
   .76-60: صفحات 3، شماره 4، دوره 1400 پاییز مجله پژوهشنامه حلال؛  مروری مقاله 

This paper is open access under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International license

 https://doi.org/10.30502/H.2022.312633.1093 

هاي ژلاتيني ده براي تشخيص حليت در فرآور  هاي موجودتنوع روش  بررسي

 3یانمحمد مرتضو یرام، 2ی، مهرداد قوام2ی نرگس کمند، *1دانا  یقباد یممر

یران پژوهشگاه استاندارد، کرج، ا  ی، کشاورز یها و فرآورده ییغذا  یع پژوهشکده صنا یولوژی،و ب  یکروبیولوژی م یگروه پژوهش -1

یران تهران، ا ی،دانشگاه آزاد اسلام یقات، واحد علوم و تحق  یی، غذا یعصنا مهندسی گروه علوم و  -2

ی،بهشت  یدشه  یکشور، دانشگاه علوم پزشک  ییغذا   یع و صنا  یا  یهتغذ  یقات تحق  یتوانست  یی،غذا   یع و صنا  یهدانشکده علوم تغذ  یی، غذا  یعگروه صنا–  3

 . یرانتهران، ا

 چکيده  اطلاعات مقاله 

 8/8/00 دریافت مقاله:

 4/10/00 پذیرش مقاله:

ی . گاهشودی م  یهگاو و خوک ته  یوانیح  یهاعمدتاً از گونه   یعمورد مصرف صنا  ینژلات  سابقه و هدف:

محصول عنوان    یگذار از آنچه در نشانه  یرغ  یانامرغوب    یهتمام شده محصول از ماده اول  ینهکاهش هز  یبرا 

 یزمان  یاو    یفتدکننده به مخاطره بکه سلامت مصرف   یموضوع در موارد  ین. اشودیشده است، استفاده م

یشتری ب  یتاهم  یدارا  داشته باشد،  یرتافراد جامعه مغا  ینید  یدخاص با دستورات و عقا  یاکه مصرف ماده 

دهنده ماده    یلتشک  یاجزا  یتتر احراز هوو به عبارت جامع   یصتشخ  یی،شناسا  ییرو توانا  یناست. از ا

یص و تشخ  ییاست. شناسا  یاتاز ضرور رکشو  یکنترل بهداشت  یستمس یبا منشأ موجود زنده برا  ییغذا

ی بهداشت   یمنی کننده در مورد امصرف   یناناطم  ین تأم  یدگاهاز د  ینمنشأ گونه به کار رفته در ساختار ژلات 

 . باشد یم  یازمورد ن  یمذهب  یو باورها  یدعقا  یزغذا و ن

ی آن از سراسر جهان معرف  یهاو فرآورده   ینگونه موجود در ژلات  یینبا هدف تع  یمتعدد   یهاروش :  نتایج 

ی هاشده است روش   یسع  یقتحق  ین. در اباشندیخاص خود م  یبو معا  یامزا  یشده است که هر کدام دارا

محصول   یتو احراز هو  ینمنشأ ژلات  یصتشخ  یمورد استفاده برا   یستیو ز  یمیاییش  یزیکی،ف  یلی تحل

بررس مورد  قرمز  یهفور  یل تبد  یسنج  یفطهمچون    ییها. روش یرندقرار گ  یحلال  ،   (FTIR)  مادون 

زنج  (ELISA)  یزاالا  ی،کروماتوگراف واکنش  شده   ینبد  یمرازپل  اییره و  استفاده  از    یکیاند.  منظور 

 PCRباره آن انجام شده است، روش  در  یتر بوده است و مطالعات مختلفموفق  ینه زم  ینکه در ا  ییهاروش 

یص، کم قادر به تشخ  ینهسرعت بالا و هز  یت،اختصاص  یت،که با حساس  باشدیته آن میاف  توسعه  یو متدها

 .تبه هم اس  یکنزد  یهاو افتراق گونه   ییشناسا

جمله    DNAبر    یمبتن  یهاروش   :يريگجهينت بق  PCRاز  به  کاراروش   یهنسبت  از  یشتری ب  ییها 

مطمئن با درصد    یهاعنوان روش توانند به ی م  یها در صورت استانداردساز روش   ینبرخوردار هستند. ا

رند. یدر گرم نمونه( مورد استفاده قرار گ  DNAکم )در حدود نانوگرم    یص ، با حد تشخ  %99  یناناطم

DNAبر    یمبتن  یهاروش   یریپذ یدو تجد  یریپذاستحکام، تکرار  یت،حساس  یت،البته لازم است اختصاص

 . یرندقرار گ  یمورد بررس

 :کلمات کليدي

 تقلب   یصتشخ

 ینژلات

 گونه  ییشناسا

 ی ا فرآورده ژله 

PCR  یفی ک 

مجله  .  ینیژلات  ی هادههای موجود برای تشخیص حلیت در فرآوربررسی تنوع روش  .الف م  یان ، مرتضوم  ی قوام  ،ن   ی ، کمندم  دانا   یقباداستناد )ونکوور(:  

.67- 06(:3)4؛4001 پاییز پژوهشنامه حلال. 

 مقدمه 

دست آمده از هیدرولیز جزئی  پروتئین به  عنوانبهژلاتین  

ژل  همچون  خود  خاص  خصوصیات  دلیل  به  سازی،  کلاژن 

دهندگی و منبع پروتئین بدون چربی دهندگی، پوششقوام

026-32808413، شماره تماس: dana.m@standard.ac.ir، آدرس پست الکترونیکی: مریم قبادی دانایسنده مسئول: نو*

یکی از اجزای مهم در ساختار مواد غذایی و دارویی   عنوانبه

می استفاده  آرایشی  صنایع  و  در  مصرف  مورد  ژلاتین  شود. 

شود. مطابق  و و خوک تهیه میهای حیوانی گا عمدتاً از گونه
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های آماری جهان میزان ژلاتین  سایتآمار منتشر شده در وب

استخراجی از منبع پوست گونه خوک در همه جای دنیا بیش  

از ژلاتین استخراجی گاوی است، یکی از دلایل این موضوع 

ژلاتین از گونه خوک است که منجر   تر استخراجزمان کوتاه

 .  (1)شودتر میباکیفیتبه تولید محصول 

شناسایی و تشخیص منشأ گونه به کار رفته در ساختار  

مورد  در  کننده  مصرف  اطمینان  تأمین  دیدگاه  از  ژلاتین 

مذهبی،   باورهای  و  عقاید  نیز  و  غذا  بهداشتی  ایمنی 

های غذایی  و فرهنگ 1های زئونوز های غذایی، بیماریآلرژی 

حصول فرآیند شده یا  باشد. تشخیص اجزا در ممورد نیاز می

آزمون  به  نیاز  و  نیست  آسان  همیشه  تأییدی  ترکیبی  های 

دارد) فرآورده  اصلی  برای2برای تشخیص منشأ  بنابراین   .)

روش به  نیاز  غذایی  ماده  در  موجود  گونه  های  احراز هویت 

تشخیصی دقیق و قابل اطمینان و قابل اجرا است که باعث  

 د. کننده گردنایجاد اطمینان در مصرف

افزودن  روش با  غذایی  صنایع  در  تولید  جدید  های 

ها و امولیسفایرها و سایر  ترکیبات مختلف همانند نگهدارنده

و  افزودنی غذا  ماندن  سالم  و  مدت  طولانی  نگهداری  به  ها 

ظاهر مزه،  بافت،  کیفیت  پذیرش   همچنین حفظ  قابلیت  و 

ها بسته به کند. انواع مختلفی از افزودنیمحصول کمک می

به طور گسترده  ترکیبات موجود در فرآورده و هدف نهایی  

در صورتی که این  .  رندیگیاستفاده قرار مغذا مورد  در صنعت  

مواد اولیه منشأ حیوانی داشته باشند، احتمال اینکه محصول 

 غیر حلال باشند، وجود دارد.  

