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  چکیده
 يسودآور یشروغن پالم با هدف افزا یرنظ ینپائ یمتبا ق یاهیگ يها، افزودن روغنلبنی هايفرآورده و شیر در یجاز تقلبات را یکی

کنندگان  محافظت از مصرف يو قابل اعتماد برا یعسر یق،دق ییشناسا يهایکتکن توسعه يبرا يفور یازن ینبنابرا. باشدیم محصولات
 یزمان واقع PCRانجام با  بارکدگذاري DNA استفاده از روشهدف از پژوهش حاضر، . قلبات وجود داردگونه از ت یندر برابر ا

درصد و نمونه کنترل مثبت  100و  50، 30، 10،  5،  4، 3،  2 تقلب روغن پالم با سطوح یابیرد يروش قابل اعتماد برا یک عنوانبه 
استخراج شده به  DNAغلظت  ینو کمتر بیشترین که بود آن از یحاکحاضر از مطالعه  آمده بدست جینتا. است  ماست در یو منف
استخراج شده در  DNAغلظت  ها،تمام نمونه ینکه در ب یحال در ؛درصد بود 100درصد و  3 متعلق به نمونه روغن پالم یبترت

 بیشترین و کمترین بررسی مورد هايمونهدر ن. گردید تعیین هانمونه یرکنجد و بعد از آن در نمونه روغن کنترل کمتر از سا روغن
 پالم روغن هاينمونه ینب. درصد بود 100و روغن پالم ) از پالم یرغ( کنترل روغن نمونه به مربوط ترتیب به) 10mm( جذب میزان

 پالم روغن تقلب تشخیص براي نظر مورددامنه . جذب وجود نداشت یزاندر م داريمعنی تفاوت کنجد روغن و درصد 5 درصد، 4
درصد  05/0درصد و  1/0برابر با  یببه ترت)LOD(حد تشخیصو )LOQ(سازي حد کمی .بود پالم روغن درصد 100تا  05/0از 

  .روغن پالم بود
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  مقدمه -1

هاي اع غذاهاي فراسودمند، فرآوردهانو ترینیکی از متداول
و  ماست، پرمصرفترین .باشدمی جمله ماست از تخمیري لبنی

هرچند . در جهان است يفرآورده تخمیري شیر ترینمحبوب
با شیر مورد توجه مقایسه گذشته ماندگاري بالاتر آن در  در
 و سلامتی امروزه اساساً به سبب خواص حسی است، اما بوده
این فرآورده داراي ارزش . شودن مصرف میآ  ویـژه بخش
و  است اي قابل توجه، به ویژه از نظر پروتئین و کلسیمتغذیه
یکی از چربی،  .)7(باشدمی يمتعددخواص درمانی  داراي
 بافت و که در ایجاد احساس دهانی است ماستمهم  ءاجزا

، داراي رچربی بیشت میزان با هاماست. است مؤثر ماست مطلوب
نظر  طبق. )20(طعم بهتري هستند  عطر و و ترمناسببافت 

هاي آل شیر و فرآوردهچربی ایده ،پژوهشگران علم تغذیه
 10 حاوي بایستمیشیري مورد استفاده در رژیم غذایی 

درصد اسیدهاي  8، عیغیراشبادرصد اسیدهاي چرب چند 
 غیراشباعدرصد اسیدهاي چرب تک 82 حداقل اشباع و چرب
است که از  یاهیگ يهااز روغن یکی پالمروغن  .)13(دباش

 یلتشک نشدهاشباعو شده چرب اشباع اسیدهاي يمساو نسبت
 ضروريچرب  یدهاياس يحاو یکاف میزان شده است و به

چرب  هايوجود اسید ،حال عین در. )8()1جدول( باشدیم یزن
مشکلات مرتبط با بروز  عاملی جهت در روغن پالم  اشباع

با . )17(استعروقی   -  هاي قلبیبیماريویژه  به ،سلامتی
توجه به سهولت دسترسی و قیمت پائین روغن پالم، از این 

امروزه . شودغذایی به طور گسترده استفاده می ماده در صنایع
از روغن  ایرانهاي نباتی درصد روغن 60تولید حدود  پایه

استفاده  تاکنون براي طبق استاندارد ملی ایران،اما  ،پالم است
غیرقانونی  کار صادر نشده و این مجوزي ماست در روغن این از

  ).3(گرددمحسوب می و نوعی تقلبمی باشد 
  

  یخوراکپالم  عمده در روغن چرب يدهایاس لیـ پروفا 1جدول
  )درصد( زانیم  کربن يهااتم تعداد  چرب دیاس نام

  >4/0  12  کیلور
  5/0- 2  14  کیستیریم

  41-47  16  کیتیپالم
  >6/0  16  کیتولئیپالم

  5/3- 6  18  کیاستئار
  36-44  18  کیاولئ

  5/6-12  18  کینولئیل
  >5/0  18  کینولنیل

  >1  20  کیدیآراش
  
 ،فرار هستندروغن نیمه يترکیبات میکرو و ماکروکهجا آن از

هاي کروماتوگرافی مایع با کارایی روشاز ايتوجهقابلتعداد
تعیین ترکیب  براي )GC( گازي کروماتوگرافی و )HPLC(بالا

 یروش HPLC اگرچه. )6(اندمختلف توسعه یافته هايروغن
سازي وسیع دلیل پاكه ب آنانتخابی است، اما استفاده از 

هاي طولانی گران قیمت و دورههاينمونه، استفاده از حلال
 اثرات یلبه دلاز طرفی، . )14(تثبیت ستون محدود شده است

  مواد  در یفیکویکمییراتتغبهمنجرکهییطمحیطشرامتفاوت

 یاد يها روش با ییماده غذا منبع یینتع ،شودیدهنده میلتشک
  .)15(گردد ینم یهاستاندارد معتبر توص یکشده به عنوان 

منظور شناسایی انواع تقلبات  به DNA پایه بر آنالیزي هايروش
 هاروش این. شوندهاي شیري استفاده میدر شیر و فرآورده

