาท าการทดสอบเชิงปริมาณในงานต่าง ๆ อย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งงานการตรวจวินิจฉัยโรคทางการแพทย์ เช่น การประยุกต์ใช้ในการตรวจหาปริมาณไวรัสในเลือด
เพื่อใช้ในการท านายโรคและติดตามการรักษา การตรวจหา minimal residual disease ในโรคมะเร็ง
เม็ดเลือดขาว การตรวจดูระดับการแสดงออกของยีนต่าง ๆ เป็นต้น 
       2.5.3  การทดสอบ PCR products โดย melting curve  
              ดีเอ็นเอสายคู่แต่ละคู่จะมีค่า Tm ที่ต่างกัน โดยความแตกต่างจะแปรผันโดยตรงกับ % GC 
content และความยาวของดีเอ็นเอสายคู่นั้น ๆ ดังนั้น  เราสามารถน าค่า Tm ของดีเอ็นเอมา
ประยุกต์ใช้ในงานต่าง ๆ มากมาย เช่น ใช้จ าแนก Specific และ Non-specific PCR product ออกจาก
กัน ตลอดจนสามารถใช้แยก PCR products ต่างชนิดในหลอดปฏิกิริยาเดียวกันออกจากกัน (ภาพที่ 
2.5) แสดงขั้นตอนปฏิกิริยา PCRการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนที่สนใจ หรือการตรวจหา single 
nucleotide polymorphism (SNP) โดยการออกแบบ hybridization probe ให้ครอบคลุมในส่วนที่เกิด
การกลายพันธุ์ เมื่อตรวจสอบค่า Tm ระหว่าง hybridization probe กับ ดีเอ็นเอเป้าหมาย จะพบว่าใน
ตัวอย่างที่เกิดการกลายพันธุ์จะมีบางเบสที่ probe ไม่สามารถจับกับดีเอ็นเอเป้าหมาย (mismatch) ท า
ให้มีค่า Tm ต่ ากว่าตัวอย่างที่มีความปกติ ซึ่ง probe จะจับกับดีเอ็นเอเป้าหมายได้อย่างสมบูรณ์ 
(perfect match) 
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ภาพท่ี 2.5 แสดงขั้นตอนปฏิกิริยา PCR 
ที่มา : http://www.wvww.vcharkarn.com/vcafe/39569 

 

2.6  การประยุกต์ใช้เทคนิค Real-Time PCR กับอุตสาหกรรมอาหารฮาลาล 

จากความสามารถของเทคนิค Real-Time PCR ผนวกกับการเฝ้าระวังการปนเปื้อนสิ่ง
ต้องห้ามของผู้บริโภคชาวมุสลิม เพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคมุสลิมและการประกันคุณภาพของ
อาหารฮาลาล หน่วยงานต่างๆ ด้านมาตรฐานอาหารฮาลาลรวมถึงนักวิจัยในหลายประเทศได้ใช้
เทคนิค Real-Time PCR เป็นฐานในการพัฒนาการตรวจวัดการปนเปื้อน เนื่องจากความจ าเพาะและ
ความไวของเทคนิค Real-Time PCR จะสูงกว่าเทคโนโลยีอ่ืนในปัจจุบันที่ใช้ตรวจหาปริมาณตั้งต้น
ของดีเอ็นเอเป้าหมาย ปริมาณไม่กี่โมเลกุลไปจนถึงระดับล้านโมเลกุลได้  ท าให้มีความสะดวกและ
ประหยัดเวลาในการท าการวิเคราะห์ได้ (Cai et al., 2012) 
 Dooley และคณะ (2004) ใช้เทคนิค Real-Time PCR เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 12S 
rRNA พบว่าสามารถจ าแนกเนื้อสุกรจาก เนื้อวัว เนื้อแกะ เนื้อแพะ เนื้อไก่ เนื้อไก่งวง เนื้อเป็ด และ         
เนื้อห่าน และสามารถบอกปริมาณของเนื้อสุกรที่ปนเปื้อนในเนื้อผสมได้ โดยที่สามารถตรวจวัด
เน้ือสุกรปนเปื้อนที่ขีดจ ากัดต่ าสุด 0.1 %  และมีความไวในการตรวจวัดเนื้อสุกรในเนื้อสุกรผสมกับ
เนื้อวัวที่ขีดจ ากัดต่ าสุด 0.5 %  เช่นเดียวกันกับ Kim และคณะ (2016) ใช้ TaqMan Real-Time PCR 
ในการตรวจวัดเน้ือสุกรที่ผสมในเนื้อวัวและเน้ือไก่รวมถึงประยุกต์ในการตรวจวัดการปนเปื้อนเนื้อ
สุกรในตัวอย่างอาหารแปรรูปจากเนื้อสัตว์ชนิดต่างๆ   พบว่ามีความไวส าหรับการตรวจวัดในเนื้อ
ผสมอยู่ที่ช่วง 0.1 เปอร์เซ็นต์ และความไวในการตรวจวัดส าหรับอาหารแปรรูปที่  0.1 พิโคกรัม   
อีกงานวิจัยหนึ่ง Al-Kahtani และคณะ (2017) ได้ศึกษาเปรียบเทียบศักยภาพในการตรวจวัดเนื้อสุกร
ระหว่างเทคนิค PCR แบบดั้งเดิมกับเทคนิค Real-Time PCR โดยการผสมเนื้อสุกรลงในเนื้อสัตว์
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อ่ืนๆ เช่น เนื้อวัว เนื้อไก่ เนื้ออูฐ เนื้อกระต่าย เนื้อแพะและเนื้อแกะ ผสมที่อัตราส่วน 0%, 1%, 5%, 
10% และ 20% ซึ่งพบว่าความไวในการตรวจวัดของเทคนิค Real-Time PCR อยู่ที่ 0.00001  นาโน
กรัม ขณะที่ความไวในการตรวจวัดด้วยเทคนิค PCR ตรวจวัดได้ต่ าสุดเพียง 0.1 นาโนกรัม ซึ่ง
เทคนิค Real-Time PCR มีความไวกว่าเทคนิค PCR แบบดั้งเดิมถึง 10,000 เท่า  
 

2.7  การแพ้เนื้อสัตว์ 
โรคภูมิแพ้ Alpha-gal ส่วนใหญ่มักจะเกิดขึ้นในภาคกลางและภาคใต้ของสหรัฐอเมริกา 

โดยสารประกอบคาร์โบไฮเดรตที่เข้าไปในกระแสเลือดโดยการถูกกัดของสัตว์ ซึ่งสารนี้มีอยู่ใน
เนื้อสัตว์  ผู้ที่ถูกเห็บกัดจะมีอาการหนึ่งที่ถูกกระตุ้นให้แพ้อาหาร จากการศึกษา เมื่อถูกแมลงคล้าย
แมงมุมกัดจะกระตุ้นให้เกิดอาการแพ้เนื้อสัตว์ได้  ในสหรัฐอเมริกา ผู้ป่วยจะทรมานอย่างรุนแรง
เป็นเวลาหลายชั่วโมงหลังจากที่กินเนื้อแดง ผู้เชี่ยวชาญตรวจสอบการตอบสนองต่อการแพ้จากเห็บ
กัด โดยเฉพาะเห็บโลนสตาร์ เมื่อสารประกอบคาร์โบไฮเดรตเข้าไปในกระแสเลือด ซึ่งสารนี้มีอยู่
ในส่วนประกอบของเนื้อสัตว์ การกัดของเห็บจะเข้าไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายให้จดจ า
และมีการตอบสนองคร้ังต่อไปเมื่อได้รับสารตัวนี้อีกคร้ัง แต่ถ้าผู้ที่สงสัยว่าถูกเห็บกัด กินสเต็กเข้า
ไป อาการคันที่รุนแรงทั้งร่างกาย อาการลมพิษ angioedema ความผิดปกติของระบบทางเดินอาหาร
และแพ้รุนแรงถึงขนาดเสียชีวิต 

ดาวน์ซินโดรมของโรคภูมิแพ้ Alpha-gal ในมนุษย์จะคล้ายกับ สุกร แมว ดาวน์ซินโดรม
และดาวน์ซินโดรมของสุกร แมวจะมีการตอบสนองการแพ้ทันที ในขณะที่โรคภูมิแพ้ Alpha-gal 
ขอมนุษย์จะมีอาการแพ้หลังจาก 3-8 ชั่วโมง หลังจากกลืนกินสารก่อภูมิแพ้นั้น ผู้ที่ได้รับสารก่อ
ภูมิแพ้นี้ควรหลีกเลี่ยงเนื้อสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทั้งหมด เช่น เนื้อวัว, เนื้อสุกร, เนื้อแกะและเนื้อกวาง 
และจากการกัดของเห็บโลนสตาร์ (lone star) อาจจะเข้าไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายให้
ต่อต้านสารประกอบที่พบในเนื้อสัตว์และเป็นอันตรายต่อร่างกายได้ (Zaraska, 2013) 
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บทที ่3 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.1  สารเคมีและอุปกรณ์ 

1. ชุดสกัดดีเอ็นเอ (DNeasy Blood & Tissue Kit , Qiagen, Germany) 
- สารละลายบัฟเฟอร์ ATL  
- สารละลาย Proteinase K  
- สารละลาย RNase  
- สารละลาย Absolute EtOH  
- สารละลายบัฟเฟอร์ AW1  
- สารละลายบัฟเฟอร์ Aw2  
- สารละลายบัฟเฟอร์ AE  
- สารละลายบัฟเฟอร์ PBS  
- DNeasy mini spin column & หลอดเก็บสารละลาย (Collection tube)   

2. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างอาหาร(Wizard® Genomic DNA Purification Kit,  
      Promega, USA )  
  -  สารละลาย Cell lysis  
  -  สารละลาย Nuclei lysis solution 
  -   สารละลายตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation)  
  -   สารละลาย DNA rehydration  
  -   สารละลาย RNase A  
  -   สารละลาย Iso-propanol   
  -  สารละลาย 70% ethanol  
  -  สารละลาย Proteinase K (20 mg/ml in water)  

3.    PCR Master Mix 
- 2XQIAGEN Multiplex PCR (Qiagen, Hilden, Germany) 
- Forward primer (10 μM) ของสัตว์หะรอมแต่ละชนิด 
- Reverse primer (10 μM) ของสัตว์หะรอมแต่ละชนิด 

  -  20x LightCycler®480 ResoLight dye (Roche, Germany) 
- น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
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4. เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมแบบในสภาพจริง (LightCycler® 480 Real-Time 
PCR System Roche, Germany) 

5. เคร่ืองเขย่าสารควบคุมอุณหภูมิ (Shaking incubator) (Eppendorf, Germany) 
6. เคร่ืองปั่นเหว่ียงตกตะกอน (Micro centrifuge) (Tomy Micro ONE, Tomy, Japan) 
7. เคร่ืองปั่นเหว่ียงสารแบบควบคุมอุณหภูมิ (Tomy Tx-201, Tomy, Japan) 
8. ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar air flow cabinet class II) (Nuaire, USA) 
9. เคร่ืองชั่งวิเคราะห์ (Analytical balance) (Pioneer,ohaus, USA) 
10.  ตู้แช่อุณหภูมิต่ า (Laboratory freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Thermo, Germany) 
11.  เคร่ืองเขย่าสาร (Vortex mixer) (G-560E Vortex Genie 2, USA) 
12.  เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง Nanodrop 2000c (Thermo, Germany) 
13.  เคร่ืองวัดขนาดดีเอ็นเอ QIAxcel Capillary Electrophoresis system (Qiagen, Hilden,    