گوشت  حضور  اسلام  دین  در  شده  منع  موارد  از  یکی 

فرآور در  آن  اجزا  یا  است.خوک  غذایی  حضور   ده  احتمال 

طیف وسیعی از محصولات غذایی و   مشتقات گونه خوک در

ها، دسرها  ها، پاستیلهای این صنعت همانند انواع ژلهافزودنی

دهنده،  ای، بستنی و ماست، ترکیبات طعمهای ژلهو پودینگ

سسسوپ  و  گلوتامات،  ها  مونوسدیم  حاوی  پودری  های 

گلیسرید و غیره  تین، مونو و دی امولیسفایرهایی همچون لس

گذاری برخی از محصول به صورت  وجود دارد، اطلاعات نشانه

1 Zoonosis 

کامل و شفاف بیان نشده است و یا حاوی فرمولاسیون بسیار  

 باشند. نشده میپیچیده و فاش

و   بهداشتی  ذبح  جهت  خاصی  مقررات  ایران  کشور  در 

(.  3شود)شرعی محصولات دامی داخلی و وارداتی رعایت می

های لازم جهت واردات دامی و کنترل لاشه گوشت کنترل 

ها و مشتقات حیوانی شود. همچنین بازرسی فرآوردهانجام می

افزودنی صورت  به  انواع که  فرمولاسیون  در  مختلف  های 

 گیرد. شوند، صورت میمحصولات غذایی استفاده می

همچنین با در نظر گرفتن بازار تجارت جهانی محصولات 

در بسیاری از کشورهای اسلامی که علاقمند به مصرف  حلال،  

باشند، ساز و کار کنترلی همانند کشور محصولات حلال می

ما جهت رعایت شرایط بهداشتی و شرعی ذبح وجود ندارد و  

می نهایی  محصول  تأییدی  و  بازرسی  سیستم  به  باشد.  نیاز 

ی  هاگروهشناسایی گونه از این دیدگاه دارای اهمیت است که  

غذاهای  در مورد  توانند انتخاب درستی  می مذهبی   یا قومی  

برای  و  2رکوش،  حلال گاو که  ممنوع  وهند  گوشت  است،  ها 

 (.  4)داشته باشند

بر   یتواند عواقب جدیم   تقلب در مواد غذایی  از آنجا که

باشد،   داشته  انسان  فروش  سلامت  بازار  بر  نتیجه  ر یتأثدر 

بنابراین باید    (. 5-6)بردیم  نیرا از ب  یمشتر  اعتماد و   گذاشته

گونه حیوانی که در تولید فرآورده استفاده شده معین شود و  

گذاری آن به صورت واضح بیان گردد و نیاز است که  برچسب 

برچسب  و  محتوای  باشد  مطابق  نمونه  محتوای  با  گذاری 

اجزای  راستی  همه  تشخیص  موارد  بیشتر  در  شود.  آزمایی 

 پذیر است. از روی برچسب آن به سختی امکانفرآورده غذایی  

های جدید استفاده از از طرف دیگر برای تشخیص تقلب

های  رسد. در میان روشهای مدرن ضروری به نظر میروش

تکنیک  تشخیصی،  اسید مدرن  آنالیز  پایه  بر  های  های 

بسیار اهمیت دارند و به دلیل    PCRنوکلئیک به ویژه روش  

توانند  های مختلف، میافتراق بین گونه قدرت بالا در  داشتن  

 گیرند.  شده مورد استفاده قرار در غذاهای پخته و فرآیند

2 Kosher 
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 ژلاتين

پروتئینی   بیوپلیمر  قهوهژلاتین  به  متمایل  و  ،  ایزرد 

جزئی  هیدرولیز  که محصول  (،  7)مزه استبو و بی بیتقریباً

حاصل    قلیایی،  اسیدی کلاژن  آنزیمی  بافت    ازو  پوست، 

ح استخوان  و  از کلاژن    . (8باشد)می واناتیهمبند  یکی 

ح  هاینیپروتئ  نیترفراوان  بافت  در  و    واناتیموجود  است 

 درصد( را  30)بدن پستانداران    یهانیسوم پروتئ  کی  باًیتقر

اصل  . دهدیم  لیتشک ی  کیمکان  مقاومتایجاد  آن    ی عملکرد 

اندامبافتبرای   و  خارج  نیپروتئ  نعنوابهمختلف    یهاها 

شکل  (.  8)استی  سلول تغییر  یک  ژلاتین  به  کلاژن  تبدیل 

ن یژلات  دیتول  ی معمول  ندیفرآ  .الزامی در ساخت ژلاتین است

ا ی یدیاس  هیتصف  ش یکرد: پ   میتوان به سه مرحله تقسیرا م

اول  ییایقل حرارتهیمواد  استخراج  تصف  نیژلات  ی،   ه ی و 

علاوه بر اهمیت منبع کلاژن برای تولید ژلاتین،   (.9)یینها

و   فیزیکوشیمیایی  خصوصیات  بر  نیز  تولید  فرآیند  و  روش 

است) موثر  ژلاتین  ژلاتین    (.10کارکردی  تولید  مورد  در 

،  گردد استفاده مییا ماهی پوست خوک   براییند اسیدی آفر

تولید   به  منجر  برای قلیایی    دینآفر  وA نوع    نیژلاتکه 

تر به کار  و کلاژن با اتصالات پیچیده  گاو و گوسفند   استخوان

که  می می  Bنوع    نیژلاترود،  دست  اهمیت    (.11)آیدبه 

در   نیژلات  (.12پذیر است)ژلاتین توانایی تشکیل ژل برگشت 

گرم شدن   نیدهد و در حیم  لیژل تشک شدنخنک  هنگام 

معمولاً با استحکام ژل    نیژلات   تیفیکد.  شویم  ل یتبد  ع یبه ما

قویم  یریگاندازه 3«بلوم»  ای ژل  نقطیشود،  با  و    هتر  ذوب 

 (. 8است)بالاتر  یژلنقطه 

 کاربرد ژلاتين در صنعت غذا 

 تریتوسط پ   نیدسر ژلاتبرای اولین بار در   یخوراک  نیژلات

اد  1845سال    در  کوپر به کار برده شد. در  متحده    الاتیر 

غذایی   محافظتژل   عنوانبهصنایع  کلوئید  و  ساز،  کننده 

دهنده  کننده، تشکیلدهنده، شفافکننده بافت، اتصالتقویت 

قوام امولسیفایر،  محصولاتی   فیلم،  در  نگهدارنده  و  دهنده 

3تا  2)شیرینی (، بستنی،درصد 5/0تا  3/0همچون ماست )

د(درصد مارمالاد،  آبنبات،  آماده،  درصد(،    9تا    7)سرهای 

آدامس)  5/2تا    7/1مارشمالو) مورد    9تا    7درصد(،  درصد( 

1تا    2/0)همچنین در محصولات لبنی  گیرد.استفاده قرار می

فرآورده  درصد( گوشتیو  غذاهای    درصد(  5تا    1)های  و 

عمل    عنوانبه  درصد(   5/0تا    1/0)منجمد محافظ  کلوئید 

در جدول   ییدر مواد غذا  نی ژلات  یاصل  یکاربردها  (.8)کندمی

 خلاصه شده است. 1

 (. 11یی)در مواد غذا نیژلات ی اصل یکاربردها .1 جدول

 فرآورده کاربرد  گروه مواد غذایي 

 گوشت 

 دهندهاتصال

 دهنده پوشش

 کنندهدرخشان

 شده و سوسیس گوشت، گوشت کنسرو

 نان و محصولات قنادی 

 پایدارکننده 

 دهندهاتصال

 ساز ژلعامل 

 امولسیفایر 

 دهنده الاستیسیتی خمیر و قابلیت جویدن بهبود

 دهنده پوشش

کرم موس،  پرکیک،  آدامس،  های  مارشمالو،  کننده، 

 تافی و شکلات 

 لبنیات

 پایدارکننده 

امولسیفایر 

 دهنده بافت بهبود

اتصال با آب 

 ماست، خامه، باترمیلک، مارگارین و پنیر 

 ها، آبمیوه و سرکه انواع نوشابه کننده روشن نوشابه و آبمیوه 

3 Bloom 
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 دسرها 

 پایدارکننده 

 ساز عامل ژل

 دهنده پوشش

زده و سس گریوی پودینگ، شربت، بستنی، شیر یخ

 منابع توليد ژلاتين 

دیگر   و  استخوان  پوست،  از  عمدتاً  ژلاتین  تولید  منابع 

گونهبافت )های  گاو  مانند  )taurus  Bosهایی   Sus(، خوک 

scrofaمانند    گریمنابع د (. همچنین از 13آید)( به دست می

آبز موجودات  و  قب  یمرغ  در  یماه   لیاز  جلبک  و  ایو  یی 

حشرات و مخمر نیز استحصال شده است. مطالعات زیادی  

روی سایر منابع جایگزین برای تولید ژلاتین انجام گردیده  

ع  است. در مقایسه با ژلاتین حاصل از ماهی، ژلاتین با منب

خصوصیات  بالاتر،  ژلی  استحکام  دارای  خوکی  یا  گاوی 

(. همچنین 14فیزیکوشیمیایی بهتر و نقطه ذوب بالاتر است)

تری زایی کمتر و خصوصیات رئولوژیکی قویاحتمال آلرژی 

 (. 9نسبت به ژلاتین ماهی دارد)

دلایل   به  دنیا  در  تولیدی  ژلاتین  ژلی  قدرت  بیشترین 

، نقطه  آبیی نگهداشتن  برابر استرس، توانا، مقاومت در  شتریب

تر بودن، تر وآسانتر و ارزان در زمان کوتاه  دیذوب بالاتر، تول

4شود. همچنین بروز جنون گاویاز منبع خوکی تأمین می

(BSE)    باعث محدودیت استحصال ژلاتین از منبع گاوی شده

کنندگان از  هایی که در بین مصرفاست. با توجه به نگرانی

هداشتی و باورهای دینی وجود دارد، نیاز است روش  لحاظ ب

مورد   گونه  منبع  تشخیص  برای  مطمئنی  و  اعتماد  قابل 

 استفاده در محصولات حاوی ژلاتین وجود داشته باشد. 

