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  :چکیده

. داردوجود مختلفی روشهاي آنها محتویات با دریایی هاي فراورده برچسب روي بر شده درج نوع ماهی تطابق بررسیبراي 

روش توسعه  و کنسرو ماهی تن روي بر شده درج برچسب با مقایسه در مصرفی ماهی نوع اصالت بررسی تحقیق این هدف

DNA barcoding  از کنسروماهی تن پرشده با گوشت یک تکه و تهیه شده در آب  مطالعه در این .می باشداین منظور براي

پس از  براي این کار،. شدشده و تهیه شده در آب نمک و روغن استفاده نمک و روغن و کنسروماهی تن پرشده با گوشت خرد 

و  کیفیت و کمیت آن بررسی شد و انجام DNAاج آوري برندهاي مختلف کنسرو ماهی تن از نقاط مختلف کشور استخر جمع

 نظر مورد ژن براي تکثیر زنجیره ایی پلیمرازواکنش ،1سیتوکروم اکسیداز ژن طراحی شده براي پرایمرهاي از استفاده باسپس 

ز میان که ا نشان دادنتایج . شدانجام توالی یابی در نهایت  .سپس میزان اختصاصیت پرایمرها بررسی گردید .انجام گرفت

هاي مورد بررسی به طور اختصاصی عمل استفاده تنها یک پرایمر با دستورالعمل طراحی شده توانست براي نمونهپرایمرهاي مورد 

یسه با گوشت در مقا و فراوري شده در آب نمک یابی نشان داد که تقلب در کنسرو ماهی تن خرد شدهنتایج حاصل از توالی. کند

مورد عدم تطابق برچسب گزارش  20نمونه کنسرو مورد بررسی، 100 از به طور کلی و بیشتر بود روغن و فراوري شده در یک تکه

حتی براي کنسروهاي تهیه شده در آب نمک و روغن که ممکن  بودن، اختصاصی سرعت و دقت بالا و دلیل به این روش .شد
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ي است و استفاده از آن براي بررسی میزان تقلبات طی فرآیندهاي تهیه کنسرو از بین برود، بسیار کاربرد DNAاست قطعات 

  .گرددغذاهاي فرآوري شده پیشنهاد می

  1سیتوکروم اکسیدازاي پلیمراز ،  واکنش زنجیره،تقلب، کنسرو ماهی تن :کلمات کلیدي

  

 مقدمه-1

به طوري که  )8(.تآسان در کشور رو به افزایش اس و راحت استفاده علت به تن ماهی کنسرو  خصوص به کنسرو ماهی مصرف

که ظرفیت عملیاتی . میلیون قوطی در سال ظرفیت دارند 717واحد بوده که حدود  134ظرفیت صنعت کنسروسازي ماهی ایران 

 12فرآوري شده شیلاتی، محصول  33توسعه این صنعت به نحوي است که از . باشد میلیون قوطی در سال می 564این صنعت 

   )7(.است محصول آن کنسروي بوده

، ماهی هوور، هوور )تن زردباله(تن ماهیان مورد استفاده در کنسرو در ایران به طور عمده شامل ماهیان ارزشمندي نظیر گیدر 

طبق استانداردهاي غذا و دارو تولیدکنندگان موظف به درج نوع ماهی مورد استفاده در تولید کنسرو . باشد مسقطی ، ماهی زرده می

کنندگان به خرید کنسرو این ماهیان، این  مندي بیشتر مصرف  تن مذکور و علاقهاقتصادي بالاي ماهیان  با توجه به ارزش. هستند

همواره این احتمال وجود دارد در صنعت تولید کنسرو تن ماهیان . کنندگان دارند کنسروها جایگاه بهتري در سبد خرید مصرف

به منظور دستیابی به سود بیشتر اقدام به جایگزینی گونه هاي کم ارزش به  نیز همچون بسیاري از صنایع غذایی دیگر تولید کنندگان

جاي گونه هایی که قیمت بالایی داشته و مورد پسند مصرف کنندگان می باشد نموده و با نصب برچسب جعلی روي محصولات 

خریداري شده پرداخت  خود باعث می شوند مصرف کننده بدون هیچ اطلاعی هزینه بیشتر از محصول ارزش واقعی محصول

ابتکارات لازم براي بنابراین  )20و14(.مذهبی و سلامتی حایز اهمیت است  ،اقتصادياز دیدگاه هاي ر کلی تقلب به طو) 5(.کند

تواند نوع گونه ماهی را شناسایی و از ایجاد تقلب افزایش آگاهی عمومی و ایجاد ابزارهاي موثر براي احراز هویت محصولات می

 روشهاي سایر و پلیمراز زنجیره اي براي شناسایی اصالت گوشت حلال و تفکیک آن از گوشت حرام از واکنش .کند جلوگیري

تکنیکهاي مختلف آن  بکارگیري با و پلیمراز اي زنجیره برپایه واکنش مطالعات بیشتر بین این در که شده است استفادهپروتئینی 

  )10(.بوده است
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فروشگاه در شمال شهر  6برند داخلی از  1و  کنسرو ماهی برند وارداتی 5نمونه شامل  18تعداد  منجزي و همکاران طی پژوهشی،

  )18 (.ب شده روي کنسروهاي مورد نظر بودي برچس هاي مختلف غیر از گونه نتایج بیانگر وجود گونه. تهران بررسی نمودند