 Germany) 
14.   เคร่ืองดูดจ่ายสารละลาย (Autopipett) 
15.   หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Microcentifuge tube) 
16.   เคร่ืองปั่นอาหาร (Blender) (Otto, Thailand) 
17.   อุปกรณ์เคร่ืองครัว เชน่ ช้อน ส้อม มีด เขียง เป็นต้น  
18.   อุปกรณ์เคร่ืองแก้วอ่ืนๆ  

 

3.2   ตัวอย่างส าหรับใช้สกัดดีเอ็นเอ 
3.2.1 ตัวอย่างส าหรับสกัดดีเอ็นเอเพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอควบคุม (DNA control) ของสัตว์หะรอมทั้ง 

4 ชนิด ได้แก่  สุกร (Sus scrofa) กบ(Bufo melanostictus)  งู (Uropeltis) และจระเข้                  
(Felis catus) ซึ่งในการวิจัยคร้ังนี้มีตัวอย่างที่เป็นเนื้อสัตว์และตัวอย่างที่เป็นเลือด โดยน า
ตัวอย่างมาจากแหล่งจ าหน่ายหรือขอความอนุเคราะห์จากหน่วยงานราชการ ได้แก่                 
คณะสัตวแพทย์ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย องค์กรสวนสัตว์แห่งประเทศไทย กองพันสัตว์ต่างกรมการสัตว์ทหารบก เป็น
ต้น เก็บตัวอย่างจ านวน  3 ซ้ า ตัวอย่างที่เป็นเนื้อ เลือกเอาตัวอย่างมาตัวอย่างละ 100 กรัม 
น ามาบดให้ละเอียดด้วยแท่งบด (pestle) จากนั้นเก็บใส่ในถุงถนอมอาหาร เพื่อน ามาใช้
ส าหรับสกัดดีเอ็นเอต่อไป ส าหรับตัวอย่างที่เป็นเลือด ปิเปตตัวอย่างมาแบ่งใส่หลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตัวอย่างละ 500 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เพื่อใช้ส าหรับสกัดดีเอ็นเอต่อไป ทั้งนี้ได้รวบรวมตัวอย่างและแหล่งที่มาไว้ในตารางที่ 3.1 

3.2.2 ตัวอย่างส าหรับสกัดดีเอ็นเอเพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอควบคุม ได้แก่ ไก่ (Gallus gallus) ม้า 
(Equus caballus) แพะ (Capra aegagrus) แกะ (Ovis aries) สุนัข (Canis lupus familiaris) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ลิง (Macaca fascicularis) หนูนา (Rattus argentiventer) แมว (Felis catus) และลา (Equus 
asinus) เพื่อใช้ทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (specificity test) เก็บตัวอย่างที่เป็นเนื้อสัตว์
และตัวอย่างที่เป็นเลือด จ านวนสัตว์ชนิดละ 5 ตัวอย่าง 

3.2.3 ผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูปที่วางจ าหน่ายเชิงการค้าภายในประเทศไทย ทั้งที่มีการรับรองตรา
ฮาลาลและไม่มีการรับรองตราฮาลาล โดยท าการ สุ่มตัวอย่างทั้งสิ้น 100 ตัวอย่าง  

 
ตารางท่ี 3.1 แสดงสรุปแหล่งที่มาของตัวอย่างที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอควบคุมและทดสอบจ าเพาะ 

ชนิดสัตว์  ประเภทตัวอย่าง แหล่งท่ีมา 
สุกร (Sus scrofa)  เน้ือเยื่อ ตลาดสดสามย่าน ห้างสยามพารากอน             

จ.กรุงเทพฯ 
กบ  
(Bufo melanostictus) 

เน้ือเยื่อ ตลาดสดคลองเตย จ.กรุงเทพฯ 

งู (Uropeltis) เน้ือเยื่อ ตลาดบ่อบัว จ.ฉะเชิงเทรา 
จระเข้( Felis catus) เน้ือเยื่อ ห้างฟู้ดแลนด์ ห้างสยามพารากอน จ.กรุงเทพฯ 
ไก่ (Gallus gallus) เน้ือเยื่อ ตลาดสดสามย่าน ห้างสยามพารากอน                       

จ.กรุงเทพฯ 
ม้า (Equus caballus) เลือด กองพันสัตว์ต่างกรมการสัตว์ทหารบก  

จ.เชียงใหม่ 
แพะ 
(Capra aegagrus) 

เลือด องค์กรสวนสัตว์แห่งประเทศไทย จ.กรุงเทพฯ 

แกะ (Ovis aries) เน้ือเยื่อ ห้างสยามพารากอน จ.กรุงเทพฯ 
สุนัข (Canis lupus 
familiaris) 

เน้ือเยื่อ และเลือด คณะสัตวแพทย์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ลิง (Macaca 
fascicularis) 

เน้ือเยื่อและเลือด คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
องค์การสวนสัตว์แห่งประเทศไทย 

หนู (Rattus 
argentiventer) 

เน้ือเยื่อ  ตลาดสดหัวรอ จ.อยุธยา 

แมว (Felis catus) เน้ือเยื่อ และเลือด คณะสัตวแพทย์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ลา (Equus asinus) เลือด กองพันสัตว์ต่างกรมทหารบก จ.เชียงใหม่ 
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3.3  การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อสัตว์หรือเลือดด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ DNeasy Blood & 
Tissue Kit  

น าเนื้อสัตว์หรือเลือดสัตว์ที่เตรียมไว้ มาสกัดดีเอ็นเอ เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA 
template) ส าหรับเป็นดีเอ็นเอควบคุมและส าหรับการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง ด้วยชุดสกัดดีเอ็น
เอ DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, Germany ซึ่งเร่ิมจากการชั่งตัวอย่างน้ าหนัก 25-30 
มิลลิกรัม หรือปิเปตตัวอย่างเลือดปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 
ATL 180 ไมโครลิตร เพื่อย่อยเนื้อเยื่อท าให้เซลล์แตก ส าหรับตัวอย่างที่เป็นเลือดปิเปตสารละลาย 
PBS เพื่อปรับ pH เขย่าให้เข้ากัน หลังจากนั้นเติมสารละลาย Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
เพื่อย่อยโปรตีน เขย่าและบ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 ชั่วโมงส าหรับตัวอย่างที่
เป็นเนื้อ และ 10 นาทีส าหรับตัวอย่างที่เป็นเลือด เมื่อครบเวลา เขย่าเป็นเวลา 15 วินาที เติม
สารละลายบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอนโปรตีน จากนั้นเขย่า ให้เข้ากัน 
เติมสารละลาย absolute EtOH ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  เขย่าให้เข้ากัน ปิเปตสารละลายผสมจาก
หลอดตัวอย่างลงใน DNeasy mini spin column และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  8,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเทส่วนสารละลายทิ้ง  ย้าย DNeasy mini spin column        
ลงหลอดเก็บตัวอย่าง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติมสารละลาย AW1 ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เทส่วน
สารละลายทิ้ง  น า DNeasy mini spin column ย้ายลง หลอดเก็บตัวอย่างขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอด
ใหม่อีกคร้ัง เติมสารละลาย AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เทส่วนสารละลายทิ้ง  น า DNeasy mini spin 
column ย้ายลงหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติมสารละลายบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เพื่อชะล้างดีเอ็นเอที่เกาะอยู่บริเวณเมมเบรนของ  DNeasy mini spin column ให้ตก
ลงมา ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง เมือ่สกัดเสร็จสิ้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปวัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ เก็บ
ตัวอย่างดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปตรวจวัดด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
(ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2555) 
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3.4  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างอาหารด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ Wizard® Genomic DNA 
Purification Kit 
              การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างอาหารทางการค้าในข้อ 3.2.3 ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit, Promega, USA ตามเอกสารแนะน าของบริษัทผู้ผลิต เร่ิมจากการ
บดตัวอย่างอาหารในถุงถนอมอาหารที่สะอาดจนละเอียด แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ (sterile 
deionize water) 600 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ เวลา 
2 นาที เพื่อก าจัดสารรบกวนปฏิกิริยา PCR  ซึ่งจะมีอยู่มากในอาหาร จากนั้นน าตัวอย่างอาหารมาชั่ง
หนัก ปริมาณ 20-30 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Nuclei lysis 600 
ไมโครลิตร ใช้แท่งบดที่สะอาด บดตัวอย่างจนละเอียดอีกคร้ัง จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน ามาเติมสารละลาย proteinase K  ปริมาณ 17.5 ไมโครลิตร 
เพื่อย่อยสลายโปรตีน บ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนด
แล้วน ามาเติมสารละลาย RNase ปริมาณ 3 ไมโครลิตร เพื่อย่อยสลายอาร์เอ็นเอ หลังจากนั้นน าไป
บ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมสารละลาย protein precipitation 
ปริมาณ 200 ไมโครลิตร เพื่อท าการตกตะกอนโปรตีน โดยเขย่าผสมให้เข้ากันแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที หลังจากนั้นปิเปตเอา
เฉพาะส่วนที่ใสใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองใหม่ และเติมสารละลาย 
isopropanol ปริมาณ 600 ไมโครลิตร แล้วเขย่าผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเทส่วนที่ใสทิ้ง และล้างดีเอ็นเอด้วยสารละลาย 
ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 600 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที จึงเทส่วนที่ใสทิ้งและตากดีเอ็นเอให้แห้งที่อุณหภูมิห้องหรือที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เพื่อให้แห้งเร็วมากขึ้น เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน ามาชะล้างดีเอ็นเอด้วยสารละลาย DNA 
rehydration ปริมาณ 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  เมื่อ
ครบตามเวลาที่ก าหนดไว้แล้วจึงน าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปวัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ 
จากนั้นน าตัวอย่างที่สกัดดีเอ็นเอได้มาเก็บไว้ในตู้แช่ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไป
ทดสอบด้วยปฏิกิริยา Real-Time PCR (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2555) 
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3.5  การวัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ ด้วยเครื่อง 
Nano Drop 2000 Spectrophotometer 
  การสกัดดีเอ็นเอเมื่อเสร็จสิ้นแล้วหลังจากนั้น  จึงน ามาวัดปริมาณและตรวจวัดคุณภาพของ
ดีเอ็นเอด้วยวิธี สเปกโตรโฟโตเมตรี (spectrophotometry) โดยใช้เคร่ือง Nano Drop 2000, Thermo 
Germany โดยเร่ิมจากการท าความสะอาดแท่นวัด (Pedestal) ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อและใช้
กระดาษ Kimwipes เช็ดท าความสะอาดทั้งแท่นวัดและฝาปิด  หลังจากนั้นหยดสารละลาย blank ซึ่ง
จะใช้สารละลายที่ดีเอ็นเอต้องการวัดละลายอยู่ เช่น สารละลายบัฟเฟอร์ AE หรือสารละลาย DNA 
rehydration เช็ดท าความสะอาด เมื่อท าความสะอาดเสร็จเรียบร้อยแล้ว ปิเปตตัวอย่างดีเอ็นเอที่
ต้องการวัด ปริมาณ 2 ไมโครลิตร โดยวัดที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) และที่ความยาว
คลื่น 280 นาโนเมตร (A280) ซึ่งค่าที่วัดได้จะค านวณอัตโนมัติและแสดงผลที่หน้าจอคอมพิวเตอร์ จึง
สามารถประเมินความบริสุทธิ์ได้จาก อัตราส่วนระหว่าง A260 กับ A280 ดังนี ้