 گونه  أبررسي منش   هاي انواع روش

ممکن  آسانی  به  فرآورده  اجزا  تشخیص  و  شناسایی 

ر گوشت و برای شناسایی منشأ گونه به کار رفته د  .نیست

 های میکروسکوپی مانند هیستو های گوشتی از روشفرآورده

روش(15)تکنیک چربی)،  شناسایی  بر  مبتنی  (، 16های 

نیژلات  أمنش  نییتعاستفاده شده است. اما    DNAیا  پروتئین  

انواع   در   نهیآم  یدهایاس  ی شباهت در توال  لیبه دل  ژه یبه و

4 Bovine Spongiform Encephalopathy  
5 Chemical Precipitation 
6 High Performance Liquid Chromatography 

(. از سوی 7)است  زیمختلف چالش برانگ  یهاکلاژن در گونه 

فر در  ژلاتین  شامل  آدیگر  مختلفی  مراحل  تولید  یند 

گذراند و این  هیدرولیز، استریلیزاسیون و خشک کردن را می

برد. از این رو  موضوع احتمال تخریب ساختار ماده را بالا می

ب توجه  تکن  یشتریمحققان  توسعه  دقیقک یبه  و  های  تر 

آپیشرفته  از روشتر روی  به کار گرفته  وردند. بسیاری  های 

مثال   عنوانبهشده در رسیدن به نتیجه مطلوب ناموفق بودند.  

شیمیایی  ترسیب  تشخیص  5تکنیک  جهت  مناسبی  روش 

کروماتوگرافی مایع با عملکرد    باشد، روشمنبع ژلاتین نمی

محدودیت(  HPLC) 6بالا  در  نیز  هویت  تشخیص  در  هایی 

نیز (  ELISA) 7الایزا  (. روش17های پیچیده دارد)ماتریکس

دل ح  ی همسان  لیبه  کلاژن  ساختار  از   مختلف  واناتیدر 

مختلف  منشأ  با  ژلاتین  افتراق  جهت  کمتری  حساسیت 

های استفاده شده در این دانش و . برخی از روش(18)دارد

)جدول ارائه شده است  نجای به طور خلاصه در ا  آنها  تیمحدود

2). 

(FTIRز )تبدیل فوریه مادون قرم  يسنج  فيط
8

منابع    کیتفک  لیپتانس  ی دارایسنج  فیط  ی هاک یتکن

باشد. این  های خود میطیف  بر اساس تفاوت  نیمختلف ژلات

نگاری   انگشت  اساس  بر   باتیترک  یمولکول  ستیزتوانایی 

آن ها است.    بیو ترک  ساختار  ،مختلف بسته به نوع مولکول

مادون قرمز    نوراز ناحیه    FTIRدر    هانیژلات  زیتما   یبرا  اغلب

(IR)  یبرخیی  ایمیش  بیدر مورد ترک  ی اطلاعات  ی حاو  چون

ی سنج  فیطروش    (.17)دشویاستفاده م   است،  از مواد خاص

های با وضوح آوری دادهقادر به جمع  مزقر  مادون  فوریه  تبدیل

است بالا  روش  طیف  این  غ عی سر.  و رتهاجمی،  ق یدق  ی 

که  17باشد)می آنجایی  از  مستق(.  و    هیتجزمورد    ماًینمونه 

7 Enzyme-Linked Immunosorbant Assay
8 Fourier-Transform Infrared Spectroscopy 
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سازی کوتاه است. استفاده از  گیرد، زمان آمادهقرار می  لیتحل

(.  7تجهیزات آن آسان است. به معرف و حلال کمی نیاز دارد)

روش سایر  با  مقایسه  در  روش  تشخیص  های  حد 

می بهتر  دست  فیزیکوشیمیایی  به  نتایج  تفسیر  برای  باشد. 

نیاز  ها پیچیده هستند،  آمده از این روش از آنجایی که طیف

های  تحلیل مؤلفههای مدرن آماری مانند  به تحلیل با روش

خوشه یا    )PCA( 9اصلی  مراتبی تحلیل  سلسله  10بندی 

(HCA)    تا روش  تشخیص  این صورت حد  در  و  5/0است 

می خالص (.  19باشد)درصد  بسیار  نمونه  به  نیاز  روش  این 

همراه را    FTIRروش  (  2010هاشم و همکاران )(.  18دارد )

خوک  یها نیژلات  زیتما  یبرا  PCAبا   و  استفاده    گاو 

ی  هانبات   آب (2019و همکاران )  یسبهمچنین    (. 20)کردند

طبقه بندی   FTIRای را بر اساس منشأ ژلاتین با روش  ژله 

 (. 21کردند)

 هاي کروماتوگرافي روش

و کروماتوگرافی    )LC)11های کروماتوگرافی مایع از روش

معکوس  منشأ    HPLC  و   (  LC-RP)12مایع  تشخیص  برای 

HPLC(  2008ژانگ و همکاران )  ژلاتین استفاده شده است.

ط همراه  به  د یپپتیی  شناسا  یبرا13ی جرم   یسنج  فیرا 

در  مارکر گونه  یتوالها  جانور  یهاکلاژن  در    یمختلف 

روش  ند. بنابراین  گرفتر  هضم شده، به کا  نیژلات  ی هانمونه 

HPLC  تشخیص منشأ گونه در ژلاتین است و  توانایی دارای

باید   روش  سا  با این  از  مانند  آشکارسازها    ریاستفاده 

 زیتما  یبرا(، یا آشکارساز فلورسنت  22اسپکتروسکپی جرمی)

 گیرد.  مورد مطالعه قرار

 های ژلاتینی. های مطالعه شده برای سنجش منشأ گونه موجود در فرآوردهروش .2جدول  

 مرجع معایب  مزایا  مبناي روش روش 

 ترسیب شیمیایی 
تفاوت در زمان ترسیب شیمیایی  

 ها با رسوب دهنده

در   تشخیص  توانایی 

 های خالص محلول

ماتریس   در  تشخیص  توانایی  عدم 

 پیچیده مواد غذایی 
(23 ) 

اسپکتروسکوپی 
FTIR

ی عملکرد  ی هاگروهتشخیص  

از نظر   نیژلات  حاضر در  متفاوت

 شدت موج و تعداد

وضوح طیف    ،عیسر   و  ساده

 بالا 

 به نمونه با خلوص بالا احتیاج است.

سازی  نیاز به بهینه  متفاوت   هایسی ماتر

 دارند. 

 ( 21( و )20)

HPLC  جداسازی بر اساس قطبیت 

برای تشخیص نوع ژلاتین بر  

آمینه  اسیدهای  مبنای 

نشانگر   پپتدهای  و  اصلی 

 مناسب است. 

به دلیل مشابهت ساختار شیمیایی قادر  

محلولبه   همه  در  ژلاتینی افتراق  های 

قیمت    نیست. گران  تجهیزات  به  نیاز 

 دارد.

(22 ) 

SDS-PAGE

برمبنای   ژلاتین  انواع  تشخیص 

اسیدهای آمینه گلیسین، آرژنین  

 و پرولین 

برا  یابزار ز یتما   یمناسب 

نمونه  یهاگونه ی هاخاص 

 شده و فرآیند  مخلوط

هزینه و  گیر  مورد  وقت  در  است.  بر 

هم  نمونه به  نزدیک  منابع  از  که  هایی 

 اند، کارایی کمی دارد. استحصال شده

ی بررس  یبرا  ماهر  نیتکنسبه    از ین 

گونه  هانمونه چندین  از  مختلط  ی 

 مناسب نیست. 

(24 ) 

ELISA
آنتی واکنش  مبنای  و  بر  ژن 

 بادی آنتی

انواع   افتراق  توانایی تمایز و 

 ژلاتین

گاهی    کلاژن   ی در توال  ی همسان به دلیل  

 حساسیت ضعیفی دارد.
(18 )

PCR
کمک   با  ژلاتین  منشأ  تشخیص 

species-specificprimers

انواع   افتراق  توانایی تمایز و 

و    ژلاتین حساسیت  با 

 اختصاصیت بالا 

نمونه  احتمال   دلیل  آلودگی  به 

روش بالای  تکنسین   حساسیت  به  نیاز 

ماهر 

(25 )

9 Principle Component Analysis 
10 Hierarchical Cluster Analysis  
11 Liquid Chromatography 

12 Reversed-Liquid Chromatography 
13 Mass Spectrometry 
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روش زمینه های  سایر  در  رفته  کار  به  کروماتوگرافی 

جرمی  سنج  طیف  مایع  کروماتوگرافی  شامل  ژلاتین 

کارا  عیما  یکروماتوگراف(،  MS/MS-LC)14متوالی  یی  با 

با   العاده فوق  همراه  یونیزاسیون سنج  فیط  بالا  ،  (26) 15ی 

تکنیک جذب و یونش لیزری بوسیله ماتریکس یا طیف سنج  

سنجی  (Malditof) 16تاف - مالدی طیف  با  جرمی    همراه 

الکترواسپری  روش  به  ( MS/MS-Lc-Esi) 17یونیزاسیون 

از محدودیت27) های این روش علاوه بر تجهیزات  (، است. 

ماتریکس توانایی روش در تشخیص  عدم  قیمت،  های  گران 

پیچیده به دلیل نزدیک بودن خصوصیات شیمیایی ترکیبات  

 است.