نمونه کنسرو موجود در بازار تهران با استفاده  48وجود در به بررسی وجود ماهی تن هوور معمولی م) 1392(میرخانی و همکاران 

  )1(.نتایج حاصل حاکی از وجود گونه هایی غیر از نمونه اصلی  در کنسروها بود. از واکنش زنجیره ایی پلیمراز پرداختند

پروتئین سویا بر خلاف  در تحقیقی به بررسی همبرگرهاي شهر تهران در ارتباط با اثبات وجود) 1393(هاشم زادگان و همکاران 

  )2(.هاي همبرگر ممتاز پرداختندبرچسب تایید شده به همراه گوشت گاو در تمامی نمونه

-هاي سینهاز روش بارکد گذاري در شناسایی انواع محصولات دریایی فیله نامشخص اقیانوس آرام، باله) 2020( زانیاد و همکاران

  )23.(داستفاده کردناهی کاد، ماهی ساردین کنسرو شده و سوش ماهی قزل آلا فیله پلوك کوبیده، مخلوط م اي براي استیک،

در مطالعه حیدرزاده  PCRو تشخیص مولکولی  DNAاثر فناوري به کار رفته در تولید کنسرو ماهی تن بر توانایی استخراج 

مک به طور معنی داري کمتر از در کنسرو آب ن DNAطبق این گزارش میزان راندمان استخراج . نشان داده شده است) 2015(

گوشت براي  DNAکنسرو در روغن ماهی تن بود که این امر نشان دهنده لزوم توسعه و بهینه سازي فناوري تشخیص مولکولی 

  )9(.کنسرو آب نمک علاوه بر کنسرو ماهی در روغن می باشد

سی قابلیت استفاده از روش تشخیص مولکولی اي در مورد بررانجام شده مشخص گردید تاکنون مطالعهتحقیقات با توجه به 

صورت نگرفته است، همچنین وضعیت میزان تقلب در  DNAفرآورده کنسرو ماهی تن تولید شده در آب نمک و روغن بر مبناي 

 .رسد از این رو، بررسی وضعیت بازار ایران از این حیث نیز ضروري به نظر می. بازار کنسرو ماهی تن در ایران نامشخص است

شده در آب  فراوريهاي رایج ماهی تن کنسروي  تشخیص دقیق گونهواکنش زنجیره ایی پلیمراز براي از در این تحقیق بنابراین 

  .و اختصاصیت پرایمرها بررسی شد و میزان عدم تطابق برچسب نمونه ها اعلام شدنمک و روغن استفاده شد 

  

  مواد و روش ها -2
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پس از برررسی مشخصات موجود . وجود در بازار  کنسروهاي ماهی تن جمع آوري شد رندهايبدین منظور از ب: جمع آوري نمونه

هاي تن، این اطلاعات اعم از نوع گونه و روش فرآوري آن نظیر کنسرو در آب نمک یا کنسرو در روغن و نوع  روي قوطی

  .گراد نگهداري شد درجه سانتی - 20 در فریزر وسه نمونه تهیه شد، برند از هر . گردید شده ثبت گوشت یک تکه یا خرد

  :DNAاستخراج -2-1

گرم از نمونه گوشت کنسرو توسط ازت مایع و هاون چینی کاملا پودر و در ادامه با میلی 25، به میزان DNAبه منظور استخراج 

  )3(.ساخت شرکت سیناکلون و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده استخراج گردید DNA xPLuSاستفاده از کیت 

استخراج شده  DNAبراي ارزیابی کیفی . به این منظور از دستگاه الکتروفورز افقی استفاده شد: DNAارزیابی کیفیت  -2-2

لیتر  میلی 40گرم آگارز با  4/0میزان . براي این منظور بر اساس سینی ژل، آگارز تهیه شد. گردید درصد استفاده  1از ژل آگاروز 

استخراج  DNAبراي ارزیابی . ک مایکرویو، ژل آماده و پس از کاهش دما ژل در سینی ریخته شدمخلوط و با کم TAE11بافر 

، از سمت منفی به DNAهاي موجود روي ژل منتقل شده و بر اساس بار الکتریکی به چاهک DNAشده، نمونه آماده شده از 

استفاده  DNA Safe Stainاز رنگ  بر روي ژل  DNAجهت رویت . سمت مثبت حرکت آن مورد بررسی قرار گرفته شد

  ).20و17(گردید 

ها در طول مقدار جذب نوري نمونه. به این منظور از روش اسپکتروفتومتري استفاده شد: DNA ارزیابی کمیت -2-3

 باشد،  A1/A2=  8/1اگر نسبت رقت . گیري و ثبت گردیدبه وسیله دستگاه اندازه 260/280نانومتر و نسبت  280- 260موج

DNA باشد،  8/1استخراجی داراي کیفیت مناسب است و اگر این نسبت بزرگتر ازDNA داراي ناخالصیRNA   بوده و اگر

نانومتر جذب  230ساکاریدها درنانومتر و پلی 280پروتئین معمولا در . کمتر از این مقدار باشد نشانه ناخالصی فنول و پروتئین است

ها تشخیص داده شد هاي کربن از طریق میانگین این جذبمحصول به پروتئین و هیدرات بنابراین، میزان آلودگی. زیادي دارند

)21.(  

  :انتخاب پرایمر -2-4

                                                             
١ Tris-Acetate-EDTA  
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انتخاب و سنتز آغازگرها بر اساس اطلاعات موجود در .ارایه گردیده است 1شمار جدول در پژوهش این در رفته بکار پرایمرهاي