هاي سنتی ارزان، سریع و داراي دقت بالایی به روش نسبت
. )19(باشندمیها و نیز ارزیابی تنوع زیستی در تشخیص گونه

کوتاه از یک ژن  بسیار DNAتوالی ( DNA 1بارکدگذاري 
است که به کمک آن  ه،کاملاً شناخته شد ژنییا منطقه بین

                                                
1. DNA  Barcoding 
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به دلیل پتانسیل بالاي ) کرد را شناساییجاندارانگونهتوانمی
 قابل توجهها، ابزاري جدید و گونهشناساییتشخیص وآن در
 بارکدگذاري .)26(رودمیشماربهتاکسونومیهايپژوهشدر

DNA با استفاده از اطلاعات موجود در منطقه مشترك از 
ها و تعیین توالی آنها ژنی در تمام گونهیک ژن یا ناحیه بین

 ،بین پژوهشگران هاداده تبادل جهت جهانی کهشب کی ایجاد براي
شناسایی و مستندسازي تنوع زیستی موجودات  در موفق روشی

هاي لبنی شیر و فرآورده جا که از آن .)9(گردد محسوب می
، توجه به ایمنی شوندمصرف میمردم  طیف وسیعی از توسط

ت ویژهو سلامت این فرآورده اي برخوردار استها از اهمی. 
براي افزایش میزان چربی شیر،  اتترین تقلبی از متداولیک

ت فرآورده. افزودن روغن پالم است هاي لبنی در تغذیه اهمی
ترکیباتی  وجود از ناشی بالقوه خطرات وانسان از یک سو 

از سوي دیگر، نیاز به  در محصولات لبنی روغن پالمنظیر 
را  مپال روشی بهینه و کارآمد جهت شناسایی حضور روغن

 که به دلیل این  .سازدمی  آشکار  لبنی  هايفرآورده  در
محصول لبنی ترکیب کننده معمولی قادر به تشخیص  مصرف

هاي نیاز فوري توسعه تکنیک بنابراین، با روغن پالم نیست
 به منظورشناسایی دقیق، سریع، قابل اعتماد و مقرون به صرفه 

تقلب مواد غذایی کنندگان در برابر این صرفمحافظت از م
 استفاده از هدف از پژوهش حاضر،لذا . )28(وجود دارد

DNA وسیلهه ب ،گذاري شدهبارکد PCR به  زمان واقعی
یک روش قابل اعتماد براي ردیابی تقلب روغن پالم  عنوان

      .است در ماست
 
  هامواد و روش -2
 مواد - 2-1

 شد خریداري اعتمادقابل ماست از یک کارگاه لبنی محلی 
تا اطمینان حاصل گردد در تهیه ماست از روغن پالم استفاده 

براي استفاده در تهیه روغن پالم اولئین خوراکی . نشده است
کارخانجات پنبه و دانه هاي  شرکت ازرقتهاي روغن پالم، 

 CTAB ،این مطالعه در .شد خریداري )لیفود( خراسان روغنی

کلروفرم  ،)ك، آلمانمر( پیرولیدون وینیلپلی ،)آلمان مرك،(
 درصد، بافر  70اتانول  ،اتانول مرکاپتو  ،الکل  ایزومیل 
 TE(Tris- EDTA) خریداري ،ایزوآمیل الکل - کلروفرم و 

ایزوامیل الکل جداگانه تهیه  - از کلروفرم 24:1مخلوط  و شد
دهی پروتئین و رسوب DNAو در زمان استخراج  گردید

   .شدبه صورت هم حجم با فنل استفاده 
  
  هاروش - 2-2
  استخراج روغن -1- 2-2

پس از هموژن شدن به  و شدوزن ماست گرم از  250میزان
 از روش استاندارد با استفاده ماست چربى و یافت انتقال ارلن یک

AOAC  حلال. گردیداستخراج A ) مساوى  مقادیرحاوى
 به نمونه )وم و بنزنیپترولدوکلروفرم، اتر از متانول، هگزان،

 در ادامه، .اندرا پوش سطح نمونه که حلال، تا حدى شده اضاف
روز در مکانى  2به مدت  ،و نمونه A حاصل از حلال مخلوط

با استفاده از کاغذ صافى  سپس مخلوط. داده شد تاریک قرار
درجه سانتیگراد  50در دماىها تبخیر حلال منظور به و شد فیلتر
روغن به رطوبت، بین رفتن از  جهتدر نهایت،  .گرفت قرار

درجه  105دقیقه در دماى  30به مدت دست آمده از نمونه
  .)12( تگراد قرار گرفسانتی

  
  آزمایش  سازي تیمارها برايآماده -2- 2-2

درجه  50دماي شده از ماست بدون پالم در روغن استخراج
سپس با روغن . شدذوب  ،گراد تا رسیدن به فاز مایعسانتی
درصد 100و  50، 30، 10، 5، 4، 2 هايرقت تا شد مخلوط پالم

کاربرد  آزمایش منظور بهبدست آمدکه ) وزنی -  وزنی(
PCR ،حضور جزء روغن پالم  تشخیص جهت زمان واقعی

  .استفاده شد ماستي هادر نمونه
  
 DNAاستخراج  -3- 2-2

با اندکی   CTABبه روش  روغناز نمونه  DNAاستخراج  
   تر روغن برداشته و به فالکون میلی لی 1 .تانجام گرف تغییرات

  بافر استخراج از تریل یلیم  2  .شد  داده  انتقال  استریل  لیتري میلی 15
CTAB  تریل کرویم  200  و  هگزان   تریل  یلیم   2 با  همراه  Tween80  
 65دقیقه در حمام بن ماري  60نمونه ها به مدت  .اضافه شد

دقیقه یکبار به آرامی  5و هر  تندگرفگراد قرار درجه سانتی
ه ب ،از بن ماري شدنبعد از خارج نمونه ها . شدند وارونه
در مرحله بعد مقدار . دندخنک ش دماي اتاق دقیقه در 5مدت 