 هاي مبتني برآناليز پروتئين با الکتروفورز روش

از   استفاده  همانند  روشبا   متمرکزسازیهای 

پلی،  (IEF) 18ک ایزوالکتری ژل   19آمید آکریلالکتروفورز 

(PAGE-SDS)بعد دو  الکتروفورز  تکنیک20ی ،  های  و 

می پروتئینپروتئومیکس،  پروفایل  طریق  از  های  توانند 

ماهیچه، گونه مورد انتظار را تشخیص دهند. در مورد ژلاتین  

آم اسید  سه  که  سنجش  پرولین  و  گلایسین  آرژنین،  ینه 

های گاو و خوک متفاوت است، عامل  ترکیب آن ها در گونه

می روش  (.  17باشد)تمایز  شناسایی    SDS-PAGEاز  برای 

کپسول  در  موجود  گونه  ژلاتینی  منشأ  کمک  های   5/7با 

در تحقیقی  (.  24آکریل آمید استفاده شده است)درصد از پلی

پپتیدی  بیومارکرهای پلی  ،انجام شد  آینا و همکاران  که توسط

روش   توسط  خوک  پوست  از  حاصل  ژلاتین  در  موجود 

الکتروفورز دو بعدی سنجش شد. در این تحقیق ابتدا تکنیک 

آ  IEFالکتروفورز   پلی  ژل  الکتروفورز  سپس  آمیو  د کریل 

SDS-PAGE    بر پروتئینی حاصل  نقاط  انجام شد و سپس 

ها در  (. یکی از چالش28روی صفحه مورد آنالیز قرار گرفتند)

14Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry 
15 Ultra-Performance Liquid Chromatography and 

Electrospray Ionization Quadrupole Time-of-Flight 

Mass Spectrometry  
16 Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time 

of Flight  

آمادهانجام  طی   تکنیک  مرحله این  که  است  نمونه  سازی 

می پروتئوم  یهاکیتکنباشد.  مشکلی  و   کسیالکتروفورز 

است   ازیماهر ن  یهان یتکنسبرای انجام آن به  گران هستند،  

مناسب  هانمونه  یبررس  یبراو   گونه  چندین  از  مختلط  ی 

افتراق  29نیست) برای  هم  کینزد  یها گونه(.  کارایی    به 

 (. 17ضعیفی دارند و زمان انجام تکنیک طولانی است)

 هاي ایمونولوژیک واکنش هاي مبتني بر روش

بین   مبتنی  روش در  ایمونولوژیکواکنش  برهای  ، های 

مواد    ELISAروش   منشأ  شناسایی  در  را  کاربرد  بیشترین 

بادی  آنتی-های آنتی ژنبر پایه واکنش. این روش  غذایی دارد

مواد    د ییتأ   یراب  ELISAد  دو نوع پرکاربر است.    هشکل گرفت

برای   .تاس  چیو ساندورقابتی    میمستقریغ   ELISAیی،  غذا

غیرمستقیم   ELISAوکی روش  شناسایی ژلاتین گاوی و خ

کلونال انجام  رقابتی با استفاده از آنتی بادی آنتی پپتید پلی

تر و با کاربری در زمان کوتاه  ELISA(. روش  18شده است)

شود. اما حد تشخیص آن نسبتاً بالا است. تری انجام میآسان

همچنین زمانی که نمونه هدف بسیار فرآیند شده است، روش 

زیادی   محدودیت(30)نداردکارایی  دیگر  از  روش  .  های 

ELISA    و تهیه آن مشکل    متیقگران   ی باد  یآنتاین است که

ی در صورتی که فرآورده باد   ی آنت  یثبات یب  باشد. احتمالمی

فر باشدآتحت  گرفته  قرار  فشار  و  حرارتی  دارد.  یند  وجود   ،

اند که احتمال وجود نتایج مثبت و منفی  تحقیقات نشان داده

تست   در  تست    ELISAکاذب  به  بیشتر   PCRنسبت 

  (.31است)

ا بر  انیعلاوه  دل  یمونواسی،  به  واکنش    لیاغلب  بروز 

ب اشکال میبه هم    کینزد  یهاگونه   نیمتقاطع  ،  شوددچار 

 نیپروتئ  کی  هیر علب  یباد  ی آنت  دیتول  هیبر پا  کیتکن  نیا  رایز

است استوار  سایر    ELISA  (.32)خاص  با  مقایسه  در 

17 Electrospray Ionization Mass Spectrometry
18 Isoelectric Focusing 
19  Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel 

Electrophoresis 
20 Two Dimmensional Electrophesis 
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ارزانروش پروتئین  تر  تر و حساستر و دقیقهای مبتنی بر 

روش با  مقایسه  در  ولی  بر  است  مبتنی  روش  ،  DNAهای 

 (.17)قیمت و نامطمئنی استگران 

 DNAآناليز بر مبناي 

استفاده از  با    DNA  بر  یمبتن  یها، روشاخیردر ده سال  

های توسعه یافته مربوط به  روشو    مرازیپل  یارهیواکنش زنج

مانند   تایم  آن  مبنایریل  پ   بر  من  آنالیز   21روبتک  جهت 

دقت،  ژلاتین   حساسیت،  اختصاصیت،  دلیل  استحکام،  به 

ها گزارش گردیده و بیش از سایر روش   سرعت و ارزان بودن

 (. 7ده شده است)تر در سراسر دنیا استفابه صورت گسترده 

 عنوان به  که  DNAقسمتی از  ،22معمولی    PCRدر روش  

زیستی  زیاد  23نشانگر  بسیار  تعداد  به  شده  تکثیر  24تعیین 

آزمون    (.2)شودمی انجام  نمونه   DNAابتدا    PCRبرای  از 

ص بعد از تخلی  شود.مورد نظر با روش مناسب استخراج می

DNA  ت  غلظ  ،های مختلفا استفاده از روشبDNA    توسط

بررسی کیفی )الکتروفورز( یا بررسی کمی )اسپکتوفوتومتری( 

، مرحله PCRن  آزمو  تهیه مواد اولیه. پس از  گرددمیتعیین  

گیرد و  نجام میا  PCRی  سازی بر حسب اجزاعملیات بهینه

زمانی می  ،شرایط  مشخص  سیکل  تعداد  و  گردد.  دمایی 

مقادیر زیادی    عملیات در دستگاه ترموسایکلر به منظور تکثیر

کل واکنش در طی سه مرحله   شود. هدف انجام می  DNAز  ا

، 25شود: الف( واسرشت شدن یا دناتوراسیون اصلی انجام می

ب مرحله  این  بین  ه  در  هیدروژنی  پیوندهای  گسستن  علت 

شوند و تک  الگو و پرایمرها از هم جدا می  DNAا  نوکلئوتیده

میح  DNAی  هارشته  یا    .گردداصل  پرایمر  اتصال  ب( 

مکمل   26آنیلینگ  نواحی  به  پرایمرها  اتصال  مرحله  این  در 

می  DNAروی   انجام  قطعه  تکثیر  محدوده  تعیین  شود.  و 

باعث  نامناسب  ی  دما آنیلینگ  انفعالات   فعل مهار  مرحله  و 

 نهیبهدر این مرحله    دما  نیاز است که  نیبنابرا  شود،پرایمر می

21Taqman Probe Real-Time
22Conventional PCR 
23Biomarker 
24 Multiplecopies 
25 Denaturation 
26 Annealing 

ی همانندساز، که  27طویل شدن  یا  توسعه(.  33)شود  یساز

DNA    ه  و رشت  شودمیآغازDNA    و   3هب  5جدید در جهت

شود؛ این سیکل به دفعات  ساخته میهای الگو  در مقابل رشته

می انجام  شده  تعداد  انتخاب  سیکل  هر  پایان  در  شود. 

شود تا در نتیجه مقدار زیادی از  دو برابر می DNAهای کپی

DNA    کل تولید شود؛ سپس محصولات سی  40تا    30در طی

پلی یا  و  آگارز  ژل  بر  شده  الکتروفورز اکریلتکثیر  آمید، 

 .شوندمی

ژن  از  گونه،  اختصاصی  پرایمرهای  طراحی  های  برای 

 ص یتشخ  یبرای  اصل  شود. نکتهاستفاده می 28حفاظت شده 

توس  کی  زیآمتیموفق 29نشانگرهای انتخاب    ،PCRط  گونه 

برای  ی  کیژنت میمناسب  عملیات  نشانگر  (.  32)باشدانجام 

توالی    ،مولکولی از  بخشی  یا  ژن  که    DNAیک   در است 

برای شناسایی یک    فناوریزیست  و  شناسی مولکولیزیست 

DNAقطعاتی از    .دنشواستفاده می  DNAتوالی مشخص از  

نشانگر هستند، توانایی تمایز گونه    عنوانبهمستعد انتخاب  که  

را داشته باشند. نشانگرهای   DNAبا وجود قطعات کوچک  

نواحی ژن   D-loop(19  ،)12S rRNA(34 ،)مختلفی شامل 

16S rRNA(35)  سیتوکروم  ،C    واحد زیر  Iاکسیداز 

(COI )30(32  سیتوکروم و   ،)b  (برای  19میتوکندریایی  ،)

برای عملیات تشخیصی   استفاده شده است.  پرایمر  طراحی 

وحشی،  گونه و  اهلی  پرندگان  ماهی،  مانند  مختلف  های 

ژنومی یا    DNAحیوانات اهلی و به خصوص خوک، معمولاً از  

می 31میتوکندریایی  میتوکندریایی    DNA(.  2شود)استفاده 

الف( تق از    104ریباً  انتخاب بهتری است، زیرا:  DNAکپی 

ژنومی در هر    DNAمیتوکندریایی در مقایسه با یک کپی از  

بنابراین   دارد،  وجود  جازه  ا mtDNA نژ  ادیز  تنوعسلول 

از   استفاده(. ب(36)دهد یم  را  وکخ  DNAیق  دق  ییشناسا

mtDNA  با    تیحساس افزا  PCRتکثیر  ج(  دهدیم  شیرا   .