  )26و12(.باشدتوالی آغازگرهاي این ژن در تمام آبزیان تقریبا یونیورسال میلازم به ذکر است . منابع مختلف صورت پذیرفت

  واکنش زنجیر ه ایی پلیمراز - 5- 2 

ثانیه میکس شده، سپس  10مخلوط به مدت . انجام گرفت 2طبق جدول  PCRها براي انجام سازي نمونهآماده: PCRفرآیند 

 .عملیات تکثیر انجام گرفت 4و3ق برنامه داده شده به دستگاه جدولطب. قرار گرفت PCRمیکروتیوب حاوي مواد در دستگاه 

  )26و12(

  نجیره ایی پلیمراز براي تشخیص تقلب در کنسروهاي ماهی تنغازگرهاي مورد استفاده در آزمایش زآ: 1جدول 

 توالی  پرایمر کد

VT 
VF2_t1 

TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACA

AAGACATTGGCAC 

FFT 
FishF2_t1 

TGTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAA

AGATATCGGCAC 

FRT 
FishR2_t1 

CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGAC

CGAAGAATCAGAA 

FT 
FR1d_t1 

CAGGAAACAGCTATGACACCTCAGGGTGTCC

GAARAAYCARAA 

LC L5956-COI ACAAAGACATTGGCACCCT 

HC H6558-COI CCTCCTGCAGGGTCAAAGAA 

MB MiniBarcode ATCACAAAGACATTGGCACCCT 
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  هاي مورد بررسینمونه PCRبهینه سازي مواد مورد نیاز براي انجام فرآیند :2جدول

  

 ماکرولیتر مواد

PCR Master Mix 15 

F Primer 1 

R Primer 1 

DNA 1 

H2O 7  

  

  

  

  

  

  

  

  

  برنامه اول تکثیر ژن بکار برده شده در واکنش زنجیر ه ایی پلیمراز:3جدول

  ل واکنش زنجیره ایی پلیمرازمراح    زمان  )درجه سانتیگراد(دما
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  دناتوراسیون اولیه    دقیقه 5   95

        

  تکثیر      دناتوراسیون  ثانیه 30  94

    اتصال  ثانیه 40  55

    طویل سازي  دقیقه 1  72

    تعداد سیکل  40  

  طویل سازي نهایی    دقیقه 10  72

  

  تکثیرژن در واکنش زنجیره ایی پلیمراز برنامه دوم: 4جدول 

  مراحل واکنش زنجیره ایی پلیمراز    زمان  )رجه سانتیگرادد(دما

        

  دناتوراسیون اولیه      دقیقه 5   95

        

  تکثیر         دناتوراسیون  ثانیه 30  94

    اتصال  ثانیه 45  50

    طویل سازي  دقیقه 1  72

    تعداد سیکل  35  

  طویل سازي نهایی       دقیقه 10  72

  

  الکتروفورز - 6- 2

 DNA safe stainمحصولات واکنش زنجیر ه ایی پلیمراز روي ژل آگاروز که با رنگ . لکتروفورز افقی استفاده شد از دستگاه ا

هر یک ازنمونه هاي  PCRرا و در باقی چاهکها محصول   Laderدر چاهک اول ژل، محلول. رنگ آمیزي شده است برده شدند



 

٨ 
 

به منظور عکس                         .پس از پایان الکتروفورز، از ژل عکس گرفته شد. شدندبارگذاري مورد بررسی به کمک بافر سنگین کننده،

و اطمینان  PCRپس از انجام  .استفاده شد) مدل بیورد، ایکس آر( برداري از ژل آگارز از دستگاه مستندسازي ژل، با نام ژل داك

لی یابی بر اساس پروتکل شرکت توالی یابی کننده آماده ها جهت ارزیابی و صحت براي توااز حصول باندهاي مورد نظر نمونه

  )23(.سازي شد

   

  ایی پلیمراز بررسی اختصاصییت واکنش زنجیر ه -2-7

 آزمون، شرایط و دقت تکنیک بررسی و توالیها بودن نزدیک به توجه با مورد استفاده پرایمرهاي بودن اختصاصی تایید منظور به

 اضافی باندهاي ایجاد و غیراختصاصی اتصالتا در صورت ها مورد آزمون قرار گرفت  نمومه DNAبا  پرایمرها از هریک

  .مثبت نادرست جلوگیري به عمل آید نتایج آمدن بدست از و مشخص مورد آن نامطلوب

ها مورد توالی   MEGAو Bioeditهاي همچون پس از توالی یابی نمونه با کمک برنامه :تجزیه و تحلیل اطلاعات -2-8

  )17( .و گونه ماهی مورد استفاده در نمونه کنسرو مشخص شد. زیابی قرار گرفتندار

  :آماري بررسی -2-9

تا محدوده مکانی این تحقیق . ها، از نوع میدانی بود تحقیق حاضر از لحاظ هدف، از نوع کاربردي و از نظر نحوه گردآوري داده

ها و  کنسروهاي برندهاي مختلف موجود در فروشگاهآماري جامعه . حد امکان شهرهاي مختلف کشور در نظر گرفته شد

  .انجام شدبه روش تصادفی ساده  نمونه برداري. سوپرمارکت هاي شهرهاي مختلف بودند

میزان عدم تطابق محتوا با اطلاعات برچسب در هر قوطی  یا توضیح و بیان منظور به هاداده تحلیل و تجزیه به لحاظ تحقیق این