- อัตราส่วนระหว่าง A260 กับ A280  ถ้าอยู่ในช่วงระหว่าง 1.65-2.00 จะแสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอที่  
  สกัดได้เป็นสายคู่บริสุทธิ์ ซึ่งสามารถน าไปท าปฏิกิริยา Real-Time PCR ต่อไปได ้

 - อัตราส่วนระหว่าง A260 กับ A280  ถ้ามากกว่า 2.00 จะแสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอที่ได้มีอาร์เอ็นเอ 
         ปะปนอยู่ 
 - อัตราส่วนระหว่าง A260 กับ A280 ถ้าน้อยกว่า 1.65 จะแสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอที่ได้มีโปรตีน 
         หรือฟีนอลปะปนอยู่ 
              ต่อจากนั้นจึงน าตัวอย่างที่สกัดได้และผ่านการวัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์
ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ ด้วยเคร่ือง Nano Drop แล้วน ามาเก็บรักษาดีเอ็นเอที่ตู้แช่ -20 องศาเซลเซียส 
เพื่อสามารถน าไปในปฏิกิริยา Real-Time PCR ต่อไป(ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2555) 
 

3.6 การคัดเลือกและออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอแม่แบบของสัตว์      
หะรอม 
               การคัดเลือกและออกแบบไพรเมอร์เร่ิมจากการค้นหาสืบค้นข้อมูลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
เพื่อที่จะน ามาศึกษาเป็นแนวทางในการท าวิจัยหลังจากนั้นจึงสืบค้นหาข้อมูลล าดับเบสของยีนต่างๆ 
ที่มีรายงานอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ของสัตว์หะรอมแต่ละชนิดได้แก่ ได้แก่  สุกร (Sus scrofa) 
กบ (Bufo melanostictus) งู (Uropeltis sp.) และจระเข้ (Felis catus)    ซึ่งในงานวิจัยนี้จะเลือกจาก
ยีนที่ตั้งอยู่บนไมโตคอนเดรีย เช่น Cytochrome b (Cytb), และ 16S rRNA (Ali et al., 2015) ซึ่ง
ความผันแปรทางพันธุกรรมบนยีนเหล่านี้มีความจ าเพาะสูงต่อสิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ และมีจ านวนมาก
ในแต่ละเซลล์รวมถึงมีประสิทธิภาพในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้ดี (Bottero and Dalmasso, 2011) 
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หลังจากนั้นท าการน าข้อมูลล าดับพันธุกรรมของยีนเหล่านี้ในสัตว์แต่ละชนิดจาก
ฐานข้อมูล GenBank มาวิเคราะห์เพื่อหาล าดับพันธุกรรมที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของสัตว์เพื่อสร้าง
ชุดไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer 3 รวมถึงค่า Tm และขนาดผลผลิตปฏิกิริยาของสัตว์ทั้ง 4 ชนิด 
ด้วยโปรแกรม Tm Utilities กรณีสัตว์ชนิดใดมีค่า Tm ใกล้เคียงกันหรือซ้อนทับกันก็ท าการ
ดัดแปลงเพิ่มลดตามล าดับเบสเพื่อเพิ่มอุณหภูมิหรือท าการลดอุณหภูมิค่า Tm จากนั้นตรวจสอบ
ความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่มีการคัดเลือกหรือออกแบบไว้กับสัตว์หรือพืชชนิดอ่ืนโดยท าการ
เปรียบเทียบล าดับพันธุกรรมด้วยโปรแกรม BLAST แบบออนไลน์บนฐานข้อมูล NCBI 
(http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi) (Kitpipit et al., 2014) 
 

3.7  การตรวจวัดดีเอ็นเอของสัตว์หะรอมด้วยเทคนิค Real-Time PCR  
              การตรวจวัดดีเอ็นเอของสัตว์หะรอมด้วยเทคนิค Real-Time PCR ในการตรวจวัดการ
ปนเปื้อนเนื้อสัตว์หะรอม เร่ิมจากการน าไพรเมอร์ที่ผ่านการประเมินและคัดเลือก และเตรียมดีเอ็น
เอควบคุมสัตว์หะรอมทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ สุกร กบ งู และจระเข้ โดยเพิ่มปริมาณของสารพันธุกรรมใน
สัตว์แต่ละชนิดบนยีนไมโตคอนเดรีย โดยท าการแยกสัตว์แต่ละชนิดด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
ซึ่งในปฏิกิริยา PCR Master mix ประกอบด้วย 2X LightCycler®480 Probes Master  ปริมาณ 10 
ไมโครลิตร ไพรเมอร์ของสัตว์หะรอมแต่ละชนิด 0.5 ไมโครลิตร และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาณ 
7.0 ไมโครลิตร ปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเท่ากับ 18 ไมโครลิตร รายละเอียดการเตรียม PCR Master 
mix ดังแสดงในตารางที่ 3.2 หลังจากนั้นจึงปิเปตสารละลาย PCR Master mix ปริมาณ 18 
ไมโครลิตร ลงใน Light Cycler® 480 multiwell plate ปิเปตดีเอ็นเอแม่แบบ 2 ไมโครลิตร ส่วน 
negative control จะใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ แล้วจึงน าเข้าเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม Light 
Cycler® 480 Real-Time PCR System (ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2555) 
 
ตารางท่ี  3.2  แสดงสารเคมีและส่วนประกอบในปฏิกิริยาแบบ Real-Time PCR 

สารเคมี ปริมาณท่ีใช้ต่อ 1 ปฏิกิริยา (μl) 
2X LightCycler®480 Probes Master  10.0 
Forward primer (10 μM) 0.5 
Reverse primer (10 μM) 0.5 
น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 7.0 

รวม 18.0 
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 3.7.1  การตรวจวัดดีเอ็นเอของสุกรด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
 ตั้งค่าโปรแกรมในซอฟต์แวร์ LightCycler 1.5.1 ส าหรับการตรวจวัดสุกรดังนี้ โปรแกรมแยก
สายดีเอ็นเอต้นแบบเร่ิมต้น (pre incubation) 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โปรแกรม 
amplification จ านวนรอบทั้งหมด 35 รอบ ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนด้วยกันคือขั้นแยกสายดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (denature) 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที ขั้นไพรเมอร์เร่ิมต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ 
(annealing) 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที และขั้นสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) 72 องศาเซลเซียส 60 
วินาที หลังจากนั้นวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม melting analysis  ซึ่งเป็นการตรวจวัดผลผลิตปฏิกิริยา
ว่ามีความจ าเพาะหรือไม่ สามารถแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดได้ ประกอบด้วย 3 
ขั้นตอน คือเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั้นจะลดอุณหภูมิลงจนถึง 40 องศา
เซลเซียส 1 นาที และเพิ่มอุณหภูมิขึ้นอีกที่ 65 องศาเซลเซียส และสุดท้ายตั้งค่าโปรแกรม cooling ที่ 
40 องศาเซลเซียส 30 วินาที  เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา ประมวลผลการทดลองที่ได้โดยการวิเคราะห์
รูปแบบความจ าเพาะของ amplification curve และค่า Tm รวม ด้วยโปรแกรม gene scanning 
        3.7.2 การตรวจวัดดีเอ็นเอของกบด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
 ตั้งค่าโปรแกรมในซอฟต์แวร์ LightCycler 1.5.1 ส าหรับการตรวจวัดกบดังนี้ โปรแกรมแยก
สายดีเอ็นเอต้นแบบเร่ิมต้น (pre incubation) 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โปรแกรม 
amplification จ านวนรอบทั้งหมด 42 รอบ ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนด้วยกันคือขั้นแยกสายดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (denature) 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที ขั้นไพรเมอร์เร่ิมต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ 
(annealing) 57 องศาเซลเซียส 30 วินาที และขั้นสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) 72 องศาเซลเซียส 60 
วินาที หลังจากนั้นวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม melting analysis  ซึ่งเป็นการตรวจวัดผลผลิตปฏิกิริยา
ว่ามีความจ าเพาะหรือไม่ สามารถแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดได้ ประกอบด้วย 3 
ขั้นตอน คือเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั้นจะลดอุณหภูมิลงจนถึง 40 องศา
เซลเซียส 1 นาที และเพิ่มอุณหภูมิขึ้นอีกที่ 65 องศาเซลเซียส และสุดท้ายตั้งค่าโปรแกรม Cooling ที่ 
40 องศาเซลเซียส 30 วินาที  เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา ประมวลผลการทดลองที่ได้โดยการวิเคราะห์
รูปแบบความจ าเพาะของ amplification curve และค่า Tm รวม ด้วยโปรแกรม gene scanning 
 3.7.3 การตรวจวัดดีเอ็นเอของงูด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
 ตั้งค่าโปรแกรมในซอฟต์แวร์ LightCycler 1.5.1 ส าหรับการตรวจวัดงูดังนี้ โปรแกรมแยกสาย
ดีเอ็นเอต้นแบบเร่ิมต้น (pre incubation) 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โปรแกรม amplification 
จ านวนรอบทั้งหมด 40 รอบ ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนด้วยกันคือขั้นแยกสายดีเอ็นเอต้นแบบ 
(denature) 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที ขั้นไพรเมอร์เร่ิมต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) 56 
องศาเซลเซียส 30 วินาที และขั้นสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที 
หลังจากนั้นวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม melting analysis ซึ่งเป็นการตรวจวัดผลผลิตปฏิกิริยาว่ามี
ความจ าเพาะหรือไม่ สามารถแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดได้ ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน 
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คือเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั้นจะลดอุณหภูมิลงจนถึง 40 องศาเซลเซียส 1 
นาที และเพิ่มอุณหภูมิขึ้นอีกที่ 65 องศาเซลเซียส และสุดท้ายตั้งค่าโปรแกรม cooling ที่ 40 องศา
เซลเซียส 30 วินาที  เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา ประมวลผลการทดลองที่ได้โดยการวิเคราะห์รูปแบบ
ความจ าเพาะของ amplification curve และค่า Tm รวม ด้วยโปรแกรม gene scanning 
 3.7.4  การตรวจวัดดีเอ็นเอของจระเข้ด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
 ตั้งค่าโปรแกรมในซอฟต์แวร์ LightCycler 1.5.1 ส าหรับการตรวจวัดจระเข้ดังนี้ โปรแกรมแยก
สายดีเอ็นเอต้นแบบเร่ิมต้น (pre incubation) 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โปรแกรม 
amplification จ านวนรอบทั้งหมด 35 รอบ ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนด้วยกันคือขั้นแยกสายดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (denature) 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที ขั้นไพรเมอร์เร่ิมต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ 
(annealing) 63 องศาเซลเซียส 30 วินาที และขั้นสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) 72 องศาเซลเซียส 60 
วินาที หลังจากนั้นวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม melting analysis  ซึ่งเป็นการตรวจวัดผลผลิตปฏิกิริยา
ว่ามีความจ าเพาะหรือไม่ สามารถแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดได้ ประกอบด้วย 3 
ขั้นตอน คือเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั้นจะลดอุณหภูมิลงจนถึง 40 องศา
เซลเซียส 1 นาที และเพิ่มอุณหภูมิขึ้นอีกที่ 65 องศาเซลเซียส และสุดท้ายตั้งค่าโปรแกรม cooling ที่ 
40 องศาเซลเซียส 30 วินาที  เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา ประมวลผลการทดลองที่ได้โดยการวิเคราะห์
รูปแบบความจ าเพาะของ amplification curve และค่า Tm รวม ด้วยโปรแกรม gene scanning 
 