ای دارد، در نتیجه آن هسته های  تر نسبت به ژنتکامل سریع

27 Extension/Elongation 
28Conservative 
29 Markers 
30 Cytochrome C Oxidase Subunit I 
31 Mitochondrial DNA (Mtdnaor Mdna) 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D9%81%D9%86%D8%A7%D9%88%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D9%81%D9%86%D8%A7%D9%88%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D9%81%D9%86%D8%A7%D9%88%D8%B1%DB%8C
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تسهیل که  است  متنوعی  توالی  یی شناسا  کننده حاوی 

(. د( همچنین دارای 32ی است)کیلوژنتیف  ی وابستههاگونه

زیاد   تعداد  به  چون  است  بافتی  تخریب  به  بیشتر  مقاومت 

است1000-800) شده  حمایت  غشا  دو  با  و  است   )(37 .)

اندامک سایر  برخلاف  سلولمیتوکندری  دو  دارای  ی  های 

و غشای    که غشای بیرونی صاف است،غشای بیرون و درونی  

( دارای چین خوردگی  است.  cristaدرونی  این  (  نوع  وجود 

ن  یغشا در میتوکندری باعث ایجاد مناطق و فضاهایی درون ا

می انجام  اندامک  محل  فضاها،  این  از  کدام  هر  که  شود 

هستند سلول  در  مهمی  نقش   ،عملکردهای  همچنین 

دارای   mtDNAه(  اظتی برای اجزای داخل آن را دارد.  حف

گونه درون  است)تنوع  بیشتر  از  38ای  استفاده  بنابراین   .)

DNA  های  میتوکندریایی در بررسیDNA    اختصاصی گونه

 مؤثرتر است. 

مورد بررسی قرار گرفته   PCRهای  انواع مختلفی از روش 

روش  از  برخی  منشأ    PCRهای  است.  شناسایی  جهت  که 

 اند، عبارتند از:ژلاتین نیز استفاده شده

یا    PCRروش    SPECIES-SPECIFICاختصاصي 

PCR

منفرد    یهاگونه  شناسایی  واکنش   کیروش در    نیادر  

می دلیل    PCRشود.  انجام  به  دقتتیحساساختصاصی   ، ،

ر  صحت استحکام  تشخیص  و  برای  مناسبی  ی هاگونهوش 

های هدف مختلف شناخته شده است.با آمپلیکون   مختلف

اختصاصی گونه   PCRاز روش  2016در سال  و همکاران یل

تمایز ماه   نیژلاتبین    برای  خوک،  گ  یگاو،  در    اهانیو 

دارو  یهاپوسته  کردند.  ییکپسول  جفت   ها   آن  استفاده 

و  گاو، خوک    ی تیلاپیا، ماه  یگونه برا  یاختصاص  پرایمرهای

گیری با هدف  یماه   یهاگونه  یراب پرایمر عمومیجفت    کی

. کمترین حد  کردند یراحط  16s rRNAژن میتوکندریایی  

و   001/0،  1/0بی، گاو و خوک به ترتایلاپ یتتشخیص برای  

در   و همکاران  ی شعبان  (.39)بود  تریکرولینانوگرم در م  01/0

اختصاصی گونه   PCRگزارش کردند که تکنیک  2015سال 

ژلات  یاعتبارسنج  یبرا )  8ز  ا  نیمنبع  غذایی  2فرآورده 

ژلاتینی    کپسول هشت کیک( و    2ژله و    2دسر،    2مارشمالو،  

باشد. در این پژوهش  ی موفق میگاو  نیژلات  یحاو  برچسببا  

ناحیه از  س  پرایمری  ان یایی  توکندریم   bتوکروم یژن  دازه  با 

جفت باز    271برای گونه خوک و    جفت باز  212  کونیآمپل

حلال محصولات  برچسب  صحت  یابیارز یبرابرای گونه گاو 

نمونه نیژلات  یحاو در  شد.  انتخاب  قبلی  مطالعات  های  از 

بررسی   کلیه    DNAمورد  و  نشد  شناسایی  خوک  گونه 

(. 40ها حاوی ژلاتین گاوی بودند)فرآورده

 Multiplex PCRچندگانه یا   PCRروش  

PCR    ی برای تشخیص چند  دیمف  اریبس  یفناورچندگانه

هدف در یک زمان و در یک واکنش است، که باعث کاهش  

چند   DNA  تشخیص  امکان  روش  این  شود.زمان و هزینه می

گونه  کدام   هر  پرایمر  با  همراه  گونه یک  از  طی  در  را  ها 

( برای  2018کند. سلطانا و همکاران )فراهم میPCR واکنش  

و   یوکاریوت  گاو، خوک،  گونه  از  ژلاتین حاصل  بین  افتراق 

استفاده    PCRپلکس  ی از روش مالتیمحصولات قنادماهی در

شامل آدامس،   نمونه انتخابی با برند حلال 38کردند. از بین 

نمونه حاوی ژلاتین گونه   33نبات،  مارشمالو، پاستیل و آب

نمونه بقیه  بودند.  و  گاو  خوک  از  حاصل  ژلاتین  حاوی  ها 

بودند )(41)یوکاریوت  همکاران  و  نیکزاد  روی  2017.   )24

آزمون    کپسول  با    Duplex PCRژلاتینی  گونه  اختصاصی 

جفت   271یمر  جفت بازی برای گونه خوک و پرا  149پرایمر  

گزارش شده تا    LODبازی برای گونه گاو انجام دادند. میزان  

 50گونه خوک بود. نتیجه نهایی نشان داد    DNAدرصد    1

ها هم به صورت ژلاتین خالص خوک و هم به  درصد از نمونه 

غیر حلال   و  ژلاتین خوک  از  گاو  ژلاتین  با  ترکیب  صورت 

(. 42)بودند

 Real-Time PCRروش

تکثیر  Real-time PCRک  تکنی تعیین  DNA   جهت  و 

رود. این عمل  مقدار کمی آن به صورت همزمان، به کار می

و تعیین مقدار  DNA   باعث شناسایی توالی های اختصاصی

می نمونه  یک  در  امکان    Real-time PCR  روش . شودآن 



ان ژلاتین در صنعت حلال  قبادی دانا و همکار   أ تشخیصی منشهای روش 

 1400 پاییز،  3شماره ، 4  دوره / پژوهشنامه حلال مجله 

 
68

11

های مختلف را در ترکیبات  شناسایی مقادیر بسیار کم از گونه

از خصوصیات این روش آن است  (.32کند)هم میپیچیده فرا

که محصول تکثیر شده در هر مرحله و هر زمان قابل پایش  

نتایج حاصل از آن در همان مرحله ابتدایی   و بررسی است.