مشخصات محتواي کنسرو می پردازد و به دنبال  و هاویژگی به توصیف تحقیق این چون همچنین. است یفیتحقیق ک کنسرو،

بوده و همچنین حضور یا عدم حضور ماهی  DNA barcondingامکان یا عدم امکان تشخیص گوشت در هر فرآورده با روش 

براي ترسیم نمودارها و محاسبه درصدها از نرم افزار  .باشد می توصیفی نوع مورد انتظار در هر کنسرو را بررسی می کند، از

Excell 17.(استفاده گردید(  
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  و بحث نتایج -3

  استخراجی از تن ماهی کنسرو شده DNAنتایج بررسی کیفیت و کمیت  -3-1

  استفاده از روش الکتروفورز افقی براي سنجش کیفیت -1-1- 3 

اوي میزان استخراجی مناسب بوده وحDNAبود و این یعنی کیفیت  باندهاي ایجاد شده در تصاویر، قوي، شفاف و روشن

درمورد نمونه هاي داراي باند ضعیف یا داراي پخش شدگی زیاد، . بوده است RNAینی، فنولی و کمی از آلودگیهاي پروتئ

اي  کنش زنجیرههاي استخراج شده به منظور استفاده در وا DNAبه این طریق کیفیت ). 1شکل (استخراج دوباره انجام شد 

  .پلیمراز مورد تایید قرار گرفت

  

  

  استخراجی DNAنتایج سنجش کیفیت :1شکل 
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  براي سنجش کمیت 1طیف سنجی جذبی استفاده از روش -3-1-2

به  260نسبت جذب طول موج . محاسبه گردید nm280و  nm260با استفاده از دستگاه نانودراپ میزان جذب در طول موج  

بود استفاده گردید و در مورد سایر نمونه ها  2تا  8/1نمونه هایی که این نسبت براي آنها بین . باشد ی کمیت میبیانگر چگونگ 280

  ).3و2شکل                                                                                                                                                                           (تکرار شد DNAاستخراج 

  هاي مورد بررسینمونه PCRنتایج به دست آمده از شرایط دمایی مناسب براي انجام فرآیند  -3-2

 به صورت و میشود تولید PCR در بالقوه صورت به است که محصول یک( دایمر )3جدول ( اول برنامه از حاصل نمونه در

primer dimer از رشته یک پرایمر با هر شدن هیبرید جاي به هم با شده پرایمرها هیبرید حاوي که DNA اگر)26( .استالگو 

دماي اتصال و  استفاده مورد پرایمرهاي تا مقدار است لازم شود انجام پلیمراز زنجیرهاي واکنش نوع یک  بارها و بارها باشد قرار

 مشکل رفع جهت آنها از حجم برداشتی کاهش با که پرایمرها غلظت کاهش و تعداد سیکلها کاهش .گردد ست پرایمرها

 ( اسمیر ژل در دیگر هاي نمونه تکرار در همچنین .شد داده کاهش سیکلها تعداد مطالعه این در که استفاده است قابل دایمرها

 دوم برنامه خاطر به همین. اشتندرا ند کافی وضوح شده ایجاد باند همچنین و شده ایجاد)شکل زمینه پس در سایه اي حالت ایجاد

 تصاویري PCR دستگاه در شده کاربرده  به ژن تکثیر دوم برنامه).  4جدول(بررسی نمونه ها مورد ارزیابی قرار گرفت  جهت

جهت  شده اثبات و مناسب روشی مارکر مناسب همراه به برنامه این بنابراین )2شکل( .دهدمی  نشان اول به برنامه نسبت واضحتر

  .شخیص نوع گونه ماهی تن کنسرو شده می باشدت

  

  

                                                             
١ - Spectrophotometry  
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  .هاي مورد بررسیبراي نمونه PCRنتایج به دست آمده از الکتروفورز محصول : 2شکل

  PCRنتایج  -3-3

مشخص گردید که از بین پرایمرهاي مورد استفاده نتایج پس از بررسی اولیه برنامه انتخابی میزان اختصاصیت پرایمرها بررسی شد 

به عنوان پرایمر اختصاصی عمل کرده و تمام تکثیرها بر اساس این پرایمر صورت  Minibarcoding)(یمرمینی بارکدینگ پرا

این موضوع در تصاویر ژل . قابلیت شناسایی گونه هاي مورد نظر ماهی تن فراوري شده را دارداین توالی  )2شکل  . (گرفت

  )2شکل.(الکتروفورز مشاهده گردید
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میتوکندري در کلیه نمونه ها به طور موفقیت آمیزي با استفاده از واکنش زنجیره ایی پلیمراز تکثیر و  1روم اکسیداز ناحیه سیتوک

وآماده 6و5و4و3مورد ارزیابی قرار گرفت که نتایج آن در جداول  BOLDسپس توالی توسط پایگاه اطلاعاتی . توالی یابی شد

نمونه با  20 . درصد شباهت ژنتیکی به تن ماهیان بودند 97نمونه داراي  80 کنسرو نمونه 100نتایج حاصل نشان داد که از .است

ب نسروهاي پر شده با گوشت خرد شده در آمورد مربوط به ک 10گذاري شده بود، تفاوت داشت چه که روي آن برچسبآن

د مربوط به کنسروپر شده با گوشت مور 4و  روغن می باشد نسروهاي پر شده با گوشت خرد شده درمورد مربوط به ک 6نمک و 