ตารางท่ี  3.3  สรุปการต้ังค่าจ านวนรอบและอุณหภูมิในการตรวจวัดสัตว์หะรอมแต่ละชนิดด้วย 
                      เทคนิค Real-Time PCR 
สัตว์หะรอม จ านวน(รอบ)  Denature (Co) Annealing (Co) Extension(Co) 

 สุกร 35 95 56 72 
กบ 42 95 57 72 
งู 35 95 63 72 
จระเข้ 40 95 56 72 
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3.8  การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค Real-Time PCR 
              การทดสอบความจ าเพาะของคู่ไพรเมอร์สัตว์หะรอมทั้ง 4 คู่ โดยทดสอบกับดีเอ็นเอของ
สัตว์หะรอมชนิดอ่ืนๆ ทั้ง 4 ชนิด และท าการทดสอบกับดีเอ็นเอของสัตว์อ่ืนอีก  9 ชนิด ได้แก่ ไก่ 
ม้า แพะ แกะ สุนัข หนู แมว ลิง และลาโดยมีสภาวะและการตั้งค่าของโปรแกรมที่จะใช้ทดสอบ 
เช่นเดียวกับข้อ 3.7 และหากไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลองมีความจ าเพาะ ผลการทดลองจะให้ผลบวก
เฉพาะกับดีเอ็นเอของสัตว์เป้าหมายเท่านั้น  และจะไม่พบปฏิกิริยาข้ามระหว่างชนิดของสัตว์ที่ไม่ใช่
สัตว์เป้าหมาย (cross reaction) 
 

3.9 การทดสอบความไวหรือความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอที่สามารถตรวจวัดได้ของ
เทคนิค Real-Time PCR 
              ท าการเจือจางดีเอ็นเอควบคุมของสัตว์หะรอมทั้ง 4 ชนิด ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ                    
ที่ความเข้มข้นเป็น 8 ระดับดังนี้ 20 นาโนกรัม 2 นาโนกรัม 0.2 นาโนกรัม 0.02 นาโนกรัม 0.002              
นาโนกรัม 0.0002 นาโนกรัม 0.00002 นาโนกรัม และ 0.000002 นาโนกรัม จากนั้นท าการทดสอบ
ความไวของเทคนิค Real-Time PCR ของสัตว์แต่ละชนิดด้วยคู่ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงต่อสัตว์
ชนิดนั้นๆ โดยในแต่ละปฏิกิริยาจะใช้ดีเอ็นเอควบคุมปริมาณ 2 ไมโครลิตร โดยใช้สภาวะและการ
ตั้งค่าของโปรแกรมที่จะใช้ทดสอบ เช่นเดียวกับข้อ 3.7 ของสัตว์แต่ละชนิด 
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3.10 การประยุกต์ใช้เทคนิค Real-Time PCR ในการตรวจวัดผลิตภัณฑ์อาหารทาง
การค้า 
              การทดสอบความเชื่อถือได้ (reliability test) ของเทคนิค Real-Time PCR โดยการน ามา
ตรวจวัดผลิตภัณฑ์อาหารที่วางจ าหน่ายทางการค้าในประเทศไทย ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีการรับรอง
ตราฮาลาลและไม่มีการรับรองตราฮาลาล ท าการสุ่มเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารที่มีวางจ าหน่ายใน
ห้างสรรพสินค้าและตามท้องตลาดทั่วไป จ านวน 100 ตัวอย่าง โดยแบ่งตัวอย่างออกเป็น 5 กลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่มผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูปส าเร็จรูป 50 ตัวอย่าง กลุ่มผลิตภัณฑ์จากนม 10 ตัวอย่าง กลุ่ม
ผลิตภัณฑ์ขนมอบเบเกอร่ี 10 ตัวอย่าง กลุ่มผลิตภัณฑ์ขนมอบกรอบและช็อคโกแลต 10 ตัวอย่าง 
และกลุ่มผลิตภัณฑ์เคร่ืองปรุงและวัตถุดิบในการประกอบอาหาร 20 ตัวอย่าง จากนั้นน าผลิตภัณฑ์
อาหารมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด Wizard® Genomic DNA Purification Kit ตามข้อ 3.4 และน ามา
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ตามข้อ 3.7.1 , 3.7.2, .3.7.3 และ 3.7.4 สามารถค านวณความ
ถูกต้องของเทคนิคได้จากสมการดังนี้(ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล, 2555) 
 
ความถูกต้อง (Accuracy) = (จ านวนตัวอย่างที่ตรวจพบ + จ านวนตัวอย่างที่ตรวจไม่พบ) X 100% 
                                                             จ านวนตัวอย่างทั้งหมด 
 

3.11  สถานที่และระยะเวลาที่ท าวิจัย 
 สถานท่ี 
        ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่อยู่  254 อาคารวิจัยจุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ชั้น 11-13 ถนนพญาไท แขวงวังใหม่ เขตปทุมวัน จังหวัดกรุงเทพมหานคร 10330 
       ระยะเวลาท่ีท าวิจัย 
        มกราคม พ.ศ. 2559 ถึง ตุลาคม พ.ศ. 2560 
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บทที ่4 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
 

4.1  การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อสัตว์ เลือดสัตว์และตัวอย่างอาหาร 
          งานวิจัยคร้ังนี้ท าการสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อสัตว์และเลือดสัตว์ เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอควบคุม
ส าหรับการทดลอง สกัดด้วยชุดน้ ายา DNeasy Blood & Tissue Kit โดยท าการเตรียมตัวอย่างของ
สัตว์หะรอม ทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ สุกร กบ งู และจระเข้ รวมถึงสัตว์ชนิดอ่ืนๆ ที่น ามาใช้ในการทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ ได้แก่ ไก่ ม้า แพะ แกะ สุนัข หนู แมว ลิง และลา  จ านวนชนิดละ 
3 ซ้ า หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาวัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอด้วย
เคร่ือง Nano Drop 2000 Spectrophotometer จากการทดลองพบว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้จะมีค่าดูดกลืน
แสงอยู่ในช่วงตั้งแต่ 1.76-2.01 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ และสามารถ
สามารถน าไปใช้ในปฏิกิริยา Real-Time PCR ต่อไปได้ (Yalcinkaya et al., 2017) ความเข้มข้นของ
ดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะอยู่ในช่วง 20-297 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.1  
   ส าหรับการทดลองตัวอย่างที่เป็นผลิตภัณฑ์อาหารในการวิจัยคร้ังนี้ ได้แก่ ผลิตภัณฑ์
อาหารแปรรูปส าเร็จรูป 50 ตัวอย่าง ผลิตภัณฑ์จากนม 10 ตัวอย่าง ผลิตภัณฑ์ขนมอบเบเกอร่ี 10 
ตัวอย่าง ผลิตภัณฑ์ขนมอบกรอบและช็อคโกแลต 10 ตัวอย่าง และผลิตภัณฑ์เคร่ืองปรุงและวัตถุดิบ
ในการประกอบอาหาร 20 ตัวอย่าง น าผลิตภัณฑ์อาหารมาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดจากตัวอย่าง
อาหาร Wizard® Genomic DNA Purification Kit ซึ่งก่อนการสกัดดีเอ็นเอจะท าการบดตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์อาหารในถุงถนอมอาหารที่สะอาดจนละเอียดและน ามาล้างต่อด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ  
ต่อจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง เพื่อก าจัดสารรบกวนปฏิกิริยา PCR ซึ่งจะมีอยู่มากในผลิตภัณฑ์อาหาร 
เช่น ไขมัน เคร่ืองรสต่างๆ และเคร่ืองเทศ เป็นต้น ซึ่งจากการทดลองจะพบว่าดีเอ็นเอที่สกัดมาได้ 
จะมีความเข้มข้นของดีเอ็นเอนั้น อยู่ในช่วงตั้งแต่ 89-345 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ปริมาณดีเอ็นเอที่
สกัดได้ค่อนข้างสูง แสดงให้เห็นว่าชุดที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างอาหาร Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit มีศักยภาพสูงเหมาะส าหรับการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างอาหาร ซึ่ง
วิธีนี้เป็นวิธีที่ห้องปฏิบัติการของศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลือกใช้ในการ
สกัดดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนในอาหารฮาลาล 
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ตารางท่ี 4.1  ความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ ตัวอย่างละ 3 ซ้ า ส าหรับใช้เป็น 
                     ดีเอ็นเอควบคุมในการทดลอง 

ตัวอย่างที่น ามาสกัดดีเอ็นเอ ช่วงความเข้มข้น 
(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

ช่วงค่าการดูดกลืนแสง 
A280/A260 

สุกร (Sus scrofa) 104.2-161.1 1.89-2.00 

กบ (Bufo melanostictus) 198.8-297.2 1.81-1.82 

งู (Uropeltis) 46.2-92.0 1.84-1.92 

จระเข้( Felis catus) 71.7-146.9 1.81-1.83 

ไก่ (Gallus gallus) 184.1-259.1 1.81- 1.87 

ม้า (Equus caballus) 26.9-40.2 1.80-1.85 

แพะ(Capra aegagrus) 22.6-25.2 1.79-1.88 

แกะ (Ovis aries) 215.5-59.0 1.81-1.91 

สุนัข (Canis lupus familiaris) 34.9-182.5 1.77-2.01 

ลิง (Macaca fascicularis) 21.4-54.1 1.79-1.85 

หนู (Rattus argentiventer) 55.5-153.8 1.76-1.86 

แมว (Felis catus) 33.1-151.9 1.78-1.93 

ลา (Equus asinus) 20.7-24.6 1.80-1.85 
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ตารางท่ี 4.2  ความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้มาจากตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหาร 
                     ทางการค้าที่วางจ าหน่ายในห้างสรรพสินค้าและตลาดทั่วไป จ านวน 100 ตัวอย่าง 

ชื่อตัวอย่าง จ านวน 
(ตัวอย่าง) 

ช่วงความเข้มข้น 
(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

ช่วงค่าการดูดกลืนแสง 
A280/A260 

ผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูป 50 160-345  1.85-1.98 
ผลิตภัณฑ์จากนม 10 126-251.2  1.82-1.888 
ผลิตภัณฑ์ขนมอบเบเกอรี่ 10 95.2-258.1 1.79-1.95 
ผลิ ตภั ณฑ์ ขนมอบกรอบ
และช็อคโกแลต 

10 212-268.5 1.95-1.99 

ผลิตภัณฑ์เคร่ืองปรุงและ
วัตถุดิบในการประกอบอาหาร 

20 89-125.1 1.76-1.84 

 
4.2 การคัดเลือกและออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอแม่แบบของสัตว์            
หะรอม 
  โดยทั่วไปไพรเมอร์จะมีขนาดของความยาวอยู่ในช่วง 18-24 เบส ซึ่งมีความจ าเพาะและมี
ประสิทธิภาพในการท า PCR โดยมาตรฐานทั่วไปได้ดี แต่ส าหรับแม่พิมพ์ของดีเอ็นเอที่มีล าดับเบส
ที่มีความอนุรักษ์ (conserved sequence) จะไม่มีความแปรผันทางพันธุกรรม (genetic variation) การ
ใช้ไพรเมอร์ที่มีขนาดสั้นกว่า 18 เบสนั้นมีข้อจ ากัดในการใช้งาน เนื่องด้วยอาจเกิดจากการเพิ่มขยาย
ปริมาณแบบไม่จ าเพาะได้ง่าย ไพรเมอร์ทีมีขนาดยาว จะมีอัตราเร็วในการเข้าเกาะติดช้ากว่าไพร
เมอร์ที่มีขนาดสั้น แต่การขยายไพรเมอร์ให้ยาวกว่า 24 เบส ซึ่งพบว่าไม่มีปัญหาในการท า PCR โดย 
PCR จะแปรผันตามความยาวของไพรเมอร์ ซึ่งความจ าเพาะจะเพิ่มขึ้น 4 เท่าของทุกหนึ่งเบสที่
เพิ่มขึ้น (วีระพงศ์ ลุลิตานนท์, 2557) 

