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چکيده
پروتئين سـويا يكـي از مهمترين و غالب ترين پروتئين ها ي گياهي اسـت كه در فرآورده هاي گوشـتي مانند كالباس , سوسـيس
و همبرگر ايران اسـتفاده مي شـود. جهت شـناخت تركيبات همبرگر و بهبود کيفيت آن استفاده از روش هاي ميكروسكوپي دارا ي
اهميـت بـوده و روش هـا ي رنگ آميز ي بافتي در تباين اجزاء تشـکيل دهنـده نقش مهمي دارنـد. يکي از رنگ آميزيهايـي که در
آزمايشـگاهها ي بافت شناسـي معمول مي باشد رنگ آميز ي هماتوکسيلين و ائوزين اسـت. در اين ارتباط ۸۰ نمونه از  همبرگرها ي
خام  منجمد از فروشگاههاي مواد غذايي خريداري شد.  نمونه ها در شرايط مناسب به آزمايشگاه بافت شناسي ارسال شد. سپس
نمونه برداري و آزمايش بافت شناسي با رنگ آميزي هماتوكسيلين و ائوزين انجام گرفت. در ميکروگراف ها ي تهيه شده, بافت سويا
با رنگ قرمز مشـاهده شد ولي سلولهاي لايه پاليسادينگ با رنگ روشـن و دارا ي تلالو ي خاصي ديده شدند. مواد پروتئيني داخل
سلولها ي کوتيلدون سويا به رنگ قرمز و جدار كربوهيدارته سلول به رنگ آبي مشاهده شدند . بافت اكسترودات سيلندري که در
واقع همان سـلولهاي كوتيلدوني دناتوره شـده مي باشـند رنگ قرمز تيره به خود گرفته است و با توجه به ساختمان بافتي که دارد
به خوبي از بافت عضلاني  متمايز مي گردد. در تمام نمونه ها ي آزمايش شـده بافت سـويا مشـاهده شـد. لذا با توسل به روش ها ي

هيستولوژيکي, تشخيص سويا در همبرگر و تفکيک آن از بافت عضلاني امکان پذير است.

واژه ها ي کليد ي:سويا، همبرگر، روشها ي هيستولوژيکي، هماتوکسيلين و ائوزين
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Histological detection of soya in freezing raw hamburger of Iran

By: Jahed Khaniki, Gh.R, Department of Environmental Health Engineering, Public Health School, Tehran university 
of Medical Sciences, Tehran, Iran., and Rokni, N., Department of Food Hygiene, Faculty of Veterinary Medicine,
Tehran University, Tehran- Iran.
Soya protein is an important and the most plant protein which is used in hamburger and Sausage in Iran. The Using

of microscopic methods is significant in recognition of hamburger ingredients and its quality improvement. Tissue 

staining plays an important role in the counter stain of hamburger ingredients. Haematoxyline & Eosin staining is a

common method in histology laboratory. For detection soya in hamburger, 80 freezing raw hamburger samples were

bought from food stores. Samples were carried in suitable condition to histology laboratory. Then, sampling was done

and pieces were stained by Haematoxyline & Eosin. The stained samples were examined under a light microscope. 

Soya tissue has a red color in micrographs. Palisading layer cells have a light color and a special radiant. The protein

materials in cotyledon cells and cell carbohydrate wall were observed red and blue, respectively. Cylindrical extrudate 

tissue is denatured cotyledon cells and they observed dark red color and they are distinguished from muscular 

tissue. Also, it the results showed that Soya has been used in all samples. It was concluded that soya is detectable by

histological methods in hamburger and it can differentiate than muscular tissues.
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تشخيص هيستولوژيكي ...