فالکون ها به) 1:24( الکل یزوآمیل ا کلروفورم محلول لیتر میلی 2
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 فرآیند سانتریفیوژ جهت .شدند وارونهاضافه شد و به آرامی  
 )RPM( دور در دقیقه 8000  سرعت با دقیقه 10 مدت به  فاز تغییر

براي  .جدید منتقل شدهاي فاز رویی به فالکون  .انجام شد
میلی لیتر  2 .تکرار گردیدفرآیند سانتریفوژ  ،شستشوي بیشتر

ساعت  3ایزوپروپانول سرد به نمونه ها اضافه شد و به مدت 
سانتریفوژ  سپس .گرفتند درجه سانتی گراد قرار - 20 دماي در

دقیقه انجام  15دقیقه به مدت   دور در 12000با سرعت 
 70میلی لیتراتانول  1. گرفت و لایه رویی دور ریخته شد

. گردیدتکرار  سانتریفوژدرصد به نمونه ها اضافه و مرحله 
 ناریهود لام ریدر ز قهیدق 5پلاك به دست آمده  ایرسوب 

  .)29(دیحل گرد TEبافر  تریکرولیم 100و در  خشک شد
  
  DNAکمیت و کیفیت گیرياندازه-4- 2-2
درصد  1از ژل آگاروز  DNAکمیت و کیفیت  براي تعیین 
شکل ( استفاده شد) Thermo, 2000c(نانودراپ دستگاهو
روش   از  شده  استخراج  DNA  غلظت  سنجش  جهت  .)1

میکرولیتر  2 مقدار .گردید استفاده  نانومتر 280/260 نوري  جذب
با  DNAغلظت . جهت خوانش بر روي دستگاه استفاده شد

  :  بدست آمد 1استفاده از رابطه
  )ng/ul( DNAت ظغل=  260جذب  × 50                   )   1(رابطه

  )PCR(مراز اي پلیواکنش زنجیره -5- 2-2
 مواد-5-1- 2-2
  آغازگرها -5-1-1- 2-2
 2شده در جدول فهرست  ياز آغازگرها حاضر مطالعه در
این   از  استفاده  جهت  .شد  استفاده   Mt3-B ژن  ریتکث  يبرا

صورت گرفت  4 از بالاتر ODبا  نوکلئوتیدي سنتر  ،آغازگرها
آغازگرها مقدار لازم آب  کدام از طبق وزن مولکولی هر و بر

جهت ساخت  RNAase و  DNAaseعاري از  دوبار تقطیر
محلول کاري . ضافه گردیدمیکرومولار ا 100محلول اصلی
میکرومولار انتخاب و در شرایط استریل جهت  10 آغازگرها

محلول  ،آلودگی ایجاد از جلوگیري منظور به .استفاده آماده شد
  .)29(اي تعویض شدکاري به شکل دوره

  
  DNA polymeraseآنزیم  -5-1-2- 2-2

) Taq DNA Polymerase)Ampliqon,Denmark  آنزیم
از میکس تجاري آماده با غلظت  مطالعهدر این  مورد استفاده

xکاتالیزور  مولارمیلی 3 ، میکرولیتر در واحد 2/0 آنزیم  ٢Mgcl2،  
، Tween 20درصد محلول  2/0نوکلئوتیدها،  مولارمیلی 4/0

  .)29(استفاه شد PH 5/8با  Tris-HCLبافر 

  
  حاضر پژوهش در استفاده مورد يمرهایپرا ستیل - 2جدول

  گاهیجا  (3-5)  مریپرا یتوال  اتصال يدما  منبع
Zhang   و
  )2009(همکاران

58˚C  AGGGCAATTCCTAATGTATTGGAC  Mt1  
58˚C  CGCAGTTAGAGCCGCATTT  Mt2 

  
  معمولی PCRکار روش -2-2-5-2

 ماکرولیتر 10 حاوي  میکرولیتر  20  نهایی   حجم   با   تکثیر   عملیات
 PCR )Amplqon ,Denmark(، 100 -50 میکس مستر 

و  1میکرومولار از آغازگر روبه جلو DNA  ،5/0نانوگرم 
) میکرومولار10غلظت ( 2آغازگر روبه عقب میکرومولار 5/0

 یک مرحله   شامل  حرارتی  چرخه. ) 3 جدول( شد  انجام
دقیقه،  5درجه و به مدت  94سازي اولیه در دماي  واسرشت

گراد به مدت درجه سانتی 94 دماي شامل که حرارتی سیکل 40

                                                
1. Forward 
2. Reverse Primer 

درجه  72ثانیه و دماي  30به مدت 58ثانیه، دماي اتصال  20
در نهایت جهت . گرفت ثانیه انجام 20 گراد به مدتسانتی
گراد  سانتی درجه 72دماي بسط  همانندسازي از فرآیند تکمیل

 ،PCR جهت ارزیابی کیفیت تکثیر .دقیقه استفاه شد 5 مدت به
درصد در  2آگاروز  از محصول بر روي ژل لیترمیکرو 8 مقدار

دقیقه  50ولت به مدت 120با شدت جریان  TBE حضور بافر
 Documentation Gelدستگاه  تصویر ژل در. گرفت قرار

 .)29(بررسی شد 
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  PCR هیمحلول پا هیته يها برا از آن کیمواد لازم و مقدار هر  ـ 3جدول
ییایمیش ماده هیاول غلظت  یینها غلظت  مصرف مقدار   

Taq 4/0U/ul 2/0U/ul 10 تریکرولیم  
DNTPs 400uM 200uM 
MgCl2 3mM 5/1mM 

Taq Buffer 2x 1x 
F Primer 10uM 5/0uM (0.2-1 uM) 2 
R Primer 10uM 5/0uM (0.2-1 uM) 2 

DNA 100ng/ul 5  ng/ul 2 
ddH2O - -  

  Total 20 

  
  عیزمان واق PCRسازي در روشکمی-6- 2-2
  کار روش -6-1- 2-2

میکرولیتر  10 در حجم نهایی real time PCR هايواکنش
و  stepOne real time PCR (ABI, USA)در دستگاه 