การศึกษาคร้ังนี้ ไพรเมอร์ที่ได้ถูกคัดเลือกจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ (Ali et al., 2015; 
Jogayya et al., 2013) รวมถึงมีการออกแบบไพรเมอร์ใหม่ ซึ่งดังตารางที่ 4.3 ซึ่งไพรเมอร์เหล่านี้
ผ่ านก ารตรวจสอบว่ ามี ค ว ามจ า เพ าะ  ด้ ว ย โปรแกรม  BLAST แบบออนไลน์ 
(http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi) และหลังจากนั้นน าไปทดสอบการเพิ่มปริมาณกับดีเอ็นเอของ
สัตว์เป้าหมายด้วยเทคนิค Real-Time PCR ซึ่งใช้เกณฑ์ในการคัดเลือกไพรเมอร์ที่จะเป็นตัวแทน
ของสัตว์แต่ละชนิดคือจะต้องมีการเพิ่มดีเอ็นเอเป้าหมายได้มีความจ าเพาะและไม่เกิดการการ cross 
reaction กับสัตว์ชนิดอ่ืน (ภาคผนวก ก.) 
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ตารางท่ี 4.3  แสดงรายละเอียดของไพรเมอร์ที่ถูกคัดเลือกและออกแบบใหม่ การตรวจวัดด้วย 
                     เทคนิค Real-Time PCR  
สัตว์ 
หะรอม 

ชื่อ 
ไพรเมอร ์

ยีน
เป้าหมาย 

ล าดับเบส (5' to 3') Tm (oC) หมายเหตุ 

สุกร Ali-Pig- F 
Ali-Pig-R 

ND5 CCATCCCAATTATAATATCCAACTC 
TGATTATTTCTTGGCCTGTGTGT 

77.86 Ali และคณะ
(2015) 

กบ ASN-Frog-F  
ASN-Frog-R 

16S CACGAAGGTTATACTGTCTCCT 
CTGAGGTAAATGATGATTCTGG 

79.29 ออกแบบใหม่ 

งู ASN-Snake-F 
ASN-Snake-R 

16S AAGGTTGCGTAATCATTTG 
GAAAGTGGCCATTATTTGGT 

85.29 ออกแบบใหม่ 

จระเข้ CCD1-F 
CCD1-R 

16S AAAGCATTCTGCCTACACCTGAAA 
TTGTGTTGGCTGCTTTAAGGCCTA 

83.87 Jogayya  
และคณะ 
(2013) 

 
หมายเหต ุ:  ND5 หมายถึง  NADH dehydrogenase 5  

 
4.3  การตรวจวัดดีเอ็นเอของสัตว์หะรอมด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
              ไพรเมอร์ของสัตว์หะรอม 4 ชนิด ที่ได้จากล าดับเบสบนยีนไมโตคอนเดรียซึ่งสุกรใช้ยีน 
NADH dehydrogenase 5 (ND5) กบ งู และจระเข้ใช้ยีนบน 16S rRNA น ามาตรวจวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค Real-Time PCR แยกชนิดของสัตว์หะรอมแต่ละชนิด  โดยเตรียมดีเอ็นเอของสัตว์หะรอม
แต่ละชนิด ชนิดละ 3 ซ้ า  (repeatability) และมีการทดสอบความสามารถในการท าซ้ า 
(reproducibility) โดยท าการทดลองมีระยะห่าง 1 สัปดาห์ 

       จากผลการทดลองพบว่า การตรวจวัดดีเอ็นเอของสัตว์หะรอมแต่ละชนิด ประมาณผลจาก 
amplification curve ที่แสดงถึงการเพิ่มดีเอ็นเอเป้าหมายได้ รวมถึงประเมินจากค่า melting 
temperature (Tm) ที่ออกแบบไว้ เทียบกับ Tm ที่วัดได้จริง สุกร มีค่า Tm อยู่ที่อุณหภูมิ                       
77.79 – 77.92 องศาเซลเซียส กบ  มีค่า Tm อยู่ที่อุณหภูมิ 78.92 – 79.90 องศาเซลเซียส งู มีค่า Tm 
อยู่ที่อุณหภูมิ 85.19 – 85.35 องศาเซลเซียสและจระเข้ มีค่า Tm อยู่ที่อุณหภูมิ 83.79 – 83.94 องศา
เซลเซียส ซึ่งแสดงในตารางที่ 4.4 
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ตารางท่ี 4.4  แสดงช่วงค่า Tm เฉลี่ย และช่วงค่า Tm ของสัตว์แต่ละชนิดจากการการวิเคราะห์ด้วย 
                     เทคนิค Real-Time PCR รายละเอียดของคู่ไพรเมอร์ที่เลือกใช้ในงานวิจัยคร้ังนี้ ของ 
                     สัตว์หะรอมทั้ง 4 ชนิด (กราฟไม่ได้ถูกแสดง) 
ชนิดสัตว์หะรอม ค่า Tm (oC) ท่ีออกแบบไว้ ค่า Tm  (oC) เฉลี่ย ช่วงค่า Tm  (oC) 

สุกร ...0 77.86 77.79 – 77.92 
กบ ...0 79.29 78.92 – 79.90 
งู 05.0 85.29 85.19 – 85.35 

จระเข้ 03.0 83.87 83.79 – 83.94 

 
        การตรวจวัดดีเอ็นเอของสุกรนั้นได้คัดเลือกคู่ไพรเมอร์ บนยีน ND5 จากผลงานวิจัย                
(Ali et al., 2015) และเมื่อได้น าไปทดสอบด้วยเทคนิค Real-Time PCR พบว่าให้ผลการทดลองที่
สอดคล้องกับงานวิจัยที่มีรายงานไว้ในเร่ืองความไวและความจ าเพาะ สามารถเพิ่มดีเอ็นเอสุกรได้ มี
ค่า Tm เฉลี่ยที่ 77.86 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 4.1) 
 

 
 
ภาพท่ี 4.1 แสดง Amplification curve ของการตรวจวัดดีเอ็นเอสุกร ทดลอง 3 ซ้ าโดยสามารถเพิ่ม

จ านวนดีเอ็นเอได้รอบที่ 12 
 

 
 
 
 
 

รอบที่ 12 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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              การตรวจวัดดีเอ็นเอของกบ ได้ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบใหม่จากยีน 16S เมื่อน าไปทดสอบ
ด้วยเทคนิค Real-Time PCR สามารถเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอของเป้าหมายได้ มีค่า Tm เฉลี่ยเท่ากับ 
79.29 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 4.2) 
 

 
  

ภาพท่ี 4.2 แสดง Amplification curve ของการตรวจวัดดีเอ็นเอกบ ทดลอง 3 ซ้ า โดยสามารถเพิ่ม
จ านวนดีเอ็นเอได้รอบที่ 30 

 

              การตรวจวัดดีเอ็นเอของงู ได้ออกแบบไพรเมอร์ใหม่จากยีน 16S  เมื่อน าไปทดสอบด้วย
เทคนิค Real-Time PCR พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายได้ มีค่า Tm เฉลี่ย เท่ากับ 85.29 
องศาเซลเซียส (ภาพที่ 4.3) 
 

 
ภาพท่ี 4.3 แสดง Amplification curve ของการตรวจวัดดีเอ็นเองู ทดลอง 3 ซ้ าโดยสามารถเพิ่ม

จ านวนดีเอ็นเอได้รอบที่ 12 

รอบที่ 12 

รอบที่ 30 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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              การตรวจวัดดีเอ็นเอของจระเข้นั้นได้คัดเลือกคู่ไพรเมอร์ 1 จากงานวิจัยของ คู่บนยีน 16S  
rRNA จากผลงานวิจัย (Jogayya et al., 2013) และ มีค่า Tm เฉลี่ยเท่ากับ 83.87 องศาเซลเซียส     
(ภาพที่ 4.4) 
 

 
 
ภาพท่ี 4.4  แสดง Amplification  curve ของการตรวจวัดดีเอ็นเอจระเข้ ทดลอง 3 ซ้ า โดยสามารถ

เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้รอบที่ 29 
       

4.4  การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค Real-Time PCR 
              ทดสอบความจ าเพาะของคู่ไพรเมอร์ของสัตว์หะรอมทั้ง 4 ชนิด โดยทดสอบกับดีเอ็นเอ
ของสัตวห์ะรอมชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ สุนัข หนู แมว ลิง และลา รวมถึงสัตว์อ่ืนๆ ได้แก่ ไก่ ม้า แพะ และ
แกะ จากการทดลองพบว่าไพรเมอร์ของสัตว์หะรอมทั้ง 4 คู่ ของสัตว์หะรอม 4 ชนิด มีความจ าเพาะ
ให้ผลบวกกับดีเอ็นเอของสัตว์เป้าหมายเท่านั้น แสดงในตารางที่ 4.5   
        ไพรเมอร์ของสุกร ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม กับ ดีเอ็นเอของกบ ดีเอ็นเอของงู ดีเอ็นเอของ
จระเข้ ดีเอ็นเอของสุนัข ดีเอ็นเอของหนู  ดีเอ็นเอของแมว ดีเอ็นเอของลิง ดีเอ็นเอของลา ดีเอ็นเอ
ของไก่  ดีเอ็นเอของม้า ดีเอ็นเอของแพะ และดีเอ็นเอของแกะ   
        ไพรเมอร์ของกบ ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม กับ ดีเอ็นเอของสุกร ดีเอ็นเอของงู ดีเอ็นเอของ
จระเข้ ดีเอ็นเอของสุนัข ดีเอ็นเอของหนู  ดีเอ็นเอของแมว ดีเอ็นเอของลิง ดีเอ็นเอของลา ดีเอ็นเอ
ของไก่  ดีเอ็นเอของม้า ดีเอ็นเอของแพะ และดีเอ็นเอของแกะ   
        ไพรเมอร์ของงู ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม กับ ดีเอ็นเอของสุกร ดีเอ็นเอของกบ ดีเอ็นเอของ
จระเข้ดีเอ็นเอของสุนัข ดีเอ็นเอของหนู  ดีเอ็นเอของแมว ดีเอ็นเอของลิง ดีเอ็นเอของลา ดีเอ็นเอของ
ไก่  ดีเอ็นเอของม้า ดีเอ็นเอของแพะ และดีเอ็นเอของแกะ   

รอบที่ 29 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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        ไพรเมอร์ของจระเข้ ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม กับ ดีเอ็นเอของสุกร ดีเอ็นเอของกบ ดีเอ็นเอ
ของงู ดีเอ็นเอของสุนัข ดีเอ็นเอของหนู ดีเอ็นเอของแมว ดีเอ็นเอของลิง ดีเอ็นเอของลา  ดีเอ็นเอของ
ไก่  ดีเอ็นเอของม้า ดีเอ็นเอของแพะ และดีเอ็นเอของแกะ   
 
ตารางท่ี 4.5 แสดงการทดสอบความจ าเพาะ (specificity test)  ด้วยเทคนิค Real-Time PCR 