مواد و روش کار  
ــتفاده از روش ــا اس ــويا ب ــن گياهي س ــخيص پروتئي ــور تش ــه منظ ب
ــگاهها ي مواد غذايي ــتولوژيکي تعداد ۸۰ نمونه همبرگر خام از فروش هيس
ــرار گرفت . نمونه ــيلين – ائوزين ق ــاب و مورد رنگ آميزي هماتوكس انتخ
ــمت هاي مختلف هر قطعه ــگاه بافت شناسي منتقل و از قس ها به آزمايش
ــت شد . پس از ــانتي    متر برداش همبرگر نمونه هائي به ابعاد  ۱×۱× ۱س
نمونه برداري , نمونه ها را با توجه به اينکه فاقد بافت کاملاً به هم چسبيده
ــه ا ي تور ي ــود دارد در داخل لفاف ــدن ذرات وج ــتند و امکان جدا ش هس
ــك هفته در فرمالين ۱۰ درصد حاوي بافر ــد جا ي داده و برا ي مدت ي مانن
داخل شد. به منظور پايداري كامل , فرمالين ظروف هرروز تعويض گرديد.
ــد (حجم فرمالين مصرفي در هر ظرف حدوداً ۴۰ برابر حجم نمونه مي باش
ــتگي با ــفافيت و آغش ). نمونه ها پس از تثبيت كامل , جهت آبگيري , ش
Automatic) يا هيستوكينت Processor) پارافين در دستگاه اتوتكنيون
ــپس بلوكهاي پارافين تهيه گرديد و براي (Histokinette) قرار گرفت . س
برش با دستگاه ميكروتوم به اندازه استاندارد آماده گرديد و برش نمونه هاي

مقدمه
ــويا از مواد پروتئيني , چربي و كربوهيدرات تشكيل شده است. دانه س
ــه طور كلي دانه ــكيل مي دهد. ب ــويا را تش روغن و پروتئين ، ۶۰ درصد س
ــويا حاوي ۴۰ درصد پروتئين , ۲۱ درصد چربي , ۳۴ درصد مواد كامل س
ــويا يكي از ــد(۱۸). پروتئين س ــتر مي باش كربوهيدرات و ۴/۹ درصد خاكس
ــتي ــت كه به فرآورده هاي گوش مهمترين و غالب ترين پروتئين گياهي اس
ــود(۵،۴). از آنجائي كه ــيس و همبرگر افزوده مي ش ــد كالباس , سوس مانن
ــان ــن حيواني به تنهائي براي برطرف كردن نياز غذائي انس مصرف پروتئي
ــواد پروتئيني نيز گران ــند و از طرفي ديگر توليد اينگونه م ــي نمي باش كاف
ــترس از جمله ــاي ارزان قيمت و قابل دس ــن ه ــود . از پروتئي ــام مي ش تم
ــازد و در ــويا مي تواند اين نياز را برطرف س ــي مانند س ــاي گياه پروتئين ه
ــتر در ــويا از همه بيش ــتي , پروتئين گياهي س ميان پروتئين هاي غير گوش
ــتفاده قرار مي گيرد(۱۴). در بسياري ــتي مورد اس توليد فرآورده هاي گوش
ــتي ممنوع و تقلب ــويا به فرآورده هاي گوش ــورها افزودن پروتئين س از كش
ــود كه نبايستي ــور ما از آن استفاده مي ش ــود ولي در كش ــوب مي ش محس
ــتي باشد (۵،۴).  در ــده در تركيب فرآورده هاي گوش بيش از حد توصيه ش
ــويا بصورت آرد مورد استفاده قرار مي گيرد . سويا ايران معمولاً پروتئين س
ــت كه در صورت استفاده زياد اين طعم در دهان به صورت طعم خاصي اس
ــد (۱۸) .  براساس قوانين ايالات متحده افزودن ــخص مي باش نامطلوبي مش
ــتي (۱۳) و در ــانتره به فرآورده هاي گوش ــش از ۳/۵ درصد آرد يا كنس بي
ــد(۱). بكارگيري روش هاي ــر بيش از ۵ درصد مجاز نمي باش ايران حداكث
شيمي بافت (Histochemical) , مي تواند مقدار سوياي موجود در فرآورده
گوشتي را براساس مقدار مواد كربوهيدرات موجود تخمين بزند كه با اندازه
ــز(Mn)  اين كار را مي توان انجام داد ــري برخي از فلزات از جمله منگن گي
ــن كار دخالت مي كند (۶) .  با توجه ــي تركيبات ديگر مانند ادويه در اي ول
ــويا در فرآورده هاي گوشتي مي توان از روش هاي ــتفاده روزافزون س به اس
ميكروسكوپي براي تعيين تركيبات سويا به عنوان يك روش كيفي استفاده