در  SYBR green 2x (Ampliqon, Denmark)کیت 
میکرولیتر از  5مقدار . دستگاهی مستقل اجرا گردیدتکرارسه

میکرولیتر از  1 میکرولیتر از پرایمرها و 25/0کیت به همراه 
DNA واکنش تکثیر در برنامه . شدها استفاده واکنش در نمونه
سیکل با  40دقیقه،  15گراد به مدت درجه سانتی 95دمایی 
درجه سانتیگراد  58ثانیه،  15 مدت به گرادسانتی درجه 94 دماي
ثانیه صورت  20 گراد به مدتدرجه سانتی 72 ثانیه و 30مدت به

درجه  3/0 مون نقطه ذوب با شیب دماییدر نهایت آز. گرفت
گراد درجه سانتی 95درجه تا دماي  65گراد از دماي سانتی

  .)29(اجرا گردید
  
  آنالیز نتایج-6-2- 2-2

اکسل دریافت  فایل صورت به دستگاه از سازيکمی آزمون نتایج
جهت  ،سازي شده دستگاهکمی آستانه سیکل یا Ct فاکتور شد و
) LOD( تشخیص  حد  و  )LOQ(  سازيکمی  حد  يآنالیزها

  .مورد استفاده قرار گرفت
 
  يآمار روش-7- 2-2

سه تکرار  قالب طرح کاملا تصادفی و در ها درکلیه آزمایش
ها با آزمون دانکن درسطح انجام گرفته و مقایسه میانگین

با  هایرسم منحن. انجام گرفت)  P<05/0(درصد  5احتمال 

    با  یکم داده هاي آماري لیو تحل هیو تجز Excel افزار نرم
  .انجام شد 24نسخه  SPSS افزار نرم

  
  نتایج و بحث -3
 آزمون  انتخاب روش- 3-1

تحت    ،هاتقلب   شناسایی   براي   استاندارد   کیفی   هايروش
ترین این  مهم. شودداده می پوشش مربوطه کشور ملی  استاندارد
کدورت یا رسوب  ،رنگیهاي ها بر پایه توسعه ویژگیروش
یک ماده مشکوك  منظور ارزیابی میزان ترکیب نشانگر در به

و همکاران  Alonsoپژوهش  در .)22(به تقلب استوار است 
 یکتفک يبرا يگاز یکروماتوگراف امکان استفاده از )1997(

 هاي روغن و شیر چربی مخلوط و شیر چربی گیاهی، هايروغن
 گازي کروماتوگرافی از استفاده با محققین. شد بررسی گیاهی

 دو در را شیر  چربی  در  موجود پالم روغن  توانستند خوبی به
 تشخیص استرولی پروفایل از استفاده با درصد 10و 5 سطح
 کمپسترول، کلسترول، شامل پالم روغن استرولی پروفایل   .دهند

 هااسترول این تمامی که بود بتاسیتواسترول و استیگمااسترول
 .)5(دبو تشخیص قابل هاچربی مخلوط به مربوط کروماتوگرام در
 کارگرفتن به مانع از تنوع طبیعی ترکیب شیمیایی، حقیقت، در

روشهاي . شودروغن میخاص ازبراي هر نوع  شاخص نشانگر
بالا بوده، محدودیت  حساسیت فاقد شیمیایی ترکیبات بر متمرکز
 گزارش نیز محققین از یبرخ .)15(هستند برزمان و داشته شناسایی
 مناسب يابزار تنهایی به چرب اسیدهاي پروفایل تعیین که کردند
به عنوان . شودنمی محسوب لبنی هاينمونه اعتبارسنجی براي
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 یلپروفا یی، کارا)2015(و همکاران  Soha یبررس مثال، در
 مخلوط شیر چربی هاينمونه يچرب در جداساز یدهاياس

 شیر چربی از نارگیل روغن و پالم روغن اولئین، پالم با شده
 میزان که داد نشاناین مطالعه  نتایج. شدند بررسی خالص

 داريمعنی طور به گیاهی چربی حاوي هاينمونه در کلسترول
 بتاسیتواسترول میزان همچنین،. است شیر خالص چربی از کمتر
 ؛بود درصد صفر خالص، کرَه در شاخص فیتواسترول عنوان به
 بیش میزان این گیاهی، هايروغن با شده مخلوط کرَه در اما
 که همچنین محققین دریافتند. گردید گزارش درصد 5/1 از

 شاخص تنهایی به یک هیچ استرول و چرب اسیدهاي پروفایل
 .)24(شوندنمی تلقی کرَه هاينمونه اعتبارسنجی براي مناسبی

 یبترک به دلیل اینکه شد گزارش نیز در یک مطالعه دیگر
 برخوردار بالایی تغییرپذیري و تنوع از شیر چرب اسیدهاي
 اعتبارسنجی براي مناسبی ابزار چرب اسیدهاي ترکیب  ،هستند

 ات،یلبن بر علاوه .)10(باشدنمی شیر چربی در تقلبات تشخیص و
 پیرانی قیتحق  به توانیم  نهیزم نیا  در  گرفته صورت مطالعات از

براي  multiplex-PCRروش  بودن مناسب ردمو در )1388( همکاران  و 
 استفاده  بز با و گوسفند ،گاومیش ،گاو گوشت زمان هم تشخیص

 پژوهش  همچنین به .)2(نمود اشاره میتوکندري سیتوکروم ازژن 
ممتاز    بررسی همبرگرهاي  در  )1397(  همکاران  و  زادگان هاشم 

رغ با اثبات تقلب جایگزینی گوشت م برايتهران  در شهر
 در مطالعه روش آزمون. )4(گوشت گاو اشاره کرد بخشی از

 (E. guineensis)ی پالم روغنوجود روغن  بررسیحاضر 
 یمعمول PCR يها روش جادیخاص و ا ژن اساس بر ماست در

گونه نخل روغنی  مخصوص یژن یاساس توال بر واقعی، زمان
    .بود

  