های  شود و در مقایسه با روشواکنش به صورت کمی ارائه می

با الکتروفورز ژل آگارز    همراه به طور معمولکه    PCRدیگر  

و خطر آلودگی    (،32تر است)هستند، دقیق  دیآملیآکریپل   ای

از دیگر مزایای این روش آن است که روند    دهد. را کاهش می

PCR  عدم تکثیر و شروع فاز سکون کاملاً مشخص است و ،

تواند جهت جلوگیری از اتلاف وقت و انرژی در هر  کاربر می

پایان دهد. واکنش را  ا در  ه زمان که تشخیص داد، واکنش 

شود و محدوده تشخیص آن بیش از تر انجام میزمان سریع 

PCR    .معمولی استReal-time PCR  های مختلف  با روش

پروب  مبنای  می 32بر  شامل  انجام  که  یهاپروبشود، 

پروبTaqManمانند    یزیدرولیه سری ،  سنجاق   33های 

 با برچسب فلورسنت   یبی ترکهای  ، پروب34مانند پروب بیکنز

های  (. همچنین روش32هستند)  DNAمتقاطع    یهارنگو  

 SYBRهای ردیابی  تر دیگر استفاده از رنگتر و ارزان ساده

green    وEva  green  رنگمی این  بهباشد.  شیارهای    ها 

متصل  رشته  دو   DNAک  کوچ ویژگی    شودمیای  دارای  و 

مشکلاتی    time PCR-Realاستفاده از  باشند.  فلورسنتی می

تر ها سختاندازی آن از جمله این که راه  ،نیز به همراه دارد

است  PCR  از پروب  .استاندارد  و  مخصوص پرایمرها  های 

در   time PCR-Realروش   و همیشه  دارند  به طراحی  نیاز 

و    تاسارا(.  32شند)بادسترس نیستند و نیز گران قیمت می

گاو،    ن یژلات  زیو تما  صیتشخ  یبرا،  2005در سال    همکاران

ماه  خوک روش  و  از  معمولی   PCRی  گونه  و 35اختصاصی 

PCRدر روش    صیحد تشخاستفاده کردند، که    qPCR  روش

 %5/0در مخلوط گاو و خوک و  گاو  از گونه  درصد    1/0کیفی  

qPCRدر مخلوط گاو و ماهی گزارش شد و حساسیت روش  

بود)  001/0تا    1/0 در سال    و همکاران  رانیدم  (.43درصد 

تکن،  2012 پرایمرهای    Real-time PCRی  هاک یاز  و 

32Reporter Probe 
33Hairpinprobes 

سیتوکروم   ژن  مبنای  بر  خوک  گونه  کپی    bاختصاصی 

مارشمالو،  در    نیاعتبار منبع ژلات  د ییتأ   یبراچندگانه و پروب  

کردند. در طی تحقیق به این استفاده  الحلقوم و لوکوم  راحت 

محصول تولیدی کشور    14نتیجه رسیدند که دو محصول از  

محصول تولیدی کشور ترکیه از بین    29نمونه از    1آلمان و  

باشد. حد تشخیص گزارش ها، حاوی ژلاتین خوکی مینمونه 

(. سودجادی و همکاران در سال 25ی بود)وزنی/وزن  %1شده  

تکنیک  2016 با   ،Real Time-PCR   فلورسنت رنگ  و 

SYBR Green I    پرایمر با هدف طراحی  پوسته   D-loopو 

کپسول دارویی را از نظر منشأ ژلاتین موجود در آن بررسی 

از ناحیه   D-loopکردند؛ بدین منظور دو پرایمر اختصاصی 

صیت، از منابع ژلاتینی خوک، طراحی شد. برای تست اختصا

بز، مرغ و  ماهی و همچنین بافت تازه خوک، گاو،  گاو و گربه

حساسیت،    موش تست  برای  شد.  سراستفاده   ی شش 

( استفاده شد. از pg/µl  1  و   5،  10،  100،  200،  1000رقت)

جفت بازی قادر    108بین دو سری پرایمر موجود تنها پرایمر  

لاتینی و بافت تازه بود.  به تشخیص گونه خوک در مخلوط ژ

ژلاتینی    حد تشخیص روش در محصولات ژلاتینه و کپسول

،  2018کانگ و همکاران در سال    (. 44)پیکو گرم بیان شد  5

از   حاصل  مختلف  با    DNAپرایمرهای  میتوکندریایی 

هدف  محل را   12S rRNAو    D-loop  ،ATP8  ،ND5های 

ن با روش مورد مقایسه از لحاظ توانایی سنجش منشأ ژلاتی

Real-time PCR    بر مبنایSYBR green    قرار دادند. همه

اختصاصیت بالا    12S rRNAها به جز توالی با ژن هدف  توالی

بودند.   موفق  خوک  گونه  تشخیص  در  نتیجه  در  و  داشتند 

نتایج   با مقایسه  بیان شد که  و    Real-time PCRهمچنین 

D-loopاز نقطه نظر کیفی، نقاط هدف    LODتعیین میزان  

،  ATP8و حد تشخیص    01/0دارای حد تشخیص    ND5و  

پنج مرتبه بیشتر از آن ها است و سیستم ردیابی با منطقه 

سایر    D-loopهدف   به  نسبت  انتخاب  برترین  و  کاراترین 

اعتبار   د ییتأ   یمؤثر و ساده برای  تواند روشیو م پرایمرها است  

،  2017(. ملکی و همکاران در سال  45)باشد  محصولات حلال

34 Molecular Beacons Probes 
35 Conventional Species-Specific PCR (SS-PCR) 
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 SYBR greenبر مبنای  زمان واقعی    PCRبا استفاده از روش  

نمونه  در  را  خوکی  بسیار  مشتقات  غذاهای  و  گوشت  های 

پرایمر  فرآوری  نمودند.  شناسایی  مشکوک  جفت   114شده 

میتوکندری خوک طراحی شد. نتایج    D-loopبازی از ناحیه  

DNA  در مقایسه با  001/0  رقت  توان تشخیصنشان داد که  

کارایی با  زنجیره   92/0  اولیه  واکنش  روش  دارد.  ای وجود 

مبنای   بر  واقعی  زمان  درتشخیص   SYBR greenپلیمراز 

 (. 46)های پودر و ورق ژلاتین موفق بودنمونه 

یاتوالي جدید  نسل   Next Generationیابي 

Sequencing (NGS )

NGS  همانند   خود  از  قبل   یابییتوالهای  به روش  نسبت

Sangerتوالی و    RNAو    DNAیابی  ،  بیشتر  سرعت  با  را 

می  ترارزان  برتری47)دهدانجام  دارای  روش  این  هایی  (. 

روش  به  است:  نسبت  قدیمی  تهیه 1های  مبنای  بر   )

واکنش    (2هستند.    NGSهای  کتابخانه صد  جای  به 

میلتوالی خوانش  توانایی  دارند.  یونیابی،  را  واکنش  (  3ها 

تجز  ازی ن  بدون  یتوال  یخروج تحل  هیبه  مانند  هایی  لیو 

 (.  48به صورت مستقیم قابل بررسی است) الکتروفورز

می انجام  مرحله  سه  در  روش  تشکیل  1شود:  این   )

تواند ژن  کتابخانه ژنومی که در طی آن نمونه ژنومی که می

کتابخانه به  باشد  کامل  ژن  یا  کوچکتر هدف  قطعات  از  ای 

( تعیین  2شود.  تقسیم شده، سپس این کتابخانه تکثیر می

از قطعات توالی و تصویربرداری ک از هر کدام  ه در طی آن 

گردد  شود، کیفیت کنترل میکتابخانه رشته جدید حاصل می

( تجزیه و 3یابد.  یابی انجام میتوالی   DNAو از روی قطعه  

ای ها در طی مرحله سوم با کمک طیف گستردهتحلیل داده

برای اهداف  (.  49شود)های بیوانفورماتیکی انجام میاز ارزیابی

توان    ،از نظر سرعت، طول خواندنگونه این روش  شناسایی  

،  2005در سال    ی و کاهش هزینه دارای برتری است.اتیعمل

حدود    د یقادر به تول  که  شد  ی معرف  454  ژنوم  یتوال  ستمیس

اندازه    200000 با  (.  47بود)(  bp)  بازجفت    110خوانش 

36Limit of Detection 

های  یابی نسل جدید نسبت به روشهایی همچون توالیروش

قبلی دارای اختصاصیت، حساسیت، سرعت و توانایی انجام  

این روش دارای قدرت  (.  50عملیات در یک مرحله هستند)

ژن با  که  حالتی  در  است.  بالا  بسیار  کشف  و  های  شناخت 

های متفاوت روبرو هستیم، این روش در بسیار زیاد و نمونه

کند و انتخاب مناسبی است. درجویی میزمان و منابع صرفه

حالی که وقتی تعداد نمونه کم است، این روش در مقایسه با  

 (. 51گیر بوده و به صرفه نیست)کمّی بسیار زمان  PCRروش  

DNAهاي مبتني بر  حد تشخيص روش

باید    DNAهای مبتنی بر  گذاری روش به منظور صحه 

گیرد.آزمون  انجام  اعتبارسنجی  آزمون  های  شامل  این  ها 

تعیین  ، تئوری و عملی  در دو مرحله  روش  اختصاصیتتعیین  

تعیین و    ( LOD)یا   36و کمترین حد تشخیص   روش  حساسیت

حد   (.52)باشد می  روش  پایداری کمترین  تعیین  برای 

غلظت  ابتدا  از  تشخیص  سریالی  تهیه   DNAهای  هدف 

و  می آزمون  شود  انجام  غلظت  PCRبا  مختلف  برای  های 

DNA  کمترین غلظت از    ،هدفDNA    که روی ژل، باند قابل

کمترین حد تشخیص در نظر    عنوانبهمشاهده تشکیل داد،  

غلظت  گرفته می کمترین  واقع  در  در    DNAگردد.  موجود 

یا کمترین حد    LODباشد،  ماتریکس که قابل تشخیص می

های میتوکندیایی در روش  . حد تشخیص ژنتشخیص است

PCR    انتخابی پرایمر  و  ژنی  قطعه  یا  ژن  حسب  بر  کیفی، 

مرحله و  ژلاتین  استخراج  میزان  نوع،  است.  که متفاوت  ای 

است   شده  انجام  مقدار    نیزاستحصال  تأثیرگذار   LODبر 

باشد. وقتی هدف یافتن محصولات حلال و کوشر باشد،  می

0/1  Cut off=  ب کفایت  درصد  تشخیص  حد  میزان  رای 

 (. 25کند)می

 DNAهاي مبتني بر  هاي تأیيدي بعد از روشروش

روش   از  آمده  دست  به  نتایج  تأیید  از    PCRبرای 

تکمیلی جهت مقایسه نتیجه حاصل شده استفاده    هایروش
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تکنیکمی ژلاتینی  شود.  محصولات  برای  رفته  کار  به  های 

 شامل موارد زیر است:

طولی   قطعات  مورفیسمپلیای پلیمراز  رهواکنش زنجی  - 

Length Fragment Restriction-PCR یا  شونده   محدود

Polymorphism

PCR-RFLP  مولکول  یهاکیتکناز    ی کی انجام    یمهم 

متعدد  محققان  توسط  کمک    شده  به  روش  این  در  است. 