بیشترین عدم  5بر اساس جدولبه طور کل  مورد مورد مربوط به گوشت یک تیکه در روغن می باشد2یک تیکه در آب نمک و

در کنسروهاي فراوري  6همچنین براساس جدول و. به کنسروهاي پرشده با گوشت خرد شده مشاهده گردیدتطابق برچسب مربوط 

   .بیشترین عدم تطابق گزارش شدشده در آب نمک 

مورد تقلب صورت گرفته در کنسرو ماهی تن تهیه شده از گوشت خرد شده و  10گردد که از مشاهده می 7در جدول 

مورد متعلق به گونه راس  1مورد به خانواده برگ ماهی و  1مورد به خانواده شورت ماهیان،  7فرآوري شده در آب و نمک، 

و این موضوع باعث می شود همراه انواع  است به طور عمده در مناطق صید ماهی تن فراوان ماهی شورت میزان  .چکربورد بود

  .ماهیان تن صید شود و در مرحله تولید به جاي ماهی تن در کنسرو استفاده شود

ده و فرآوري شده مورد تقلب صورت گرفته در کنسرو ماهی تن تهیه شده از گوشت خرد ش 6گردد که از مشاهده می 8در جدول 

  .در روغن، تمامی موارد به خانواده شورت ماهی تعلق دارند

مورد تقلب صورت گرفته در کنسرو ماهی تن تهیه شده از گوشت یک تکه و فرآوري  2گردد که از مشاهده می 9در جدول 

  .شده درآب و نمک، هر دو مورد به خانواده شورت ماهی تعلق دارند

دد که تنها یک مورد تقلب در کنسرو ماهی تن تهیه شده از گوشت یک تکه و فرآوري شده در گرمشاهده می 10در جدول

  .روغن صورت گرفته است که به خانواده شورت ماهی تعلق دارند

درصد  90نمونه  18با این وجود در . درصد شباهت ژنتیکی به تن ماهیان بودند 97نمونه داراي  80کنسرو مورد بررسی،  100از 

کند، اگرچه ارزش غذایی قابل ها و دریاها زندگی میاین ماهی در مناطق کم عمق خلیج. داشت 1ژنتیکی به شورت ماهیانشباهت 

                                                             
١ Sillago sihama 
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توجهی دارد، اما چون محتویات درون قوطی کنسرو با برچسب روي آن تفاوت داشت، این مورد نیز به عنوان تقلب در نظر گرفته 

هاي در آب Britzتوسط  2012این ماهی در سال . است 1هت به ماهی برگ ماهیدرصد شبا 83نمونه داراي  1همچنین، . شد

گونه متعلق  بورد بود 2به راس چکر% 75مورد تقلب داراي شباهت  20نمونه از  1همچنین، . بخش جنوبی اقیانوس هند شناسایی شد

یک نمونه نیز بر خلاف . شودوارد می هاي اقیانوس هند است که گاهی به صورت اتفاقی به دریاي عمان و خلیج فارسبه آب

برچسب قوطی کنسرو حاوي ماهی بچه زرده بود که با وجود اینکه ماهی گرانتري نسبت به ماهی هوور بوده اما به دلیل عدم تطابق 

با عدم تنوع ماهیان استفاده شده در کنسروهاي ماهی تن  میزان 3شکل . با برچسب قوطی به عنوان مورد عدم تطابق لحاظ گردید

  .را نشان می دهد تطابق گونه

  نتایج بررسی عدم تطابق نوع کنسرو ماهی با برچسب بر اساس نوع گوشت:5جدول 

  درصد نمونه هاي رد شده  نمونه هاي داراي عدم تطابق  تعداد کل  نوع محصول

  %32  16  50  کنسرو ماهی با گوشت خرد شده

  %8  4  50  کنسرو ماهی با گوشت یک تیکه

  

  تایج بررسی عدم تطابق نوع کنسرو ماهی با برچسب بر اساس نوع فراورين :6جدول 

  درصد نمونه هاي رد شده  نمونه هاي داراي عدم تطابق  تعداد کل  نوع محصول

  %24  12  50  کنسرو تن ماهی در آب نمک

  %16  8  50  کنسرو تن ماهی در روغن

  

                                                             
١ Pristolepis rubripinni 

٢Halichoeres hortulanus   
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  تن با عدم تطابق گونه تنوع ماهیان استفاده شده در کنسروهاي ماهی میزان 3 شکل

  

  .ھای تھیھ شده در آب و نمکھای کنسرو با نوع گوشت خردشده تن ماھیعدم تطابق گونھ ماھی شناسایی شده در نمونھ ٧جدول 

  

  نوع گوشت  کد نمونه
مشخصات 

  نمونه
 طول قطعه

میزان 

 (%)شباهت
 گونه تشخیص داده شده

کد دسترسی بانک 

 ژن

89-141686-

1-R 
 Halichoeres 75% 266  نماهی ت  خردشده

hortulanus 
JF434990.1 

90-141687-

2-R 
%78/94 269  ماهی تن خردشده  Sillago sihama JF494530.1 

91-141688-

3-R 
%32/95 266 ماهی تن خردشده  Sillago sihama MN512097.1 

92-141689-

4-R 
%94/96 268 ماهی تن  خردشده  Sillago sihama 

92-141689-4-

R 

42-144989-

5-R 
%95/97 266 ماهی تن خردشده  Sillago sihama JF494530.1 
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29-143150-