  انتخاب ژن هدف مناسب- 3-2
جفت باز،  109 با کونیآمپل دی، با تولMt1/Mt2 مریپرا جفت
قطعه   ریتکث  با  ، PATE1/PATE2و   MT3-B ژن  يبرا
با . انتخاب شد PATEژن  يجفت باز، برا 253 با  کونیآمپل
 ییشناسا  يبرا PCR  روش  از  است ممکن  که  نیا به توجه

به   تیلوشده استفاده شود، او فرایندبه شدت   يها نمونه 
  اندازه  با  یکونیآمپل   رایز  شد  هداد  Mt1/Mt2 مریپرا  جفت
  .)29(کندیم دیتول تر کوتاه

  
  استخراج شده  DNA و کیفی میکیابیارز - 3-3
 واحد  حسب  بر  شده  استخراج  DNA  مختلف هايغلظت

)ng/ul( میزان که دهدنشان می 4 جدول در DNA  استخراجی
با یکدیگر درصد  100و روغن پالم  کنجد ننمونه روغ دو در

مطالعه حاضر دلیل احتمالی نتیجه . دنندار داريتفاوت معنی
در فرآیند استخراج روغن از گیاهان حاوي را می توان 

 ز، بخش زیادي ااین فرآینددر روغن جستجو کرد؛ زیرا 
DNA هدف اصلی  ،با این وجود. شودوارد روغن نمی گیاه
 قابل قبولی حد به تشخیص حدکه است  این حاضر مطالعه
در ماست تقلب  میزان به پالم DNA بتوان از طریق و برسد
 DNA  غلظت  ینکمتر  و  یشترینب  ،4 جدول  مطابق  .رسید

درصد و  3 متعلق به نمونه روغن پالم یبشده به ترت  استخراج
غلظت  ها،تمام نمونه ینکه در ب یدر حال. درصد است 100

DNA اج شده در روغن کنجد و بعد از آن در نمونه استخر
  ).4جدول( بود هانمونه یرروغن کنترل کمتر از سا
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  )ng/ul(استخراج شده  DNAمختلف از  يهاغلظت ـ 4جدول
  

 نمونه نام )DNA )ng/ul غلظت

 کنترل روغن 02/2

 درصد 2 پالم روغن 3/5

 درصد 3 پالم روغن 3/15

 ددرص 4 پالم روغن 1/3

 درصد 5 پالم روغن 9/6

 درصد 10 پالم روغن 3/13

 درصد 30 پالم روغن 9/10

 درصد 50 پالم روغن 6/11

 درصد 100 پالم روغن 6/2

 کنجد روغن 9/1

  
 8 مقدار  الکتروفورز   ،PCR   تکثیر   کیفیت   ارزیابی   جهت

   حضوردرصد در 2آگاروز  محصول، بر روي ژل  از  میکرولیتر
  

  
دقیقه  50ولت به مدت 120با شدت جریان ،TBEبافر رحضو
  ).1شکل (گرفت  انجام

  

  
 یمعمول PCRمحصولات  براي الکتروفورز ژل آگارز -  1شکل 

 زانیم نیشتریو ب نیکمترکهنشان دادجینتاحاضردر مطالعه
مربوط  بیبه ترت ی،مورد بررس هاي نمونهنیب)10mm(جذب

و روغن پالم ) بی ماست بدون پالمچر(به نمونه روغن کنترل 

درصد  5درصد،  4روغن پالم  هاي نمونهنیب. درصد بود 100
جذب وجود  زانیدر م داري یو روغن کنجد تفاوت معن

 ).2شکل(نداشت 
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  هاي مختلف استخراج شده در روغن کنترل و روغن پالم در رقت DNAهاي مختلف از جذب مربوط به غلظت هايمنحنی - 2شکل

 

٣-۴-Real time-PCR or quantitative PCR(qPCR) 
PCR  یا  واقعی  زمان PCR  توســط 1992سال  در کمی 

Higuchi  به منظور تواند می  و  شد  معرفی  همکارانش و 
رنگ فلورســنت  ، PCR چرخه هر در DNA تکثیر  گیري اندازه

در  .را آشکارسازي کند I گرین گزارشــگري مثل ســایبر
خطی لگاریتمی تکثیر، فلورسنس تا نقطه اي افزایش  طول فاز

یا )Ct( آســتانهه شود و به عنوان چرخ سنجش که قابل یابدمی
شود؛ بنابراین با استفاده از رقت هاي تقاطع نامیده می  نقطه
 توان مقدار استاندارد با مقدار مشخص، میDNA متوالی

DNA  یا cDNA  عنوان ارزشنمونه ناشــناخته را به Ct  با
 استفاده از ترسیم منحنی استاندارد لگاریتم غلظت در مقابل

Ct  دمحاسبه کر.qPCR ،  تکثیر و آشکارسازي نمونه را در
از این رو نیاز به هر  ؛یک مرحله انفرادي با هم انجام می دهد

  مزیت هاي دیگر. کندرفع میفرآیند پــس از تکثیري را 

qPCR ، پیشــرفت واکنش در زمان  حساســیت، تعیین
واقعی، ســرعت آنالیز و سنجش دقیق مواد مورد آزمون در 

این امــر در نتیجه وجود رنگ هاي فلورســنس . نمونه است
نشان دار با فلورسانس است  یا پروپ هاي اولیگونوکلئوتیدي

تولید شــده متناسب  DNA ها با مقدار محصول آن که شدت
  .)23(می باشد

انواع مختلف  ، qPCRهاي واکنش مختلف انواع تسهیل جهت
، که این پلیمرازها داراي صحت بالاشــونداستفاده میپلیمراز
   بنابراین، تجهیزات هستند؛ ییبالا حرارتی مقاومت وسرعت

PCR  شــوند میطراحیهاواکنشاینانجامجهتواقعیزمــان
سیستم نوري براي  ،DNA تکثیر براي ســایکلر ترمال شــامل که