کنند  یهامیآنز مولکول    ،37ه محدود  از  خاص  DNAتوالی 

این تکنیک اثبات شود. هدف  شناسایی شده و برش داده می

مولکو تمایز    DNAل  شباهت دو  روش  این  به کمک  است. 

نیز امکانگونه (. سلطانا و  53پذیر است)های نزدیک به هم 

روش  2018همکاران) با   ،)PCR-RFLP    شناسایی به  اقدام 

نمونه از کپسول دارویی با برند    30در    نیژلات  یوانیح  منابع

نمونه حاوی ژلاتین خوک   3حلال نمودند و مشخص گردید 

برای  می روش  این  از   نانوگرم  01/0تا    1/0صی تشخباشد. 

DNA    از شده  مناسب    خالصژلاتین  استخراج  ترکیبی  یا 

هایی همچون (. هر چند این روش دارای مزیت54اعلام شد)

است، اما نیاز به    قابلیت تکرارپذیری بالا  و  بارز بودن نشانگرها

بالا بالا ب  DNAی  میزان  خلوص  درجه  طویل    ا  زنجیره  و 

است. برهزینهپروب طراحی (. 55دارد)

PCRتعيين توالي محصول  

تعیین ارف DNA38  یابیتوالی با  آن  در  که  است  یندی 

توان از ترتیب قرارگیری چهار ، میDNAز  توالی یک قطعه ا

و   سیتوزین  گوانین،  آدنین،  نوکلئوتیدی  آن باز  در  تیمین 

در    ی مهم  شرفتیپ   DNAیابی  توالی  .مولکول اطلاع پیدا کرد

قابلیت  هاگونه  ییشناسا ایجاد  و  غذایی  مواد  در  موجود  ی 

به دو روش اصلی انجام    DNAی  یابتوالی  (.50ردیابی دارد)

ای یا روش خاتمه زنجیره  مانند قدیمی  های  روش  ، گیردمی

باشد،  می گیلبرت-ماکسام یا  هضم شیمیایی و   39روش سنگر

های توانند تعداد زیادی از مولکولهای جدیدتر که میروش  و

DNA  ا پردازش کنند، در مجموع ب   و قدرت بالا   سرعت  ا را ب

روش  توالیعنوان  جدیدهای  نسل  می  یابی  شوند. معرفی 

ها نسبت به روش تعیین توالی بر پایه ختم  برتری این روش

ها بدون نیاز به ژل و در حین  تکنیک ین  ا.  است  ای آنه زنجیر

 کنند. را ثبت می DNA ، توالیDNA سنتز

از   همچنین و  نداشته  کلونینگ  به  نیازی  سیستم  این 

ازدیاد قطعه مورد نظر استفاده می  PCRفرایند   د.  کنجهت 

DNA  افزایش سرعت و بازدهی تعیین توالی  این امر منجر به

حفاظت شده    (. 50)گرددمی منطقه  ژن خاص  ابتدا  یک  از 

یابی  گردد. توالییابی میتوالی  PCRشود و محصول  تکثیر می

DNA  ای از است که مجموعه40روشی قابل تکرار و پایداری

را فراهم می ژنومی  اطلاعات  انتخاب مناطق هدف  با  کند و 

را  افتراقی  مختلف  سطوح  با  سازگاری  توانایی  مناسب 

(، بعد از شناسایی گونه  2020(. سلطانا و همکاران )47دارد)

خوک در نمونه جمع آوری شده، برای تأیید نتایج به دست  

درصد    100تا    99ند که  یابی بهره جستآمده از روش توالی

(.  56مشاهده شد) PCRشباهت با گونه خوک در محصولات 

روش  گونه   PCRهای  انواع  منشأ  تعیین  برای  رفته  کار  به 

 خلاصه شده است. 3موجود در ژلاتین در جدول 

 به کار رفته برای تعیین منشأ گونه موجود در ژلاتین.  PCRهای  انواع روش .3جدول 

مرجعحد تشخيص  گرنشان کاربرد PCRروش 

SPECIES-

SPECIFIC 

PCR assay

گونهشناسا  خوک،  گاوهای  یی   ،

کپسول   ی دراهیگ  نیژلات  و  یماه

 های غذایی مکمل

پرایمرهای با    یاختصاص  طراحی  گونه 

 16s rRNAگیری ژن میتوکندریایی هدف

خوک    و  001/0گاو  

در    01/0 نانوگرم 

تر یکرولیم

(39 ) 

Duplex PCR
بین   گونه  افتراق  از  حاصل  ژلاتین 

 گاو و خوک در کپسول دارویی 

پوسته    24روی    Duplex PCRآزمون  

دارویی  برای    149پرایمر    کپسول  بازی  جفت 

جفت بازی برای گونه    271گونه خوک و پرایمر  

 گاو

1 (42 ) 

37 Restriction Enzymes 
38 DNA Sequencing 

39 Sanger Method 
40 Robust 

https://blog.faradars.org/dna-%DA%86%DB%8C%D8%B3%D8%AA/
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نمونه  50 از  ژلاتین درصد  صورت  به  هم  ها 

خالص خوک و هم به صورت ترکیب با ژلاتین 

 یرحلال گاو از ژلاتین خوک و غ

Multiplex 

PCR

گونه   از  حاصل  ژلاتین  بین  افتراق 

در   ماهی  و  یوکاریوت  خوک،  گاو، 

 ی محصولات قناد

بین   حلال،    38از  برند  با  انتخابی  33نمونه 

بقیه   بودند.  گاو  گونه  ژلاتین  حاوی  نمونه 

و نمونه خوک  از  حاصل  ژلاتین  حاوی  ها 

 یوکاریوت بودند. 

 ( 41)نانوگرم   001/0تا  1/0

PCR-RFLP

گونه   از  حاصل  ژلاتین  بین  افتراق 

پوسته   در  ماهی  و  خوک  گاو، 

 کپسول دارویی 

نام با  کننده  محدود  ، BsaAIهای  آنزیم 

Hpy188I  وBcoDI  .استفاده شد

خوک    3نمونه    30در   ژلاتین  حاوی  نمونه 

 بودند.

 ( 54) نانوگرم  01/0تا  1/0

RT-PCR

SYBR Green I

های گاو و خوک در  شناسایی گونه

بسیار  نمونه وغذاهای  گوشت  های 

ژلاتین   ورق  و  پودر  شده  فرآوری 

 مشکوک

پرایمر   ناحیه    114طراحی  از  بازی  -Dجفت 

loop میتوکندری خوک 
 ( 46)001/0خوک 

 DNAهاي شناسایي بر پایه  هاي مربوط به روشچالش

جهت تشخیص و شناسایی    PCRبا وجود این که روش  

ها است  ترین روشگونه مورد استفاده در مواد غذایی از موفق

و   عین سادگی، سریع  اما  نیز میحساس    اریبسو در  باشد، 

مورد    یمرازهایپل  DNA(1هایی نیز هست.  دارای محدودیت

د م   PCRر  استفاده  و  بوده  خطا  قطعات    در تواند  یمستعد 

ا  دیتول جهش  PCRت  محصولای  ژگیو  ( 2.  کند  جادیشده 

در    مشابه  یهایتوال  ریسای که به  اختصاصریتوسط آغازگر غ 

DNA  می متصل  تغ  شوند،الگو  است  .  ابدی  رییممکن 

خاص لازم   یآغازگرها یطراح یراب DNAی اطلاعات توال(3

العاده و قدرت تکثیر زیاد به دلیل حساسیت فوق (.  33ت)اس

بررسی  نمونه   روش، مورد  هر  هستند  آلودگیمستعد  های   .

ود، مورد تکثیر ش  PCRط  ارجی که وارد محیخ  DNAه  قطع

 گردد. منجر به نتایج مثبت یا منفی کاذب میقرار گرفته و 

مرحله  به  وابسته  معمول  طور  به  روش  این  همچنین 

الکتروفورز در ژل آگارز است. از نکات برجسته در اجرای یک  

اس  PCRواکنش   قابل محاسبه  موفق  و  مقادیر کافی  تخراج 

DNA باشد، اما فرآیندهای اعمال شده بر  گونه مورد نظر می

باشند.  سیستم های غذایی، عامل محدودگر در این مورد می

در   گونه  شناسایی  توانایی  که  پرایمرهایی  از  بسیاری 

محصولات گوشتی خام و پخته شده را دارند، به دلیل تخریب 

واسرشتی   تحت در    DNAو  که  ژلاتینه  محصول  ترکیب 

اند، همیشه قادر به شناسایی و تشکیل باند  فرایند شدید بوده

و کم شدن   تخریب  عبارتی  به  نیستند.  انتظار  ر یمقادمورد 

با اندازه مناسب    DNAباعث کاهش تعداد قطعات    کونیآمپل

غیر همچنین    (.57)گرددی میمولکول  زیآنالی  برا و  دناتوره 

آنزیم   از  فعال شدن  ب  30تا    25بعد  علت حرارت، ه  سیکل 

و  های هدف  غلظت زیاد رشتهبه علت    Reannealingاحتمال  

آن پرایمرها  هارقابت  تست با  به  نیاز  از  ،  پس  تأییدی  های 

کننده این روش  و سایر موارد از عوامل محدود  PCRواکنش  

 است.