ــيمي بافت و مورفولوژيکي برا ي تشخيص  ــتفاده از معيارها ي ش كرد(۸) . اس
ــتي حائز اهميت  ــويا در فرآورده ها ي گوش پروتئين ها ي گياهي از جمله س
ــاختمان بافتي  ــاس س ــي و رنگ آميزي براس دارد(۹). از روش بافت شناس
ــويا در همبرگر مي توان بهره گرفت  ــيله اي براي تشخيص س به عنوان وس
)Novel)  مانند  proteins) ــوم ــخيص و تعيين پروتئين هاي غير مرس . تش
ــته به فرآورده گوشتي اضافه مي گردد  ــويا كه به طور خواسته يا ناخواس س
ــوياي اضافي  ــه تنها براي كنترل پروتئين س ــرورت دارد. در اين مورد ن ض
ــونده براي پروتئين عضلات اسكلتي مطرح مي شود  ــين ش كه بعنوان جانش
ــتي از  ــن در ارتباط با فرآورده هاي گوش ــراي كمك به تكميل قواني ــه ب بلك
ــت كه  از روش هاي ميكروسكوپي بهره  ــئله لازم اس جمله همبرگر اين مس
ــود. علاوه بر روش هاي بافت شناسي از روش هاي ايمونوشيميايي ,  گرفته ش
ــتقيم  ــانس غير مس ايمونوديفوژيون, Dot-blotting آزمايش ايمونوفلورس
ــور  ــورز و همينط Indirect) (IiFT) و ژل الكترف Imunofluorescence)
Isoelectric و   HPLC , Density gradient centrifuge ــاي روش ه

ــويا در فرآورده  ــخيص و اندازه گيري پروتئين س focusing مي توان در تش

ــت (۱۲،۶) . اين روشها نسبتاً ساده هستند و كاربرد آنها  گوشتي بهره جس
ــت ولي در مورد موادي كه پخته  در مورد فرآورده هاي خام امكان پذير اس
ــند و با  ــته باش ــده اند يا حرارت ديده اند نمي توانند به خوبي كاربرد داش ش
ــال ۱۹۸۸ در مورد استخراج و  Medina در س ــط aتوجه به نتايجي كه توس

ــيس ها توسط روش اليزا (ELISA) به دست  اندازه گيري پروتئين در سوس
ــد (۱۵) . با توجه به اهميت کيفيت همبرگر  ــت مي تواند مفيد باش آمده اس
و نوع ترکيبات تشکيل دهنده، شناخت خواص هيستولوژيکي پروتئين سويا 
ــيار مهم به نظر مي رسد. به کارگير ي روش  ــاير بافتها بس و تفکيک آن از س
ــاختمان ذرات سويا در همبرگر مي تواند کمک  ــايي س رنگ آميز ي در شناس
ــتفاده معمول از روش رنگ آميز ي هماتوکسيلين و  فراواني نمايد. نظر به اس
ائوزين در آزمايشگاهها ي بافت شناسي, از اين روش در اين تحقيق استفاده 

شده است. 

بافت به ضخامت ۶ ميكرون آماده شد و رنگ آميزي هماتوكسيلين و ائوزين 
بر روي آنها انجام شد و سرانجام برش ها بر روي لام قرار داده شدند و قطره 
ــپس با  Canada) روي آن قرار داده و س balsam) ــب كانادا بالزام اي چس
لامل پوشانده شد . لامهاي آماده شده با استفاده از ميكروسكوپ نوري مورد 

مشاهده قرار گرفتند(۳،۲) .