16-R 
 Sillago sihama JF494530.1 %18/99 263 ماهی تن خردشده

30-143151-

17-R 
%35/98 262 ماهی تن خردشده  Sillago sihama JF494530.1 

20-143155-

18-R 
 Sillago sihama JF494530.1 %18/99 263 ماهی تن خردشده

21-

1413156-

19-R 

%13/83 261 ماهی تن خردشده  Pristolepis 

rubripinnis 
MG923398.1 

22-143157-

20-R 
 Sillago sihama JF494530.1 %97 267 ماهی تن خردشده

  .هاي تهیه شده در روغنهاي کنسرو با نوع گوشت خردشده تن ماهیعدم تطابق گونه ماهی شناسایی شده در نمونه 8جدول 

  

  کد نمونه
نوع 

  گوشت

مشخصات 

  نمونه
 طول قطعه

میزان 

 (%)شباهت
 تشخیص داده شدهگونه 

  کد دسترسی 

  بانک ژن

93-141690-5-R 57/99 267  ماهی تن خردشده% Sillago sihama JF494530.1 

32-143066-6-R 72/98 267 ماهی تن خردشده% Sillago sihama EF609617.1 

31-143070-8-R 17/96 266 ماهی تن خردشده% Sillago sihama EF609617.1 

26-143147-13-R 17/96 266 ماهی تن هخردشد% Sillago sihama EF609617.1 

27-143148-14-R 96 265 ماهی تن خردشده% Sillago sihama EF609617.1 

28-143149-15-R 95 265 ماهی تن خردشده% Sillago sihama EF609617.1 

  

  .هاي تهیه شده در آب و نمکتن ماهیهاي کنسرو با نوع گوشت یک تکه عدم تطابق گونه ماهی شناسایی شده در نمونه 9جدول 

  

نوع   کد نمونه مشخصات  طول  میزان  گونه تشخیص داده  کد دسترسی بانک 
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 ژن شده (%)شباهت قطعه  نمونه  گوشت

43-144990-20-R 95/99 271  ماهی تن یک تکه% Sillago sihama JF494530.1 

23-143158-21-R 57/99 263  ماهی تن یک تکه% Sillago sihama JF494530.1 

  

  ھای تھیھ شده در روغنھای کنسرو با نوع گوشت یک تکھ تن ماھیعدم تطابق گونھ ماھی شناسایی شده در نمونھ ١٠جدول 

  

  کد نمونه
نوع 

  گوشت

مشخصات 

  نمونه

طول 

 قطعه

میزان 

 (%)شباهت
 گونه تشخیص داده شده

کد دسترسی بانک 

 ژن

25-143160-23-

R 
 Sillago sihama JF494530.1 %57/99 263  ماهی تن یک تکه

27-143160-23-

R 
 Auxis thazard JF494530.1 %6/99 263 ماهی تن یک تکه

  

  

 یکی از جنبه هاي سلامت و ایمنی محصولات کنسرو ماهی تشخیص تقلبات مربوط به اصالت ماهی بکار رفته در کنسرو می باشد

متدهاي مبتنی بر تشخیص ترین روش هاي بررسی این موضوع ل از متداو.مذهبی نیز حائز اهمیت است وکه از نظر اقتصادي 

DNA 11(.یکی از روش هاي رایج تشخیص پروتوئین استفاده از تکنیک الایزا می باشد) 18و1.(و شناسایی پروتئین ها می باشد (

دنبال  دارد و نیز با توجه به  د واکنش هاي متقاطع و نتایج کاذب را بهنو از آنجایی که استفاده از این روش ها همواره مشکلاتی مان

به نظر می رسد روش  .اینکه حضور و تشخیص پروتئین یک پارامتر وابسته به سن و نوع گوشت به کار رفته در فراورده می باشد

 DNAدر اینجا مهم نیست  که چرا روش هاي مناسب تري هستند  PCRبا استفاده از تکنیک  DNAهاي بر پایه تشخیص 

. تخراج شود قابل تشخیص استزیرا از هر ناحیه ایی که نمونه اسکدام قسمت گوشت و یا حتی بافت چربی باشد  استخراج شده از

کنسرو، (هاي مختلف با پردازش DNA مزیت دیگر این تکنیک نسبت به تجزیه و تحلیل پروتئین این است که اگرچه) 13(

توان ها برخوردار است و همچنان میرابر حرارت نسبت به پروتئینممکن است تغییر کند؛ اما، از مقاومت بیشتري در ب) گرمایش
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- به طور بالقوه می DNAعلاوه بر این، . را تقویت کرد PCR با اطلاعات کافی براي شناسایی به روش DNA قطعات کوچک

، به دلیل از بین رفتن کد ژنتیکی همچنین. هاي موجود زنده وجود دارداي بازیابی شود؛ زیرا تقریباً در تمام سلولتواند از هر نمونه

  )15(.کندها فراهم میاطلاعات بسیار بیشتري را نسبت به پروتئین DNAو وجود بسیاري از مناطق غیر کد کننده، 

مورد استفاده قرار گرفته  دریاییبراي شناسایی تقلبات در اصالت محصولات فراوري شده  PCRتکنیک هاي مخنلفی در 

   )6و4(.است

نمونه کنسرو موجود در بازار تهران با استفاده از روش  48به بررسی وجود ماهی تن هوور معمولی در ) 1392(و همکاران میرخانی 

DNA  مطالعه حاضر مزیت  )1(.درصد بوده است 23نتایج نشان داد گونه اصلی که باید در کنسروها باشد . بارکدینگ پرداختند