ชนิดของสัตว์หะรอม 
และสัตว์ฮาลาล 

Species specific primer 

สุกร-ND5 กบ-16S งู-16S     จระเข้-16S 

สุกร (Sus scrofa) + - - - 

กบ (Bufo melanostictus) - + - - 

งู (Uropeltis) - - + - 

จระเข้ (Felis catus) - - - + 

ไก่ ( Gallus gallus) - - - - 

ม้า ( Equus caballus) - - - - 

แพะ (Capra aegagrus) - - - - 

แกะ (Ovis aries) - - - - 

สุนัข (Canis lupus familiaris) - - - - 

หนู (Rattus argentiventer) - - - - 

แมว (Felis catus) - - - - 

ลิง (Macaca fascicularis) - - - - 

ลา (Equus asinus) - - - - 

 
หมายเหต ุ:  + หมายถึง สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเป้าหมายได้ 
                   -  หมายถึง ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเป้าหมายได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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         โดยผลการทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกัน ทั้ง  3 ซ้ า  ดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตารางท่ี 4.6  แสดงการทดสอบความจ าเพาะ (Specificity test)  ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ของ 
                     สุกร กบ งู จระเข้ ไก่ ม้า แพะ แกะ สุนัข หนู แมว ลิง และลา จ านวน 3 ซ้ า 

 
หมายเหต ุ:  + หมายถึง สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเป้าหมายได้ 
                    - หมายถึง ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเป้าหมายได้ 
             1,2,3 หมายถึง จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 

ชนิดของสัตว์หะรอม 
และสัตว์ฮาลาล 

Species specific primer 

สุกร-ND5 กบ-16S งู-16S     จระเข้-16S 

สุกร (Sus scrofa) 1 + - - - 

สุกร (Sus scrofa) 2 + - - - 

สุกร (Sus scrofa) 3 + - - - 

กบ (Bufo melanostictus) 1 - + - - 

กบ (Bufo melanostictus) 2  - + - - 

กบ (Bufo melanostictus) 3 - + - - 

งู (Uropeltis) 1 - - + - 

งู (Uropeltis) 2  - - + - 

งู (Uropeltis) 3 - - + - 

จระเข้ (Felis catus) 1 - - - + 

จระเข้ (Felis catus) 2 - - - + 

จระเข้ (Felis catus) 3 - - - + 

ไก่ (Gallus gallus) 1 - - - - 

ไก่ (Gallus gallus) 2 - - - - 

ไก่ (Gallus gallus) 3 - - - - 

ม้า (Equus caballus) 1 - - - - 

ม้า (Equus caballus) 2 - - - - 

ม้า (Equus caballus) 3 

แพะ (Capra aegagrus)1 

แพะ (Capra aegagrus)2 

แพะ (Capra aegagrus)3 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 ตารางท่ี 4.6 (ต่อ)  แสดงการทดสอบความจ าเพาะ (Specificity test)  ด้วยเทคนิค Real-Time PCR  
                             ของสุกร กบ งู จระเข้ ไก่ ม้า แพะ แกะ สุนัข หนู แมว ลิง และลา จ านวน 3 ซ้ า 

 
หมายเหต ุ:  + หมายถึง สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเป้าหมายได้ 
                    - หมายถึง ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเป้าหมายได้ 
             1,2,3 หมายถึง จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 

 

ชนิดของสัตว์หะรอม 
และสัตว์ฮาลาล 

Species specific primer 

สุกร-ND5 กบ-16S งู-16S     จระเข้-16S 

แกะ (Ovis aries) 1 - - - - 

แกะ (Ovis aries) 2 - - - - 

แกะ (Ovis aries) 3 - - - - 
สุนัข  
(Canis lupus familiaris)1 

- - - - 

สุนัข  
(Canis lupus familiaris)2 

- - - - 

สุนัข 

(Canis lupus familiaris)3 

- - - - 

หนู (Rattus argentiventer) 1 - - - - 

หนู (Rattus argentiventer) 2 - - - - 

หนู (Rattus argentiventer) 3 - - - - 

แมว ( Felis catus) 1 - - - - 

แมว ( Felis catus) 2 - - - - 

แมว ( Felis catus) 3 - - - - 

ลิง (Macaca fascicularis) 1 - - - - 

ลิง (Macaca fascicularis) 2 - - - - 

ลิง (Macaca fascicularis) 3 - - - - 

ลา (Equus asinus) 1 - - - - 

ลา (Equus asinus) 2 - - - - 

ลา (Equus asinus) 3 - - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.5  การทดสอบความไวหรือความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอที่สามารถวิเคราะห์ไดด้้วย
เทคนิค Real-Time PCR 
        การทดสอบความไวของด้วยเทคนิค Real-Time PCR ต่อดีเอ็นเอควบคุมของสัตว์หะรอม
ในแต่ละชนิด ซึ่งท าการเจือจางของดีเอ็นเอสุกร กบ งู และจระเข้ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ให้มี
ความเข้มข้นทั้งหมด 8 ระดับ ความเข้มข้นได้แก่ 20 นาโนกรัม 2 นาโนกรัม 0.2 นาโนกรัม 0.02    
นาโนกรัม 0.002 นาโนกรัม 0.0002 นาโนกรัม 0.00002 นาโนกรัม และ 0.000002 นาโนกรัม แล้ว
จึงน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR  
        จากผลการทดลองพบว่าเทคนิค Real-Time PCR  ของสัตว์หะรอมแต่ละชนิดให้ผลการ
ทดลองดังนี้  
        ไพรเมอร์ของสุกรตรวจวัดดีเอ็นเอของสุกร ได้ความเข้มข้นที่ 7 ระดับการทดสอบ ได้แก่           
ระดับ 20 นาโนกรัม ระดับ 2 นาโนกรัม ระดับ 0.2 นาโนกรัม ระดับ 0.02 นาโนกรัม ระดับ 0.002 
นาโนกรัม ระดับ 0.0002 นาโนกรัม และตรวจวัดได้ระดับต่ าสุด 0.00002 นาโนกรัม  ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.7 และภาพที่ 4.5 
        ไพรเมอร์ของกบตรวจวัดดีเอ็นเอของกบ ได้ความเข้มข้นที่ 3 ระดับการทดสอบ ได้แก่                        
ระดับ 20 นาโนกรัม ระดับ 2 นาโนกรัม และตรวจวัดได้ระดับต่ าสุด 0.2 นาโนกรัม ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.7 และภาพที่ 4.6 
        ไพรเมอร์ของงูตรวจวัดดีเอ็นเอของงู ได้ความเข้มข้นที่ 3 ระดับการทดสอบ ได้แก่ ระดับ 
20 นาโนกรัม ระดับ 2 นาโนกรัม และตรวจวัดได้ระดับต่ าสุด 0.2 นาโนกรัม ดังแสดงในตารางที่ 
4.7 และภาพที่ 4.7 
        ไพรเมอร์ของจระเข้ตรวจวัดดีเอ็นเอของจระเข้ ได้ความเข้มข้นที่ 8 ระดับการทดสอบ 
ได้แก่ ระดับ 20 นาโนกรัม ระดับ 2 นาโนกรัม ระดับ 0.2 นาโนกรัม ระดับ 0.02 นาโนกรัม ระดับ 
0.002 นาโนกรัม ระดับ 0.0002 นาโนกรัม ระดับ 0.00002 นาโนกรัม และตรวจวัดได้ระดับต่ าสุด 
0.000002 นาโนกรัม ดังแสดงในตารางที่ 4.7 และภาพที่ 4.8 

                จากการทดลองจะเห็นได้ว่าสัตว์แต่ละชนิดมีความไวในการตรวจวิเคราะห์ที่แตกต่างกัน 
ทั้งที่สัตว์แต่ละชนิดใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์ที่เท่ากัน เป็นผลมาจากล าดับเบสพันธุกรรมที่ต่างกัน
ของสัตว์แต่ละชนิดรวมถึงล าดับเบสของไพรเมอร์ที่ออกแบบและคัดเลือกไว้ ท าให้ความสามารถ
ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายได้ต่างกัน กรณีถ้าต้องการให้สัตว์บางชนิดเช่น งู หรือกบ 
สามารถตรวจวิเคราะห์ ดีเอ็นเอได้ต่ าสุดมากกว่า 0.2 นาโนกรัม สามารถท าได้โดยเพิ่มความเข้มข้น
หรือเพิ่มรอบในการ Amplified อย่างไรก็ดีพบว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของไพรเมอร์แล้วอาจเกิด                
Over-Amplified จนเคร่ือง Real-Time ไม่สามารถตรวจวัดผลผลิตได้ ส่วนการเพิ่มรอบที่มากเกินไป
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อาจท าให้เกิด การเพิ่มขยายแบบไม่จ าเพาะหรือเกิดไพรเมอร์-ไดเมอร์ขึ้นได้ ซึ่งจากงานวิจัยนี้
จ านวนความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ใช้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมแล้ว  (อาณัฐ เด่นยิ่งโยชน์ , 2560) 
 
ตารางท่ี 4.7  แสดงความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอของสัตว์หะรอมที่สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค  
                     Real-Time PCR 

 

 
 
ภาพท่ี 4.5  แสดง amplification curves จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ที่สามารถเพิ่ม

ดีเอ็นเอเป้าหมายได้ต่ าสุดของสุกรที่ระดับ 0.00002 นาโนกรัม  

 
 

ภาพท่ี 4.6  แสดง amplification curves จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ที่สามารถเพิ่ม
ดีเอ็นเอเป้าหมายได้ต่ าสุดของกบที่ระดับ 0.2 นาโนกรัม  

Real-Time 
PCR 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (นาโนกรัม(ng)) 

20 2 0.2 0.02 0.002 0.0002 0.00002 0.000002 

สุกร  + + + + + + + - 
กบ + + + - - - - - 
งู + + + - - - - - 
จระเข้ + + + + + + + + 
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ภาพท่ี 4.7  แสดง amplification curves จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ที่สามารถเพิ่ม
ดีเอ็นเอเป้าหมายได้ต่ าสุดของสุกรงูที่ระดับ 0.2  นาโนกรัม 

 

  
 
ภาพท่ี 4.8  แสดง amplification curves จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ที่สามารถเพิ่ม