مشاهدات و نتايج 
پس از تهيه برش و رنگ آميزي ,  نمونه ها مورد مطالعه ميكروسكوپي 
ــد. در فتوميكروگرافهاي  ــد و فتوميکروگرافها ي لازم تهيه گردي قرار گرفتن
ــويا (تصاوير۲, ۳ و  ــده, بافت عضلاني (تصوير ۱) و بافت گياهي س تهيه ش
ــته ها ي عضلاني رنگ قرمز روشن و هسته سلول  ــدند. رش ــاهده ش ۴ ) مش
عضلاني, رنگ آبي را بخود گرفته است. پروتئين بافتي سويا در رنگ آميزي 
هماتوكسيلين – ائوزين  رنگ قرمز تيره به خود گرفته و فضاهاي خالي نيز 
ــويا ديده شد. وجود سلولهاي لايه پاليسادينگ  در لابلاي پروتئين بافتي س
ــويا در توليد  ــتفاده از س ــي مبني بر اس ــل قاطع Palisading) دلي layer)
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ــخيص براي آنها ــوان كليد تش ــد و مي تواند به عن ــر مي باش همبرگ
استفاده شود (تصوير شماره۲).

ــان داد که بافت سويا در فيلدها ي ميکروسکوپي بخوبي نتايج نش
مشاهده شده و در تمام نمونه ها ي آزمايش شده از سويا استفاده شده

است و بوضوح از بافت عضلاني قابل تفکيک است.

بحث 
ــر گونه ــکيل دهنده ه ــزاء تش ــز و اج ــي آنالي ــناخت چگونگ ش
ــتفاده از ــت  و اس ــده از نظر کيفي لازم اس ــتي خرد ش فرآورده گوش
ــتي ــت و فرآورده ها ي گوش آن در تکميل قوانين و نيز تکنولوژ ي گوش
اهميت ويژه ا ي دارد. در اين باره به کارگير ي روشها ي ميکروسکوپي و
ــتولوژيکي زمينه را بسيار فراهم کرده است. تهيه فتوميكروگراف هيس
ــکوپي را بصورت ماکروسکوپي مشخص خواهد کرد و به نگاه ميکروس
ــک خواهد نمود. در ــتي کم ــت و کيفيت ماده در محصول گوش کمي
ــويا در فرآورده هاي گوشتي ــورها وجود يا عدم وجود س برخي از كش
ــران اندازه گيري ميزان ــت و در برخي ديگر مانند اي ــز اهميت اس حائ
ــيس و كالباس و همبرگر مهم مي باشد. ــوياي اضافه شده به سوس س
ــوري به تنهائي ــكوپ ن ــن به اين باورند كه ميكروس ــي از محققي برخ
نمي تواند پروتئين سويا را در فرآورده هاي گوشتي تشخيص دهد بلكه
ــكوپ پلاريزه را پيشنهاد مي كنند به طوريكه در ــتفاده از ميكروس اس
اين روش خصوصيات سلولهاي پاليساد (Palisade) سويا در باقيمانده
ــيم وجود دارد بررسي ــيد پتاس ــتخراج با هيدروكس اي كه بعد از اس
ــيم در سلولهاي ــالات كلس ــتالهاي اكس مي گردد. تعيين حضور كريس
ــخيص آرد ــت كيفي براي تش ــويا مي تواند به عنوان تس كوتيلدون س
ــد (۱۱) . در ــتي باش ــويا در فرآورده هاي گوش ــويا و تركيب آرد س س
ــده است در داخل سلولهاي كوتيلدون، نمونه اي از همبرگر كه تهيه ش
ــود كه به احتمال قوي همان كريستالهاي ــتالهايي ديده مي ش كريس
اكسالات كلسيم مي باشد و با ميكرسكوپ نوري نيز ديده مي شود. اين