تن نه تنها هوور ، برنامه تکثیر کاربردي ، توسعه روش شناسایی در مورد کنسروهاي  استفاده از نمونه هایی حاوي انواع ماهی

در تحقیق حاضر، بیشترین میزان تقلب در کنسروهاي تهیه شده از . فراوري شده در آب نمک و حاوي گوشت خرد شده می باشد

ه صورت اتوماتیک یا به صورت دستی توسط هاي کنسرو که یا بزیرا، در این روش پر کردن قوطی. گوشت خرد شده مشاهده شد

هاي ها که قابلیت تولید کنسرو را دارند، نیز با تکههاي به جا مانده از سایر گونهگیرد، ممکن است گوشتنیروي انسانی انجام می

ین مشکل ، ا)6(یابد گوشت ماهی تن مخلوط شود و چون قابلیت تشخیص گوشت پس از پخت به دلیل تغییر ظاهر آن کاهش می

هاي تولید کنسرو گردد که براي حل این مشکل در کارخانهکه البته پیشنهاد می. و یا به عبارتی تقلب ممکن است سهوي بوده باشد

هاي مربوطه هاي مولکولی تستهاي سهوي با روشبخشی طراحی گردد که از کنسروها به طور تصادفی براي بررسی این تقلب

  .صورت گیرد

نوع گوشت به کار رفته در محصولات گوشتی تهیه شده از  تعیینبراي  Real time-PCRاز روش  )2013( نالگا و همکارا

مزیت  .عدم تطابق برچسب گزارش شد) درصد10(هار نمونه چدر  .استفاده کردند  مرغ و خوك  ،بوقلمون ،گوسفندگوشت 

استفاده از واکنش  علت )24(.در نمونه مورد بررسی می باشدوشت گتعیین میزان  در مطالعه الگا و همکاران روش بکار گرفته شده 

در اثبات حضور یا عدم حضور گونه مورد صرف هزینه کمتر و کفایت مسئله ایمنی و کنترل کیفیت  مطالعهاین زنجیره ایی در

ر فراورده هاي بنابراین مطالعه حاضر موجب به صرفه بودن انجام آزمون هاي شناسایی نوع گوشت ماهی د. بررسی می باشد

  .کنسروي ماهی می باشد
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. ه حساس و ضروري استتوالی پرایمر انتخاب شده یک مرحلتکثیر شده با  DNAدر روش هاي مولکولی شناسایی و اطمینان از 

شرایط بهینه سازي شده .در این بررسی نیز، از میان پرایمرهاي مورد استفاده یکی از پرایمرها به صورت اختصاصی عمل کرد

رفته در این مطالعه را اثبات کرد همچنین مشاهده باندهاي مربوط به نمونه نش زنجیره ایی پلیمراز اختصاصیت پرایمرهاي بکار واک

به بررسی تشخیص تقلب در انواع ) 212(، در تطابق با نتایج حاصل از تحقیق حاضر، کلنگی و همکاران  ها این مطلب راتایید کرد

، )F2aو  R1 ،F1a(ها با استفاده از سه عدد پرایمر  استخراج شده از نمونه DNAراي این منظور، ب. ماهیان خاویاري پرداختند

عنوان  به F2aو  R1نتایج نشان داد پرایمرهاي . مرازتکثیر شدند اي پلی ، طی واکنش زنجیرهbطراحی شده بر اساس ژن سیتوکروم 

  )16(.برون معرفی شدند براي گونه ازونیک پرایمر اختصاصی 

میتوکندریایی به دلایلی مانند تعداد کپی هاي فراوان آن در تمام سلول ها و پایین بودن احتمال نوترکیبی ان  DNAاستفاده از 

ضمن اینکه مقاومت حرارتی و تعداد کپی هاي بالاي این ژن شانس بقاي . نسبت به سایر انواع ژن ها از ارجحیت برخوردار است

در پژوهش حاضر، ) 20.(در آزمایشات می باشد PCRداده و تضمین کننده مقدار کافی محصول  ایشزآن را در شرایط مختلف اف

 DNAشکسته شده باشد، ولی  بالاي ناشی از اتوکلاو کنسروها  ممکن بود به خاطر درجه حرارت DNAاگرچه، قطعات 

 1ق حاضر با استفاده از ژن سیتوکروم اکسیدازسلولی بوده و در تحقی DNAبسیار پایدارتر از ) 1سیتوکروم اکسیداز(میتوکندریایی 

میتوکندریایی مقاوم بود، توانستیم به تقلبات موجود در کنسروهاي تن ماهیان در برندهاي مختلف موجود در  DNAکه یک قطعه 

کنسرو (براي چهار محصول ماهی تن به صورت  2016همچنین در تحقیقی که در کشور اندونزي در سال . بازار ایران پی ببریم

انجام گرفت از ژن سیتوکرو اکسیداز براي تشخیص نوع ماهی بکار رفته در محصول استفاده ) 3و فلاس 2وفیش بال 1شده سوشی

  )19.(و عدم تطابق برچسب تنها در مورد کنسرو ماهی تن مشخص شد.شد

Tarmizia وZainudd )2020 (از روش بارکد گذاري DNA ر محصولات غذاهاي دریایی به عنوان ابزاري براي کشف تقلب د

در شناسایی انواع محصولات دریایی شامل فیله نامشخص  PCRروش هدف اصلی این مطالعه بررسی تأثیر . استفاده نمودند