ดีเอ็นเอเป้าหมายได้ต่ าสุดของจระเข้ที่ระดับ 0.000002  นาโนกรัม 
 

               จากผลการทดลองการทดสอบความไว หรือความเข้มข้นต่ าสุดของดีเอ็นเอที่สามารถ
วิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ดังนั้นจะเห็นได้ว่าเทคนิค Real-Time PCR สามารถ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอของสัตว์หะรอมแต่ละชนิดได้ที่ต่ าสุด 0.2 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ยกเว้น สุกร ที่
สามารถวิเคราะห์ได้ถึงระดับ 0.00002 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และจระเข้ที่สามารถวิเคราะห์ได้ถึง
ระดับ 0.000002 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ในงานวิจัยนี้ ให้ผลที่สะดวกรวดเร็วและเสี่ยงต่อการ
ปนเปื้อนน้อยกว่า ซึ่งงานวิจัยก่อนหน้านี้ของAli และคณะ (2015) ที่ตรวจวัดการปนเปื้อนเนื้อสัตว์
หะรอม ได้แก่ สุกร สุนัข หนู แมว ลิง ความไวอยู่ช่วง 0.01-0.02 นาโนกรัม แต่การประเมินผลของ 
Ali จะช้ากว่าเนื่องจากใช้ capillary electrophoresis (CE) ในการตรวจวัดผลผลิตปฏิกิริยาเทียบกับดี
เอ็นเอมาตรฐาน อาจยังไม่เหมาะสมกับงานตรวจด้านฮาลาลที่ต้องความแม่นย าและความรวดเร็ว  
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4.6  การประยุกต์ใช้เทคนคิ Real-Time PCR ในการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์อาหารทาง
การค้า 
        ความปลอดภัยของอาหารของบุคคลทั่วไปที่ต้องบริโภคอาหารที่ตรงตามข้อมูลบนฉลาก
แล้ว ส าหรับผู้บริโภคที่เป็นมุสลิม การบริโภคสิ่งที่ถูกต้องตามศาสนบัญญัติอิสลามเป็นสิ่งที่ต้อง
ปฏิบัติในการด าเนินชีวิต เพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคมุสลิมและการประกันคุณภาพอาหารฮาลาล       
ในงานวิจัยนี้ได้น าเอาเทคนิค Real-Time PCR ที่พัฒนาได้ มาวิเคราะห์ตัวอย่างอาหารทางการค้าที่
ผู้บริโภคมุสลิมนิยมน ามาบริโภค เป็นตัวอย่างอาหารที่ได้รับการรับรองฮาลาล และตัวอย่างที่ไม่มี
การรับรองฮาลาล ซึ่งไม่ได้มีการระบุชัดเจนว่าเป็นตัวอย่างที่มีส่วนผสมของสัตว์หะรอม ด าเนินการ
เก็บตัวอย่างอาหารจ านวน 100 ตัวอย่าง โดยท าการแบ่งประเภทของตัวอย่างอาหารออกเป็น 5 กลุ่ม 
ได้แก่  กลุ่มผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูปส าเร็จรูป 50 ตัวอย่าง กลุ่มผลิตภัณฑ์จากนม 10 ตัวอย่าง กลุ่ม
ผลิตภัณฑ์ขนมอบเบเกอร่ี 10 ตัวอย่าง กลุ่มผลิตภัณฑ์ขนมอบกรอบและช็อคโกแลต 10 ตัวอย่าง 
และกลุ่มผลิตภัณฑ์เคร่ืองปรุงและวัตถุดิบในการประกอบอาหาร 20 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4.8) 
        น าตัวอย่างมาสกัดดีเอ็นเอแล้วจึงน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR พบว่ากลุ่ม
ของผลิตภัณฑ์จากนม กลุ่มผลิตภัณฑ์ขนมอบเบเกอร่ี กลุ่มผลิตภัณฑ์ขนมอบกรอบและช็อคโกแลต 
และกลุ่มผลิตภัณฑ์เคร่ืองปรุงและวัตถุดิบในการประกอบอาหาร ไม่พบการเพิ่มของดีเอ็นเอของ
สัตว์เป้าหมาย ทั้ง 4 ชนิด คือ สุกร กบ งู จระเข้ แสดงให้เห็นว่าตัวอย่างอาหารทั้ง 4 กลุ่มนี้ ไม่มีการ
ปนเปื้อนสัตว์หะรอมทั้ง 4 ชนิด ในขณะที่กลุ่มผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูปส าเร็จรูปพบการปนเปื้อน
ของดีเอ็นเอสุกร 2 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวอย่างอาหารที่ไม่มีการรับรองฮาลาลทั้ง 2 ตัวอย่างอาหาร  
(ภาพที่ 4.9 และ 4.10) ซึ่งเป็นตัวอย่างอาหารที่ผู้บริโภคมุสลิมนิยมบริโภค และเพื่อเป็นการยืนยัน
ผลของการปนเปื้อนในตัวอย่างอาหารได้ท าการส่งตัวอย่างอาหารทั้ง 2 ตัวอย่างอาหารที่ตรวจพบ
การปนเปื้ อนดี เ อ็นเอของสุกร ส่ งตรวจวิ เคราะห์ที่ห้องปฏิบัตินิติวิทยาศาสตร์ฮาลาล                            
ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งผลการทดลองที่ได้ให้ผลที่สอดคล้องกัน                 
ว่าพบตัวอย่างทั้ง 2 ตัวอย่างอาหารดังกล่าวพบการปนเปื้อนของดีเอ็นเอสุกรจริง  
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ตารางท่ี 4.8  แสดงจ านวนตัวอย่างอาหารทางการค้าที่น ามาตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนเนื้อสัตว์ 

             หะรอม ด้วยเทคนิค Real-Time PCR  

 
หมายเหต ุ:  ตัวเลขหน้า หมายถึง จ านวนตัวอย่างที่ตรวจพบการปนเปื้อนของสัตว์หะรอม 
                    ตัวเลขหลัง หมายถึง จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ตรวจการปนเปื้อนของสัตว์หะรอม 

 
 
 
 
 
 

ตัวอย่างอาหาร จ านวน 
Real-Time PCR 

สุกร-ND5 กบ-16S งู-16S จระเข้-16S 

ผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูป
ส าเร็จรูป 

50 2/50 0/50 0/50 0/50 

ผลิตภัณฑ์จากนม  10 0/10 0/10 0/10 0/10 
ผลิตภัณฑ์ขนมอบเบเกอร่ี 10 0/10 0/10 0/10 0/10 
ผลิตภัณฑ์ขนมอบกรอบ
และช็อคโกแลต 

10 0/10 0/10 0/10 0/10 

ผลิตภัณฑ์เคร่ืองปรุงและ
วัตถุดิบในการประกอบ
อาหาร 

20 0/20 0/20 0/20 0/20 
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ภาพท่ี 4.9  แสดง amplification curves ของตัวอย่างอาหารทางการค้าที่ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
Real-Time PCR ซึ่งพบการปนเปื้อนสุกร เทียบกับ positive control ของสัตว์หะรอม                      

ซึ่งสอดคล้องกับ positive control ดีเอ็นเอของสุกร 

 
 

ภาพท่ี 4.10  แสดง amplification curves ของตัวอย่างอาหารทางการค้าที่ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค Real-Time PCR ซึ่งพบการปนเปื้อนสุกร เทียบกับ positive control ของสัตว์หะรอมซึ่ง

สอดคล้องกับ Positive control ดีเอ็นเอของสุกร 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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        จากผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างอาหารทางการค้าด้วยเทคนิค Real-Time PCR  ซึ่ง
ตัวอย่างที่พบการปนเปื้อน ตัวอย่างแรก คือ โบโลน่าไก่ ซึ่งจากการตรวจสอบข้อมูลพบว่าทาง
บริษัทมีการผลิตโบโลน่าไก่และเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีสุกรผสมด้วย ซึ่งเป็นการผลิตโดยใช้สายการผลิต
เดียวกัน จึงท าให้มีโอกาสปนเปื้อนสุกรในผลิตภัณฑ์โบโลน่าไก่ได้ โดยผลิตภัณฑ์โบโล่น่าไก่ของ
บริษัทนี้ผู้บริโภคมุสลิมนิยมน ามาเป็นวัตถุดิบในการท าพิซซ่าหรือเครป ตัวอย่างที่สองคือไก่หยอง 
ซึ่งจากการตรวจสอบพบว่าบริษัทที่ผลิตไก่หยองนั้นมีการผลิตหมูหยองด้วย ซึ่งท าให้มีโอกาส
ปนเปื้อนสุกรลงไปในผลิตภัณฑ์อาหารไก่หยองได้ ซึ่งผลิตภัณฑ์ไก่หยองบริษัทนี้เป็นที่นิยมของ
ผู้บริโภคมุสลิมอย่างแพร่หลายโดยน ามาเป็นวัตถุดิบในการท าขนมเบเกอร่ี ซึ่งตัวอย่างอาหารทั้ง 2 
ตัวอย่างอาหารเป็นตัวอย่างอาหารที่ไม่มีการรับรองฮาลาล แต่อย่างไรก็ตามผู้บริโภคมุสลิมควร
ค านึงถึงผลิตภัณฑ์ที่มีการรับรองฮาลาลมากกว่าผลิตภัณฑ์ที่ไม่มีการรับรองฮาลาล เพราะบาง
ผลิตภัณฑ์เป็นวัตถุดิบที่ใส่ในปริมาณน้อยจึงไม่สามารถระบุลงในฉลากของผลิตภัณฑ์ แต่การตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ซึ่งถึงแม้จะมีปริมาณน้อยมากแต่ด้วยเทคนิค Real-Time PCR 
ท าให้สามารถตรวจพบการปนเปื้อนสัตว์หะรอมได้ ดังนั้น การให้ความรู้และความเข้าใจในการ
บริโภคสิ่งที่ฮาลาลส าหรับผู้บริโภคมุสลิมถือเป็นสิ่งส าคัญและมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง และตัวอย่าง
อาหารที่มีการรับรองฮาลาลที่ได้มีการสุ่มมาตรวจในการทดลองคร้ังนี้ ไม่พบการปนเปื้อนสัตว์หะ
รอมในตัวอย่างอาหารทั้งสิ้น จึงแสดงให้เห็นถึงความมีคุณภาพและความเข้มงวดของมาตรฐานการ
รับรองฮาลาลของประเทศไทยที่ใช้ตามแนวทาง ศาสนารับรอง วิทยาศาสตร์รองรับ และเป็นการท า
ให้ตัวอย่างอาหารฮาลาลของประเทศไทยเมื่อมีการตรวจสัตว์ต้องจึงไม่พบการปนเปื้อนสัตว์
ต้องห้ามในตัวอย่างอาหารทั้งสิ้น และยังท าให้อาหารฮาลาลของประเทศไทยได้รับความเชื่อมั่นของ
ผู้บริโภคมุสลิมในระดับนานาชาติอีกด้วย 
        เพราะฉะนั้นจะเห็นได้ว่าเทคนิค Real-Time PCR เป็นเทคนิคที่มีศักยภาพที่สูง สามารถ
น ามาตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนสัตว์หะรอมในอาหารฮาลาลได้จริง และให้ผลการตรวจวิเคราะห์
ตามวิธีมาตรฐานของห้องปฏิบัติการนิติวิทยาศาสตร์ฮาลาล ศูนย์วิทยาศาสตร์ฮาลาล จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ซึ่งในงานวิจัยคร้ังนี้สามารถตรวจเพิ่มสัตว์หะรอมได้อีก 3 ชนิด ได้แก่ กบ งู และ
จระเข้ นับว่าเป็นคร้ังแรกของประเทศไทยที่สามารถประยุกต์ใช้เทคนิค Real-Time PCR ได้ส าเร็จ
ในการตรวจสัตว์หะรอม 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
              งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิค Real-Time PCR ส าหรับตรวจสอบการ
ปนเปื้อนของเนื้อสัตว์หะรอม 4 ชนิดที่อาจปนเปื้อนในอาหารฮาลาล ได้แก่ สุกร  กบ งู และจระเข้ 
ทั้งนี้เพื่อการสร้างระบบประกันคุณภาพให้ผู้บริโภคมุสลิมและผู้บริโภคทั่วไปเกิดความมั่นใจใน
ผลิตภัณฑ์ที่ ร ะบุ รายละ เ อียดตามฉลาก เพื่ อได้ รับการคุ้ มครองสิทธิของผู้ บ ริโภค เอง                                                               
ตามพระราชบัญญัติคุ้มครองผู้บริโภค พ.ศ.2541 
              ในการท าวิจัยได้คัดเลือกและการออกแบบไพรเมอร์ใหม่ที่เฉพาะเจาะจงกับสัตว์หะรอม 
ทั้ง 4 ชนิด ไพรเมอร์ที่ออกแบบใหม่คือ ไพรเมอร์ของกบ และไพรเมอร์ของงู ส่วนไพรเมอร์ของ
สุกร และไพรเมอร์ของจระเข้ คัดเลือกมาจากงานวิจัยอ่ืน ไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ของสัตว์หะรอมดังกล่าว
คัดเลือกมาจากต าแหน่งยีนบนไมโตรคอนเดรีย ซึ่งมีประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณจ านวนดีเอ็นเอ
ได้ดี  สุกรใช้ยีน NADH dehydrogenase 5 ส่วนกบ งู และจระเข้ใช้ยีนบน 16S rRNA พบว่า        
ไพรเมอร์ที่ถูกคัดเลือกและที่ได้ออกแบบมาใหม่มีความจ าเพาะเจาะจงและมีความแม่นย าในการ
ระบุชนิดของสัตว์หะรอมถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ ประเมินผลได้จาก amplification curves ที่เพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายได้ รวมถึงค่า melting temperature (Tm) ที่วัดได้กับค่า Tm ที่ออกแบบไว้
ไปในทิศทางเดียวกัน ในด้านการทดสอบความไว พบว่าที่ระดับความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ
ต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ของสัตว์หะรอม คือ สุกรอยู่ที่ระดับ 
0.00002 นาโนกรัม กบและงูอยู่ที่ระดับ 0.2 นาโนกรัม และจระเข้อยู่ที่ระดับ 0.000002 นาโนกรัม   
              การศึกษาความน่าเชื่อถือของงานวิจัยคร้ังนี้ โดยน าเทคนิค Real-Time PCR ที่พัฒนาขึ้นมา
ตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์อาหารทางการค้าที่มีวางจ าหน่ายในประเทศไทย จ านวน 100 ตัวอย่าง
อาหาร พบว่ามีการปนเปื้อนดีเอ็นเอสุกร 2 ตัวอย่าง สอดคล้องกับผลการตรวจสอบด้วยวิธีมาตรฐาน 
ดังนั้นจะเห็นได้ว่าเทคนิค Real-Time PCR มีความถูกต้อง แม่นย า และสามารถใช้เทคนิค Real-
Time PCR มาประยุกต์ตรวจวัดสัตว์หะรอมเพิ่มขึ้นอีก 3 ชนิด กับอุตสาหกรรมอาหารฮาลาลได้ ซึ่ง
เทคนิคที่พัฒนาได้เป็นเสมือนเคร่ืองมือในการควบคุมและป้องกันไม่ให้ผู้ผลิตอาหารละเลยในการ
ผลิตอาหารฮาลาลที่ถูกต้องตามศาสนบัญญัติอิสลาม  
              ในอุตสาหกรรมอาหารทั่วไป ยังสามารถน าเทคนิค Real-Time PCR ตรวจวัดการปนเปื้อน
ของเนื้อสัตว์ที่ไม่ตรงกับข้อมูลบนฉลากของผลิตภัณฑ์ได้อีกด้วย แม้ว่าปัจจุบันจะมีกฎหมาย
คุ้มครองผู้บริโภค ซึ่งระบุให้ผลิตภัณฑ์อาหารจะต้องแสดงฉลากส่วนประกอบของอาหารไว้บน
ซองผลิตภัณฑ์ก็ตาม แต่ก็ยังมีผู้ผลิตบางรายที่หลีกเลี่ยงการแสดงข้อมูลบนฉลากหรือให้ข้อมูลที่ไม่
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ครบถ้วนสมบูรณ์ เช่น การไม่ระบุชนิดของเนื้อสัตว์ที่น าใช้เป็นวัตถุดิบของผลิตภัณฑ์นั้น ซึ่งการ
ตรวจวัดการปนเปื้อนของสัตว์หะรอมหรือเนื้อสัตว์จะสามารถตรวจสอบส่วนประกอบให้ตรงกับ
ข้อมูลบนฉลากของผลิตภัณฑ์อาหาร เพื่อคุ้มครองให้ผู้บริโภคทั่วไปได้บริโภคอาหารปลอดภัยและ
ตรงตามข้อมูลบนฉลากผลิตภัณฑ์อาหารที่ระบุไว้ 