سنس فلور گرفتن ، fluorophores هاساز فلوئورسان برانگیختن
جمع آوري  براي ویژه افزار نرم و سازي آشــکار نشري از شیمی

اگر منحنی میزان  .)22(تکمی تولید شده اس هاي داده نالیزو آ
 PCR هاي حسب سیکل بر واقعی زمانPCR در محصول تکثیر

    که این منحنی شامل سه فاز  دریافت  وانت گردد، می ترسیم
 region(خطی فاز: مرحله اول: که عبارت است از می باشد

Baseline یاLinear phase  :(میزان تکثیر  فاز این در
افزایش نور فلورسنت  منجر بهکه  نیست اياندازه به محصولات

، پرایمرها  cDNAفاز از این در شده مشاهده فلورسنت نور .گردد
 ؛یابد و رنگ هاي فلورسنت آزاد در محیط واکنش نشر می

 .خطی می باشد صورت به شده ساطع نور میزان این فاز در بنابراین

 Exponential( لگاریتم خطینمایی و فاز فاز: مرحله دوم

phase وliner Log phase:(  در این فاز میزان محصول دو
بنابراین میزان محصولات  ؛دشو می برابر دو چرخه هر در اي رشته

 .به صورت نمایی افزایش می یابد
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این فاز، ترکیبات  در ):phase plateau( مسطح فاز :سوم مرحله
 ؛شود روند و دیگر محصولی تکثیر نمی واکنش از بین می

 در  .شود نمی  مشاهده  فلورسنت  میزان  در  افزایشی  بنابراین
  .)1(سته اشباع شده ادر این مرحل واقعی زمان PCR اصطلاح

بر حسب  واقعی زمان PCR در محصولات تکثیر نمودار ، 3 لشک 
در  شود میکه مشاهده  گونه همان. دهد را نشان می سیکل

تغییر  19تا سیکل میزان محصولات تکثیر شده حاضر مطالعه 
 واکنش وارد فاز افزایشی ،19از سیکل  اما ؛دنداشتن محسوسی

 .تشاولیه بستگی دا گويلا DNA میزانبه که دیگرد نمایی یا
عبارت ه ود و ببیشتر ب یا روغن پالم هر چه میزان الگوي اولیه

نمونه مورد ارزیابی  اخلد يشتریپالم ب روغن DNA دیگر،
تري وارد فاز  سیکل پایین در PCR واکنش، شتوجود دا
 . شد نمایی

  

  حاضر پژوهش در یبررس مورد يهانمونهMT3-B ژن  ریتکثیمنحن ـ 3شکل
  
  آزمون معیارهاي حساسیت و قابلیت اطمینان - 3-5
3-5 -1- LOD  

در محدوده  LOD، زمان واقعی  PCRآزمون جینتابر اساس
 نیبه عنوان کمترLOD .شدزدهنتخمیپالمروغندرصد05/0
گرفته  نظر در  نمونه  کی  در  )شونده يریگ اندازه(  تیآنالمقدار
  فیتعر شود داده صیتشخ  با احتمال تواند یم  که شود می

  ، قیدق   مقدار   کی   عنوان   به   است   ممکن    چه اگر   ؛ شود یم 
  ).11(نشده باشد  يساز یکم

  
3-5 -2- LOQ  

در محدوده  LOQ ،واقعی زمان PCR آزمون جیبر اساس نتا
 نیبه عنوان کمتر  LOQ.آمد دست به  پالم روغن درصد 1/0
شود  در نظر گرفته مینمونه  کی در شونده يریگ اندازه مقدار
 یشیآزما طیشود و در شرا نییتع یصورت کم تواند به یم که
  ).11( شود تعییندقت قابل قبول با شده،  انیب

  
 

   Ct چرخش آستانه – 3- 3-5
 توان به عنوان سیکلی کهسیکل مرجع را به صورت توافقی می

 تکنیکدر .گرفتدر نظر دنشومیخطیلگاریتمفازوارد محصولات

PCRآستانهچرخشبه این سیکل مرجع به اصطلاح  واقعی زمان 
PCRهاي دستگاه در .گویند  Ct   (cycle of threshold)یا 

. گردندمیتعیینخاصی هايفرمول اساس بر آستانه حد این واقعی زمان 
ها یکسان است و به براي همه دستگاه Ct با این وجود مفهوم

از یک حد آستانه فراتر  است که در آن محصولاتسیکلیفهومم
خط آستانه  به نام ، خطی)4شکل(ژن  نمودار تکثیر در .)1(روندمی

  Rn= 5/1تا  Rn=  05/0خطمیان دودرRn  = 75/0در نقطه 
که خطوط را به صورت  رسم شد) محدوده تعیین چرخش آستانه(

محل  در خطوط شیب ،است مشخص که گونه همان .کردافقی قطع 
 با پیدا کردن  .باشدیکسان میخطی و ، آستانهباخط  ها آن برخورد

 xدر محورمحل برخورد خط آستانه با  منحنی تکثیر،  ،نقطه متناظر
در  که در مطالعه حاضر آمد دست براي هر خط Ct مقدارسیکل 

   .بود سیکل 40تا  26 محدوده 
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  Mt3-Bنحنی تکثیر ژن خط آستانه م محدوده تعیین - 4شکل

  
 نانوگرم 20 ،درصد 100روغن پالم  رقت براي  ،5 جدول مطابق

DNA وارد واکنش PCRروغن  رقت برايوشدزمان واقعی
   .نانوگرم تعیین گردید 5/0برابر با  DNA درصد، میزان 2پالم

  
  )Ct(آستانه  حد تشخیص با توجه به چرخش ارزیابی - 5جدول

  )نانوگرم( DNA زانیم آستانه چرخش هدف نام  )درصد( پالم روغن
100 Mt3-B 90799/26 20 

50 Mt3-B 64298/27 10 

30 Mt3-B 36747/28 6 

10 Mt3-B 15390/30 2 

5 Mt3-B 46361/31 1 

4 Mt3-B 44014/32 8/0 

3 Mt3-B 74607/32 75/0 

2 Mt3-B 37568/34 5/0 

1/0 Mt3-B 24582/38 02/0 

05/0 Mt3-B 80096/39 01/0 
  

دامنه . مبناي تشخیص تقلب است Ct زمان واقعی، PCR در
درصد روغن  100 تا 05/0از در این پژوهش تقلب  تشخیص