فیله پلوك کوبیده، مخلوط ماهی کاد، ماهی ساردین کنسرو شده و سوش ماهی قزل  اي براي استیک،هاي سینهاقیانوس آرام، باله

ژن سیتوکرو از  .ها استخراج شدي نمونهژنومی با موفقیت از همهDNA ها، بافت نمونه DNA ستفاده از کیت استخراجبا ا .بودآلا 

هاي تقویت شده تنها توانست سه نمونه یعنی فیله پولاك کوبیده، سوش ماهی قزل آلا نتایج حاصل از توالی. استفاده شد 1اکسیداز 
                                                             

١ Sushi 
٢ Meat ball  
٣ Fish floss  
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در تحقیق حاضر نیز توانستیم با استفاده از ژن میتوکندري نتایج قابل اعتمادي به دست )22(. ندو کنسرو ساردین را شناسایی ک

  .آوریم

استخراجی می   DNAباعث کاهش کیفیت و کمیت فشار اسمز ي و حرارت در طول فراوري کنسرو تهیه شده در آب نمک 

پژوهش حاضر توانستیم با بهینه سازي  در تشخیص نوع گونه می گردد در  PCRشود که این مورد باعث کاهش دقت روش 

نوع ماهی به کار رفته در کنسرو هاي فراوري شده در آب نمک را تشخیص تکثیر روش واکنش زنجیر ه ایی و برنامه کاربردي 

 طی تحقیقی از روش هاي مختلف 2015در سال  حیدر زاده  . دقیق به دست آمد  یو با کاهش هزینه ها و زمان آزمون نتایج.دهیم

استخراج شده را با روش  DNAکیفیت و کمیت  در اب نمک و روغن استفاده کرد و ماهی تن کنسرو شده DNAبراي استخراج 

   .کتوفتومتري و ژل آگارز تعیین کردو در نهایت بهترین روش استخراج را معرفی کردهاي اسپ
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 DNA   استخراج شده به روشWizard  و CTBA کمترین آلودگی به پروتئین وRNA  همچنین خرد شدن .و سایر مواد داشت

استخراجی بیشترین غلظت و بهترین کیفیت را   DNAدر طی استخراج به این دو روش کمتر اتفاق افتاد و   DNAو تکه شدن 

قیق فوق که با نتایج تح.داشت که این مورد به عواملی مهمی مانند طول زمان استخراج و نوع مواد شیمیایی به کار رفته بستگی  دارد

 استخراجی در کنسرو آب نمکی و روغن نیز تفاوت داشت به طوري که غلظت   DNAهمخوانی داشت همچنین میزان غلظت 

  )9( .درصد گزارش شد 75درصد و آب نمکی  95بدست آمده از کنسرو روغنی 

  

  کلی نتیجه گیري -4

. ا اثبات کردالعه رطم این در رفته کار به پرایمر نبود اختصاصی اي پلیمراز، زنجیره واکنش آزمون بهینه سازي شده شرایط

هاي مربوط به نمونه ها این مطلب را تایید کرد که مواد و شرایط بکار رفته در فناوري کنسرو  اثر  منفی در همچنین مشاهده باند

حتی زمانی ) توکندريژن می( DNAایی پلیمراز و تشخیص گونه ماهی نداشته است که بدلیل پایداري حرارتی  واکنش زنجیر ه

ایی  ه بر مبناي واکنش زنجیر DNA barcoding در این مطالعه روش.باشد میداشته،  که محصول تحت فرایند شدید حرارتی قرار

نهایتا یافته هاي پژوهش نشان . هاي فراوري شده در آب نمک بهبود داده شدنوع ماهی بکار رفته در کنسروپلیمراز در تشخیص 

بر  ردر فرارده هاي کنسرو ماهی تن در کشور وجود دارد و این امر لزوم نظارت مستمر و منظم نهاد هاي ناظ داد مسئله تقلب

  .کند گیري روش هاي نوین براي کشف تقلبات در مواد غذایی را بیش از پیش آشکار میداشت و سلامت جامعه در کنار بکاربه

طبیعی گرگان و دانشگاه آزاد نجف آباد که در انجام این کار همکاري با سپاس از دانشگاه کشاورزي و منابع : سپاسگزاري - 5

  .نمودند
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Abstract 

There are different ways to assess the lable of marine product with their actual contents. The aim of 
this study was to compare the authenticity of the fish with the label on the canned tuna and to improve 
the identification technique is applied. Canned tuna stuffed with one piece meat in brine , oil and 
canned tuna stuffed with chopped meat in brine , oil were use . samples were abtained from different 
city of Iran. DNA extraction was performed on all samples and its quality and quantity were 
investigated. And then, polymerase chain reaction with designed primers for cytochrome oxidase 1 
gene was performed . Then the accuracy and specificity of primers were evaluated using principle 
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program . Finally, sequencing was performed and the results showed that among the examined 
primers one primer could work specifically for the examined samples. Most of fraud were in canned 
tuna with chopped meat in brine compared to one piece meat in oil, and out of 100 canned samples 
examined, 20 mis labeling were reported. Due to its high speed , accuracy and specificity, this method 
is very useful for to indentify of fraud in tuna canned prepared in brine and oil, that DNA fragments 
may be lost during the canning process, and  is recommended to investigate the amount of fraud of 

processed foods.                                                                                       

keywords: fraud, canned tuna, Polymerase chain reaction (PCR), Cytochrome oxidase 1. 

  

 