 
5.2  ข้อเสนอแนะ 
              ข้อเสนอแนะ การพัฒนาเทคนิค Real-Time PCR ในคร้ังนี้ เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค 

Conventional PCR พบว่าการตรวจสอบผลผลิตและประมวลผลของเทคนิค Real-Time PCR มี
ประสิทธิภาพมากกว่า เนื่องจากมีความรวดเร็ว ความจ าเพาะ มีความไวสูงกว่า และสามารถหาเชิง
ปริมาณได้ แต่อย่างไรก็ตามการปนเปื้อนสัตว์หะรอมในอาหารฮาลาลถือว่าเป็น zero torrance 
กล่าวคือจะเจตนาหรือไม่เจตนาถ้ามีการปนเปื้อนไปในอาหารแล้ว อาหารนั้นจะไม่ฮาลาลทันที 
ดังนั้นจึงไม่มีความจ าเป็นที่จะต้องหาเชิงปริมาณ ส าหรับข้อเสียของเทคนิคนี้คือมีต้นทุนที่แพงกว่า
เทคนิค Conventional PCR เล็กน้อย 
              นอกจากนี้สามารถน าองค์ความรู้ที่ได้จากวิจัยคร้ังนี้ไปต่อยอดพัฒนาตรวจวัดสัตว์หะรอม
ชนิดอ่ืนๆ รวมถึงสามารถพัฒนาต่อไปเป็นชุดตรวจวัดส าเร็จรูปอย่างง่าย (test kits) ในการตรวจการ
ปนเปื้อนเชิงการค้า และพัฒนาถึงขั้นเป็นเทคนิค Multiplex ที่สามารถตรวจสัตว์พร้อมกันหลายชนิด
ได้อีกด้วย อีกทั้งเทคนิค Real-Time PCR ที่พัฒนาได้นั้นสามารถน ามาใช้เป็นเคร่ืองมือในการ
ประกันคุณภาพอาหารฮาลาลและคุ้มครองผู้บริโภคมุสลิมได้ นอกจากนี้ยังสามารถคุ้มครอง
ผู้บริโภคทั่วไปที่ต้องการรับประทานอาหารที่ถูกต้องตามฉลากอาหารที่ระบุไว้ได้อีกด้วย  
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ก. การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับงาน Real-Time PCR 
 ปัจจัยส าคัญที่สุดของความส าเร็จในการท า Real-Time PCR ก็คือ การออกแบบไพรเมอร์
ให้ได้ถูกต้องเหมาะสม  การออกแบบไพรเมอร์ที่ดี  จะช่วยให้การท าพีซีอาร์มีความจ าเพาะและเกิด
ประสิทธิภาพสูงสุด  ในขณะที่ถ้าไพรเมอร์ออกแบบไม่เหมาะสมตามกฎเกณฑ์พื้นฐานที่จะกล่าว
ต่อไป  มักมีประสิทธิภาพในการท าพีซีอาร์ต่ า  รวมถึงอาจมีการเพิ่มขยายแบบไม่จ าเพาะหรือเกิด
ไพรเมอร์-ไดเมอร์ขึ้น การพยายามปรับเปลี่ยนสภาวะการท าพีซีอาร์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพมักไม่
ได้ผลเท่าใดนัก ซึ่งในกรณีเช่นนี้ การออกแบบไพรเมอร์ใหม่น่าจะเป็นทางออกที่ดี  ที่ช่วยลดเวลา
และค่าใช้จ่ายในการท า Real-Time PCR ให้ส าเร็จ ในปัจจุบัน มีโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าหรับการ
ออกแบบและคัดเลือกไพรเมอร์จ านวนมาก โปรแกรมเหล่านี้ส่วนใหญ่ถูกออกแบบโดยอาศัย
กฎเกณฑ์พื้นฐานของการออกแบบไพรเมอร์ส่วนใหญ่ที่คล้ายคลึงกัน แต่อาจมีส่วนปลีกย่อยที่
แตกต่างกันบ้าง เช่น เกณฑ์การคัดเลือกไพรเมอร์ที่อาจมีมากน้อยแตกต่างกัน ความยากง่ายในการ
ใช้โปรแกรม ฯลฯ ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้ใช้ โปรแกรม Primer 3 ในการออกแบ โดยไพรเมอร์ที่
ออกแบบใหม่คือ ไพรเมอร์กบและไพรเมอร์งู  
 เป้าหมายส าคัญของการออกแบบไพรเมอร์ในการท า Real-Time PCR มี 2 อย่างคือ
ความจ าเพาะและประสิทธิภาพ โดยธรรมชาติของการท า Real-Time PCR เมื่อพยายามปรับ
ความจ าเพาะของการท า Real-Time PCR ให้สูงขึ้น ประสิทธิภาพของการท า Real-Time PCR  
มักจะลดลง ในขณะที่ถ้าพยายามปรับให้ประสิทธิภาพการท า Real-Time PCR สูงขึ้น ความจ าเพาะ
ของการท า Real-Time PCR มักจะลดลง โปรแกรมออกแบบไพรเมอร์ที่มีอยู่ในปัจจุบันถูกพัฒนา
ให้ออกแบบไพรเมอร์โดยรักษาความสมดุลระหว่างความจ าเพาะกับประสิทธิภาพ ความสมดุล
ดังกล่าวถูกก าหนดขึ้นโดยค่าโดยปริยาย (default) ที่ก าหนดขึ้นของตัวแปร (variables) ที่มีผลต่อ
ความจ าเพาะและประสิทธิภาพ ตัวแปรเหล่านี้สามารถปรับเปลี่ยนค่าเพื่อเพิ่มหรือลดความจ าเพาะ
และประสิทธิภาพให้เหมาะสมกับรูปแบบวัตถุประสงค์ของงาน ตัวอย่างเช่น การประยุกต์ใช้ Real-
Time PCR ในการตรวจวินิจฉัยโรคโดยทั่วไป มุ่งค านึงถึงความจ าเพาะเป็นเกณฑ์หลัก ทั้งนี้         
เพื่อป้องกันการเกิดผลบวกเท็จ ซึ่งจะก่อให้เกิดผลกระทบอย่างมากต่อการวินิจฉัยโรค  การตัดสินใจ
และรูปแบบในการรักษา ในกรณีน้ี ค่าตัวแปรต่างๆ จะถูกปรับเพื่อให้ความสมดุลปรับมาอยู่ในส่วน
ของความจ าเพาะมากกว่าประสิทธิภาพ ในกรณีน า Real-Time PCR ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจคัด
กรองเลือดผู้บริจาคเลือด เพื่อป้องกันการปนเปื้อนจากเชื้อก่อโรคที่อาจมีอยู่ในเลือดผู้ให้  จะต้อง
พิจารณาถึงความปลอดภัยของผู้รับเลือดเป็นเกณฑ์หลัก จึงต้องปรับการท า Real-Time PCR มีความ
ไวสูงสุด โดยความจ าเพาะของการทดสอบอาจจะด้อยลงไปบ้าง แต่ในทางปฏิบัติ เลือดที่ให้ผลบวก
เหล่านี้จะถูกน าไปตรวจยืนยันด้วยการทดสอบที่มีความจ าเพาะที่สูงสุดต่อไป จากตัวอย่างที่ยก
ข้างต้น จะเห็นว่าการประยุกต์น าเอาเทคนิค Real-Time PCR มาใช้งาน เพื่อที่จะได้ปรับค่าตัวแปร
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ทั้งหลายให้เหมาะสมส าหรับคัดเลือกไพรเมอร์ที่มี ความจ าเพาะและประสิทธิภาพดีที่สุดส าหรับ
งาน Real-Time PCR  
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