حالت به صورت اتفاقي ديده مي شود و در تمام موارد  نمي تواند با  استفاده
ــاهده شود. در اين ارتباط  ــيلين – ائوزين مش از روش رنگ آميزي هماتوكس
ــار نور ــكوپي و نيز انكس ــتالها در برش فيلد ميكرس نحوه  قرار گرفتن كريس
ــد. آناليز نمودن مخلوطي از پروتئين هاي حيواني ــيار مهم باش مي تواند بس
ــتي مانند همبرگر مي تواند مسئله اي بسيار و گياهي در فرآورده هاي گوش
ــد مخصوصاً هنگامي كه پروتئين ها در سلول روند توليد حرارت پيچيده باش
ــكوپي در مورد كيفيت عمومي ــد . انجام يك آزمايش ابتدايي ميكروس ببينن
ــتالهاي اكسالات و تركيبات سلولهاي گياهي فرآورده خصوصاً در مورد كريس
ــويا و رنگ آميزي ديواره پلي ساكاريدي آنها بسيار مفيد است  و همچون س
ــي براي تشخيص پروتئين سوياي اضافه ــتفاده از آزمايشهاي بافت شناس اس
ــيار مناسب مي باشند(۱۴،۱۰) در همين راستا شده به فرآورده گوشتي بس
Baner- ــه كارگيري روش رنگ آميزي ــا ب Cortesi(۱۰) ب i(۱۶) و Parisi

ــيلين – ائوزين حضور واقعي ذرات ــگ آميزي هماتوكس Calleja و روش رن

(۷) Bergeron ــت . همچنين ــويا اضافه شده را نشان داده اس nپروتئين س

تشخيص بافت شناسي اشكال مختلف سويا را در فرآورده هاي گوشتي مورد
بحث قرار داده است (۷) . 

Reusse   و Schulze بر روي تشخيص بافت شناسي در سال ۱۹۸۷ ,
– آلوم ــتفاده از رنگ آميزي هم ــتي با اس ــويا در فرآورده هاي گوش –ذرات س
ــه آن با روش ايمونوديفوزيون كار كردند و نتيجه گرفتند – ائوزين و مقايس
ــويا را در ــي مي توان عناصر گياهي س ــتفاده از روش بافت شناس ــه با اس ك
ــتي حرارت ديده تشخيص داد درحاليكه روش ايمونوديفوزيون فرآورده گوش
اغلب ناتوان است . همينطور نتيجه گرفتند كه روش بافت شناسي نمي تواند
اشكال ايزولاست يا كنسانتره را از يكديگر تشخيص دهد(۱۷) . ضروري است
ــه براي برطرف كردن اين نقيصه خصوصيات پروتئين در مخلوط نيز مورد ك

آناليز قرار گيرد (۹) .

.( H&E, ۸۰*)  تصوير ۱ - مقطع عرضي بافت عضله مخطط 

تصوير ۲ - مقطع عرضي اکسترودات سيلندريکال به همراه سلولها ي
( H&E, ۸۰*)پاليساد سويا 
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ــواد كربوهيدرات ــيون تحت كنترل مي توان م ــتفاده از اكسيداس با اس
ــخيص داد و حضور آلدئيد ــود در فرآورده هاي پروتئين گياهي را تش موج
ــبي براي ــي تواند به عنوان روش مناس ــرد كه م ــي ك را (-CHO) را بررس
ــن هاي گياهي از ــي در ارتباط با پروتئي ــخيص ميان مواد كربوهيدرات تش
ــود . در ــوان روش نيمه كيفي مطرح ش ــويا صورت گيرد و به عن ــه س جمل
سويا مواد كربوهيدرات تركيبي از پلي ساكاريدها و مقدار قابل توجه سلولز
ــروه ۱ , ۲ گليكول ــن كربوهيدراتها حاوي گ ــد . اي ــلولز مي باش و همي س

ــور انتخابي  ــد كه به ط ــي باش (CHOH-CHOH) م
ــيد پريوديك محلول اكسيد شود  ــيدي مانند اس با اس
ــيد  ــه دي آلدئيد( CHO-CHO) تبديل گردد . اس Oو ب

پريوديك آلدئيدهاي بعدي را اكسيد نمي كند بنابراين 
كربوهيدرات هاي نامحلول باقي مي مانند و حضورشان 
ــان داده شود . در رنگ  ــيف نش ــتفاده از معرف ش با اس
Periodic Acid) ــيف ــيد ش ــك اس ــزي پريودي آمي