چرخش با توجه به عدد  ی به روغن پالمآلودگ میزان .بود پالم

 ،بود هرچه درصد آلودگی به پالم بیشتر .آمدآستانه به دست 
به روغن  یآلودگان میز و بدین صورت بود کمترنیز Ct عدد
  ). 5شکل(گردید  مشخص پالم

  
 Mt3-Bژن  LOQو  LODبراي تشخیص  5/0منحنی تکثیر با تنظیم حد آستانه بهینه  - 5شکل

Rn 
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  در هر واکنش، Real-time PCRکارایی سنجش  به منظور
 PCR ،ریاستاندارد با رسم مقاد یمنحن کیزمان واقعی Ct 

 پالمروغن  DNA هیدار اولمقلگاریتم آمده در برابر  به دست
مقدار  نیب یاستاندارد رابطه خط یمنحن). 6شکل (شد  جادیا

 یمنحن بیبر اساس ش. داد نشان را Ct ریو مقاد هیاول نمونه
 بتقری با و درصد MT3-B ،99/99 ریتکث راندمان استاندارد،
 درصد 105تا  90 محدوده در که شد محاسبه درصد 100 حدود
  .بود اروپا ونیسیکم توسط شده هتوصی

  
  4 ارائه شده در شکل ریتکث يشده از داده ها هیاستاندارد ته یمنحن - 6شکل 

  ذوب   منحنی -4- 3-5
شود تعریف می عنوان دمایی بهاي  دو رشته DNA دماي ذوب
هاي اسید نوکلئیک دو رشته و نیم دیگر، مولکول که نیمی از

دو مارپیچ انتقال از حالت  ،دماي ذوب. تک رشته هستند
تجزیه و  .)25(را نشان می دهد نامنظم  پیچهاي به حالت رشته
زمان واقعی  PCRترکیب  درPCR محصول ذوب دماي تحلیل

و همکاران  Wittwer توسط Light Cyclersاولین بار با 
این روش برخلاف بسیاري از تکنیکهاي . معرفی شد) 1997(

زش یا جداسازي هیچگونه پردا ، نیازمندDNA تحلیل و تجزیه
 دیابزار مف کی ،DNAذوب  قله لیو تحل هیتجز .)28(نیست

مطالعه  کی. است PCR محصولات عیسر صیتشخ يبرا يقو و
دارد و  ازیزمان ن نیمی از به کیتکن نینشان داد که ا ییکارآ
 .)27(و الکتروفورز ژل آگارز است PCRآن نصف  نهیهز

به شدت فلورسان  يا رشته دو DNA حضور در ها رنگ از یبرخ
 ينوارها  که است  دیبروما  ومی دیات  ها آن نیتر آشنا  .کنند یم

 ،شود یم  الکتروفورز مشاهده يها ژل در  اغلب که را یرنگ  قرمز
                   مانند   نامتقارن   کیمتر   نیانیس   يها  رنگ   .کند یم   جادیا

SYBR Green I  وLCGreenوستند تر ه روشن ی، حت 
 زمان واقعی PCR و فلورسانس ذوب زیآنالدریانتخاب يها رنگ
که فلورسانس  یذوب در حال یمنحن جادیبه منظور ا .هستند

از  یفیط قینمونه از طر ،شود یم يآور به طور مداوم جمع
نمونه  موجود در يا دو رشته DNAهر  .شود یدماها گرم م

دما،  شیبا افزا. کند یبه شدت فلورسانس م نییپا يدماها در
 يدما  در  سپس  و  ابدی یم  کاهش  یآرام  به  ابتدا  فلورسانس
 DNAو ذوب  ابدی یکاهش م به سرعت فلورسانس  مشخص،

 کی) Tm(ذوب  يدما. دهد نشان میمنفرد را  يها به رشته
DNA ،ر قدامشخصه مGCییست و دماها آن یتوال ، طول و 

  Tm .است درصد 50آن فلورسانس نرمال شده  است که در
 کیمناسب است، اما تنها  کیمتر کی PCRمحصول  کی

ذوب  یدر منحن شتریاطلاعات ب. ذوب است یمنحن نقطه در
الیگونوکلئوتید به  Tm .)21(موجود است Tmکامل نسبت به 

اساساً شامل غلظت الیگونوکلئوتید،  که دارد بستگی فاکتور چند
رشته   طول  لئوتید،الیگونوک  بازي   توالی  نمک،  غلظت

 لیگونوکلئوتید و عدم وجود تکثیرهاي غیراختصاصی استا
 DNAطول  از جمله یذوب به عوامل مختلف يدما .)18(
 بی، ترک)تر ذوب شوند دارند راحت لیتما کوتاهتر يها تکه(

 )اضافه شده نمک یونی قدرت( نمک غلظت ،يدینوکلئوت یتوال
 گرادیدرجه سانت 50 نیب دماي ذوب یکل طور و بهوابسته است 

را نه تنها با حرارت  DNA. قرار دارد گرادیسانت درجه 100و 
دناتوره کرد، به عنوان توان  یم گرید يها دادن، بلکه با روش
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 لیمت  يد  و دیفرمام  مانند  یآل  يها حلال  از  استفاده  مثال
محلول، کاهش غلظت  PH شیافزا گاندها،یل د،یسولفوکس
براي رسم زمان واقعی  PCR دستگاهدر  .)16(رهینمک و غ

به پایان برسد،  PCRاز  کلیس 50 نکهیبعد از امنحنی ذوب 
 درجه 60 دماي اساساً در DNA .یابدمی افزایش به تدریج دما

دما به تدریج که  .است يادو رشته ،)دماي پائین(گراد سانتی
 ی،جنبش مولکول بوسیله که رسد یم يا به نقطه ،رودیبالا م