 گيري نتيجه

گسترده   نیژلات طور  بس  یابه  محصولات   یاریدر  از 

آرا  یی غذا  ،ییدارو م  یشیو  منابع    نیشود. ژلاتیاستفاده  از 

به طور معمول در   گاو، خوک و ماهی قابل استحصال است.

پایین قیمت  دارای  خوک  گونه  از  تولیدی  ژلاتین  تری  دنیا 

کوتاه فرآیند  جریان  در  و  است  گاو  گونه  به  به نسبت  تری 

استفادهدست می احتمال  بنابراین  با    آید،  از آن در مقایسه 

تر وجود دارد و این خود ماده اولیه ارزان  عنوانبهژلاتین گاو  

سازد.  های کنترلی در این باره را مشخص میالزام وجود روش 

معرض   در  تولید  مرحله  در  ژلاتین  که  آنجایی  ز یدرولیهاز 

، استریلیزاسیون بالا  یکلاژن، استخراج در دمای یا بازی  دیاس
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 ک ینوکلئ  یدهایو اس  نیپروتئ  گیرد،قرار میکردن  خشک   و

ژلات در  از شده  بیتخر  اریبس  نیموجود  تاکنون  هستند. 

استفاده شده است از    نیژلات ی برای آنالیز  مختلف  یهاروش

.  PCRو    FTIR  ،HPLC  ،LC  ،SDS-PAGE  ،ELISA  جمله

روش بهترین  از  است،  یکی  بالا  اختصاصیت  با  همراه  ها که 

باشد.  یافته مربوط به آن میهای توسعهروش  و  PCRروش  

ها  مخصوص گونهها  پرایمرها و پروب  ی هااز مجموعه   یاریبس

ی موجود  نیژلات  منبع  تواندینماند،  که تا کنون انتشار یافته

را   غذایی  مواد  دلدر  به  بودن    لی احتمالاً    ب یتخرگسترده 

. بالا  دنده  صیتشخی تکثیرکننده، شناسایی کنند و  الگوها

رفتن احتمال تخریب و شکستگی همانطور که در تحقیقات  

با   آزمون شناسایی  است،  اعلام شده  را دچار   PCRگذشته 

می روش  اشکالاتی  باید  اولاً  مشکل  این  حل  برای  کند. 

استخراج مناسب به کار برد تا در فرایند استخراج مقدار کافی  

نمونه تهیه گردد و ثانیاً نشانگرهای زیستی مناسبی    DNAاز  

وجود  با  گونه  افتراق  و  تشخیص  توانایی  تا  گردد  انتخاب 

شده   شکسته  و  کوچک  باشند.   DNAقطعات  داشته  را 

بر  روش مبتنی  که    DNAهای  جایی  آن  دارای   DNAاز 

بیشتری می رایجپایداری  از  یکی  روشباشد،  ها جهت ترین 

تحت فشار   ورده غذاییآفراگر    .ه هستندتشخیص اصالت گون

باشد گرفته  قرار  شدن  مخلوط  و  بالا  حرارت  فرآیند    ، و 

از دیگر    .شوند ها دچار تغییر ساختار و یا تجزیه میپروتئین

پروتئین آن معایب  فعالیت  زمان  مدت  که  است  این  ها    ها 

ندارن بالایی  عمر  نیمه  و  است  پروتئیند.  کوتاه    ها آنالیز 

گرانروش   ثالم  عنوانبه کروماتوگرافی  استهای  و   تر 

دچار تغییر    های مختلفبافت  درتواند  پروتئین میهمچنین  

فشار و مواد شیمیایی    ،در مقابل دما  DNA؛ در حالیکه  شود

می حفظ  را  خودش  یکپارچگی  و  عبارت  کنداستواری  به   .

های  ها دقیق، پایدار و قادر به شناسایی گونهدیگر این روش

فرآوری   کاملاً  تا  خام  محصولات  در  هستند. مختلف    شده 

DNA    پروتئینی بیومارکرهای  عوامل  برخلاف  به 

می مقاوم  ژنتیکی  فیزیکوشیمیایی  اطلاعات  حاوی  باشد، 

 
41 Hyperspectral Imaging Technique 

42 Ramanscattering 

پروتئین  به  نسبت  آن  ژنتیکی  محتوای  است،  زنده  موجود 

و   است  خاصبیشتر  گونه  کردن  مشخص  دارای ،  برای 

در هر نوع   DNAبه دلیل وجود    .بالاتر هستویژه  خصوصیت  

نکته مهم    .سلولی، امکان استخراج آن از هر بافتی وجود دارد

آن است که این    DNAبر  های مبتنی  دیگر در انتخاب روش

چون  روش و  هستند  پایین  بسیار  تشخیص  حد  دارای  ها 

از   کپی  دارد،    DNAچندین  وجود  سلول  هر  کم در    مقدار 

همچنین    .است  ی روش کاف  اینگونه در    صیتشخ  یبرا  نمونه

فرد برای تشخیص گونه خاص این  با طراحی پرایمر منحصربه 

توان یک گونه خاص را باشد و میروش دارای ویژگی بالا می

های مختلف تشخیص داد. نتیجه حاصل  در مخلوطی از گونه 

به صورت  را  نظر  مورد  عدم وجود هدف  یا  روش، وجود  از 

می گزارش  منفی  یا  دمثبت  و  تشخیص  کند  قطعیت  ارای 

 های متعدد نیاز ندارد. است. به تجهیزات و دستگاه

 پيشنهادات و پيش بيني آینده

در   برجسته  نکات  بررسی  تحقیق  این  در  اصلی  هدف 

های تجزیه و تحلیل منابع ژلاتین به صورت زمینه انواع روش 

های  های غذایی است. بسیاری از روش مستقیم یا در سیستم

کن تا  شده  مبنای  ارائه  بر  همچنین   ELISA  ،PCRون  و 

طیفروش است.های  برای   سنجی  آینده  مطالعات  در 

ژلاتینطبقه  انواع  شناسایی  و  آنها  بندی  منشأ  مبنای  بر  ها 

تخریبشود، روشپیشنهاد می غیر  و  کارا  مدرن،  گری های 

 ف ی، ط42، طیف رامان 41ی فراطیفیربردار ی روش تصوهمچون  

تصو 43فلورسنت   یسنج از  44ییایمیش  یربرداریو  تلفیقی  با 

همچنین  روش شود.  استفاده  شده  امتحان   یبراهای 

غذا  یغربالگر انجام    نیژلات  یحاو  یی محصولات  و 

افتراقی  تشخیص  گونه های  به  آن  ابسته  از  ژلاتین  که  ی 

های بر مبنای تصویر  استخراج شده است، لازم است کتابخانه

حا نتایج  تا  شود  فراهم  برای آنلاین  مدرن  ابزارهای  از  صل 

پایش محصولات غذایی و دارویی حاوی ژلاتین به سهولت 

 در دسترس باشد. 

43 Fluorescent Spectroscopy And Chemical Imaging 
44 Chemical Imaging 
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Background and objective: Gelatin is used as an important component 

in the structure of food and medicine due to its special properties. The 

gelatin used in industry is mainly produced from animal species of bovine 

and porcine. In some cases, to reduce the cost of the product, a substandard 

raw material or other than what is stated in the product labeling is used. 

This is especially important in cases where the health of the consumer is 

endangered or when the use of certain substances is contrary to the 

religious precepts and beliefs of the community. Therefore, the ability to 

identify, detect and, in a more comprehensive way, authenticate the 

components of food with the origin of living organisms is essential for the 

health control system of the country. Identification of the species used in 

the gelatin structure is necessary from the perspective of consumer 

confidence in food health safety as well as religious beliefs.  

Results: Several methods have been introduced to determine the species in 

gelatin and its products from around the world, each has its advantages and 

disadvantages. In this research, the physical, chemical, and biological 

analytical methods used to identify the origin of gelatin and the authentication 

of the Halal product have been investigated. Methods such as FTIR 

spectroscopy, chromatography, ELISA, and polymerase chain reaction have 

been used for this purpose. One of the most successful methods is the PCR 

and its developed methods that can detect, identify and differentiate close 

species with sensitivity, specificity, high speed, and low-cost process. 

Conclusion: The validated DNA based methods such as PCR are more 

efficient than other methods and they can be used as reliable methods with 

99% confidence, with a low detection limit (about nanograms of DNA per 

gram of sample). of course, specificity, sensitivity, robustness, reproducibility 

and repeatability of test method must be tested.  
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