ــواد كربوهيدرات به صورت magenta رنگ  a) م Schiff

ــبز  مي گيرند در حاليكه مواد پروتئين به رنگ آبي يا س
ــيلين ائوزين  ــد . در رنگ آميزي هماتوكس ــي آين در م
ــاكاريدي جدار سلولهاي سويا به رنگ آبي  مواد پلي س
ــود و مواد پروتئين داخل سلولهاي  ــن ديده مي ش روش
ــويا رنگ صورتي روشن با تلالوي درخشنده مشاهده  س
ــترودات سويا به صورت رنگ قرمز تيره  مي شود . اكس
با ساختمان نامنظم و خلل و فرج مشاهده شده است و 
ــت كه در طول پروسس روغن  آن به علت تغييراتي اس
ــويا برروي دانه هاي سويا صورت گرفته است  گيري س
ــت بخشهايي از دانه سويا كه به صورت  (۹) . ممكن اس
ناقص عمل آوري شده اند ساختمان مشخصي را نشان 
ــلولي و رديف هاي سلولي منظم  ــاختمان س دهند و س
ديده شود(۹). بطوري كه در تصاوير شماره ۴ ساختمان 
سلولي مشخص از سويا ديده مي شود و مواد پروتئيني 
داخل سلولها به رنگ قرمز و جدار كربوهيدارته سلول به 
ــاهده مي شود . در تصوير شماره ۳ مقطع  رنگ آبي مش
Extrudate) ــيلندري ــترودات س عرضي از بافت اكس

ــان از استفاده از  ــود كه نش cylindrical) ديده مي ش

ــويا در نمونه هاي همبرگر دارد . همچنين در تصوير  س
ــويا حاوي  ــترودات س ــي از بافت اكس ــماره ۴ مقطع ش
سلولهاي كوتيلدوني مشاهده مي شود كه در داخل آنها 
مواد پروتئيني وجود دارد . در اين تصوير مقطع عرضي 
ــترودات  ــي از بافت اكس بافت عضلاني در پائين و بخش
ــود و با توجه  ــويا مشاهده مي ش ــكل يافته س تغيير ش
ــت و  ــماره ۱ که بافت عضلاني مخطط اس به  تصوير ش
ــلولهاي عضلاني در اطراف مي باشد به خوبي  دارا ي س
ــترودات سويا از يكديگر تفكيك مي گردد.  از بافت اكس
ساختمان بافت عضلاني بخوبي در مقطع ميكروسكوپي 
ــده مشخص است و رشته هاي  فتوميكروگراف تهيه ش
ــن سلولهاي عضلاني  عضلاني به صورت رنگ قرمز روش
ــيه و به رنگ آبي مشاهده مي گردد كه با توجه به ساختمان منظم  در حاش
ــترودات بافتي سويا  که دارا ي نقاط روشن توخالي است تفكيك  آن از اكس

مي گردد(۹).
 با توجه به اينكه افزودن مقادير زيادي پروتئين هاي غير گوشتي مانند 
ــت عمومي جامعه  ــوء بر روي سلامت و بهداش ــويا ممكن است اثرات س س
ــد به همين منظور در برخي از كشورها درمورد افزودن پروتئين  داشته باش
ــتي ازجمله همبرگر محدوديت قانوني وجود دارد(۱۴).  سويا فرآورده گوش

تصوير۴- مقطع عرضي عضله مخطط به همراه اکسترودات بافتي سويا و همچنين
.( H&E, ۱۶۰*) سلولها ي کوتيلدوني حاو ي پروتئين سويا

تصوير ۳- مقطع عرضي اکسترودات بافتي سويا
(  H&E, ۲۰۰*) 
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پژوهش و سازندگي

ــويا در ايران به عنوان يک پركننده و جايگزين بخشي  ــتفاده از س گرچه اس
از گوشت در فرآورده مي باشد با اين وجود بايستي ميزان آن در همبرگر به 
ــته باشد . لذا  ــخصي تحت كنترل قرار داش كمك برنامه ها و نظارت هاي مش
ــها ي هيستولوژيکي يکي از ابزارهايي است که مي تواند در  به کارگير ي روش

کنترل کيفيت همبرگر موثر واقع شود.
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