 ياهدو رشت DNA و شودیشکسته م DNA یدروژنیه وندیپ
 نیبرگریسا يهاتمام مولکول .گردد می يا رشتهکت به لیتبد

 ،رسد یکه به دستگاه م ییهاگنالیو شدت س شوند یآزاد م
مشتق  یناگهان رییتغ نینرم افزار از ا .یابدکاهش میبه شدت 

 لیتبد قلهیک  بهاین تغییر  مشتق شده ودر نمودار ردیگیم
امروزه ترموسایکلرهاي شیب دمایی به ). 5شکل( شودیم

ها جهت اتصال رشته دماي بهترین سریع تشخیص در مفید ابزاري
که از ایجاد پرایمر  اند، ضمن اینتکثیر ژن هدف تبدیل شده

هاي توان آمپلیکونمی. نماینداي نیز جلوگیري میدو رشته
 مثبت واقعی بر اساس منحنیغیراختصاصی را از یک نمونه 

  . آنها تشخیص داد DNAهاي ویژه ذوب 

. باشدنوکلئوتیدي آمپلیکون می توالی منحنی ذوب، بازتابی از
حاصل از  DNAبنابراین، میزان همپوشانی بین منحنی ذوب 

PCR کنترل و یا میزان تفاوت با آن،  با منحنی ذوب نمونه
 جایی آن از .نمود اهدرا تعیین خو آمپلیکون بودن غیراختصاصی

که هر ژن داراي منحنی ذوب خاص خود می باشد بنابراین 
ژن در تمام نمونه ها باید با هم منطبق باشند  یکهاي  منحنی

 تشکیل یک قله .ها تک قله باشند و همچنین باید تمام منحنی
یک محصول به زمان واقعی  PCRدربه این معنی است که 

  DNAدو قطعهی عنی ایجاد شود، قله اگر دو .استآمدهوجود
 نیمحل ا و وجودداشته است متفاوت دینوکلئوت بیبا ترک
در مطالعه  .است صیقابل تشخ نمودار منحنی ذوب قله در دو

 گراد تعیین شددرجه سانتی 4/83برابر با حاضر دماي ذوب 
دهنده وجود نشان  کهایجاد شد ذوب منحنی درقله یک  و
 DNAقطعه اما. بود) وغن پالممربوط به ر( DNAقطعه کی

استخراج  DNAدر پالم از روغن متفاوت دینوکلئوت بیبا ترک
 کونیآمپل در مراحل آزمون یاو  وجود نداشت نمونهشده از

کارایی  بالا بودننشان دهنده بوجود نیامد که  غیراختصاصی
  . )7 شکل( بودروش مطالعه حاضر 

  

  رد بررسیهاي مونمونه MT3-Bذوب ژن منحنی - 7شکل
  گیري نتیجه -4

 زمان واقعی PCRبا  بارکدگذاري DNA حاضر، مطالعهدر 

ردیابی تقلب روغن  جهتیک روش قابل اعتماد  به عنوان
درصد و  100و  50، 30، 10،  5،  4، 3،  2با سطوح  پالم
نتایج . استفاده گردیددر ماست  کنترل مثبت و منفی نمونه

استخراج شده متعلق به  DNAبیشترین غلظت نشان داد که 

کمترین و بیشترین میزان جذب . درصد بود 3 پالم روغن نمونه
)10mm (هاي مورد بررسی به ترتیب مربوط به بین نمونه

. درصد تعیین گردید 100 کنترل و روغن پالم نمونه روغن
تا  05/0از  مورد نظر براي تشخیص تقلب روغن پالم،دامنه 

به ترتیب برابر با  LODو  LOQ .بود درصد روغن پالم 100
که  DNAدرصد روغن پالم بود و میزان  05/0درصد و  1/0
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نانوگرم  01/0و  02/0شد به ترتیب برابر با  وارد واکنش
 PCRتواند به وسیله می که DNAمیزان  کمترین .گردید تعیین
ها  آنالیز نمونه .است نانوگرم 25/0گردد،  شناسایی واقعی زمان
هاي ماست با استفاده میزان روغن پالم در نمونه نتعیی منظور به

زمان واقعی نشان داد  PCR یلهوس به بارکدگذاري DNAاز 
توان با استفاده از این تکنیک با که وجود روغن پالم را می

هاي آنالیز روش مقایسه با بسیاري از در کمیت بهتري کیفیت و
به  DNA هاي مبتنی برتوان از روشمینیز  و  تشخیص داد

کشف تقلبات در مواد غذایی به نحوي شایسته و با  منظور
اطلاعات در این زمینه اگرچه  ؛راندمان بالا استفاده نمود

هاي اي وجود ندارد و نیازمند انجام پژوهشکامل و گسترده
  .بیشتر و گذر زمان است
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Abstract 

One of the common adulterations in milk and dairy products, is the addition of low-priced vegetable 

oils such as palm oil in order to increase the profitability of products. Therefore, there is an urgent 

need to develop accurate, fast and reliable identification techniques to protect consumers against this 

type of adulteration. The aim of the present study was DNA barcoding with real-time PCR as a 

reliable method for detecting palm oil fraud with levels of 2, 3, 4, 5, 10, 30, 50 and 100 % and positive 

and negative control samples in  yogurt. According to the results, the highest and lowest 

concentrations of DNA extracted belonged to the palm oil sample of 100 % and 3%  , respectively, 

while among all samples, the concentration of DNA extracted in sesame oil and then in the control oil 

sample was lower. It was determined from other samples. The lowest and highest adsorption rates 

(10mm) between the samples were  control oil (excluding palm) and 100 % palm oil, respectively. 

There was no significant difference in absorption rate between 4%, 5% and sesame oil samples. The 

range for detecting palm oil adulteration was from 0.05% to 100%  palm oil. LOQ and LOD were 

0.1 % and 0.05 % of palm oil, respectively. 

 
Keywords: Adulteration, Palm Oil, Real – Qtime Polymerase Chain Reaction,Yogurt, DNA – 

barcoding. 
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