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ספקטרוסקופיית    פיתוח אנאליזה ליפידומית זולה ומהירה, לחלב ולמוצריו באמצעות

 רבקה אלבאום, נורית ארגוב ארגמן ראמאן 

 הפקולטה לחקלאות מזון וסביבה, האוניברסיטה העברית, רחובות 

 קציר ת

ולמאפייניו   לערך התזונתי  לטעם,  ותורם  רכיב מרכזי בהרכב החלב  שומן החלב מהווה 

מיקרוביאליים   פיזיולוגיים,  לשינויים  רגיש  שבו  השומן  חומצות  פרופיל  הטכנולוגיים. 

וסביבתיים, והוא עשוי לשמש כסמן למצב המטבולי של הפרה ולמדד לאיכות החלב לאחר  

קובלים לבחינת שינויים בשומן החלב מבוססים לרוב  . על אף חשיבותו, הכלים המפקתוה

ליישום   פרוצדורות ממושכות, שאינן תמיד מתאימות  על  או  מורכבות  כימיות  על שיטות 

שגרתי. משום כך, עולה הצורך בפיתוח גישות אנליטיות מהירות ועדינות שיאפשרו אפיון  

ישיר באופן  בו  שינויים  וזיהוי  השומן  השימוש   הייתה  המחקרמטרת    .הרכב  את  לבחון 

בספקטרוסקופיית ראמאן כטכנולוגיה אנליטית לא פולשנית לאפיון שינויים בהרכב חומצות  

השומן ובמבנה השומני של החלב. לצורך כך נערכו ניסויים שנועדו להדגים כיצד תנאים 

אילוח   ובהם תהליכי חמצון,  לרפת החלבשונים,  אופיינים  ותנאי אחסון    בחיידקי סביבה 

הראמאן ובספקטרום  השומן  חומצות  בפרופיל  משתקפים  כי   .מגוונים,  הראו  התוצאות 

במבנה   שינויים  המשקפים  אופייניים  פיקים  לזהות  ניתן  הראמאן   השומןבספקטרום 

השומן חומצות  של  אותם   ובקונפורמציות  תהליכים  עם  במתאם  נמצאים  אלו  פיקים  וכי 

של חמצון הדגימו הופעה ברורה של סימנים ספקטרליים  . מצבים  החלב עובר לאחר הפקתו

שנמדדו  השומן  חומצות  בפרופיל  שינויים  עם  במתאם  שנמצאו  ספציפיים,  בקשרים 

, באופן שעשוי להעיד על תהליכים חמצוניים. באילוח חיידקי  (GCכרומטוגרפיית גזים )ב

ובמ בעוצמות  בהבדלים  גם  שהתבטאו  השומן  חומצות  בהרכב  הבדלים  יקומים  נצפו 

לשינויים   הובילו  חוזרות,  והפשרות  הקפאות  וכן  נאותים,  לא  אחסון  תנאי  ספקטרליים. 

הראמאן בתבנית  והן  הכימי  בהרכב  הן  כך   .ניכרים  על  מצביעים  הממצאים 

שינויים   לזיהוי  פולשני,  ולא  רגיש  ככלי משלים,  לשמש  יכולה  ראמאן  שספקטרוסקופיית 

ש השומני  ובמבנה  השומן  חומצות  החלב.  בהרכב  נראה ל  ספציפיים  במצבים 

שומן  של  חמצון  תהליכי  לזיהוי  נפוצות  משיטות  יותר  רגישה  ראמאן  שספקטורסקופיית 

יכולת זו מאפשרת מעקב אחרי תהליכים כגון חמצון, אילוח חיידקי או אחסון לא בחלב.  

 ם.  נאות, ומדגישה את הפוטנציאל ליישם את הגישה גם לצורכי ניטור איכות ובקרת תהליכי
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 בואמ . 1

חלב הוא נוזל ביולוגי המופרש על ידי בלוטת החלב של יונקים, ותפקידו לספק לוולד את מכלול 

כימית הרכב החלב   חייו. מבחינה  לו בתחילת  מיני  הרכיבים התזונתיים הדרושים  בין  שונה 

  5%-מים כ  88%-חלב פרה הוא החלב הנצרך ביותר בעולם, והוא מכיל כ  , כאשריונקים שונים

 Lu)  3.5%- חלבון המורכב מקזאין וחלבוני מי גבינה ושומנים כ  4%- פחמימות, בעיקר לקטוז, כ

and Wang 2017).    של החלבוהתזונתי  כל אחד מהמרכיבים הללו תורם לתפקוד הביולוגי . 

מוקפות בממברנה המכונה ממברנת  (  milk fat globule)  שומן החלב נמצא במבנה של בועיות

שתפקידה להגן על התוכן הליפידי    (Milk Fat Globule Membrane –MFGM),  ן בועית השומ

  וכן לייצב אל בועיות השומן בתוך הסביבה המיימית של החלב   מפני חמצון או פעילות אנזימטית

(Verma et al. 2019)בליב ה.  מעל    MFG-ת  המהווים  טריגליצרידים  בעיקר    95%מצויים 

מבניים   ליפידים  של  נוספים  וסוגים  כולסטרול,  פוספוליפידים,  לצד  בחלב,  הכללי  מהשומן 

הבועית בדופן  הפולרי.  (1)איור    שנמצאים  הליפידים  ומרבית  מורכבים  י הטריגליצרידים  ם 

  מבין משרשראות של חומצות שומן באורכים שונים, הקשורות בקשר אסתרי אל שלד גליצרול.  

והן בהרכבו  בריכוז הכללי בחלב  , הן  ונותשמראה הכי הרבה שהשומן הוא הרכיב  רכיבי החלב,  

פע מגורמים רבים כמו שלב הרכב השומן מוש.  Grappin, Packard, and Ginn 1981)הכימי  

תזונה, מצב הבריאות של העטין, ותנאים סביבתיים לאחר  ,(Ghaffari et al. 2024)בתחלובה,  

. שינויים אלו  יכולים לבוא    ) J. G. Linn (1988  החליבה כמו תנאי אחסון או זיהום מיקרוביאלי

לידי ביטוי הן באורכי השרשראות של חומצות השומן, הן בדרגת הרוויה שלהן, והן בתצורתן  

   (cis/trans).  המרחבית

 סינתזת שומן החלב והיווצרות בועיות שומן בעטין  .1.1

ידי  לחלב  ומופרש    מיוצרשומן החלב   של רקמת העטין, באמצעות תהליך   תאי האפיתלעל 

שומן  לבועיות  הרכבתם  טריגליצרידים,  של  סינתזה  הכולל  מורכב  , (1)איור    ביוסינתטי 

. חומצות השומן המשמשות לייצור טריגליצרידים או  בעטין  החלב  נאדיות  והפרשתם אל חלל

ת שרשרת פוספוליפידים מגיעות לתאי אפיתל בלוטת החלב משני מקורות: חומצות שומן ארוכו

>(16  <( ובינוניות שרשרת  קצרות  וחומצות שומן  פחמן( הנספגות מהדם,  אטומי    16אטומי 

חומצות שומן ארוכות שרשרת אשר מקורן .  נובו-דהייצור    -פחמן( הנוצרות בתוך התאים עצמם

ובעזרת   הדם  מחזור  דרך  בלוטת החלב  אל  מגיעות  בגוף,  שומן  רקמות  מפירוק  או  מהמזון 

במקביל, התאים האפיתליאליים של העטין מסוגלים    אל תוך התא.  נספגות ים הן  קולטנים ייעודי

סינתזה   אצטט    דה־נובולבצע  כגון  מהכרס,  המגיעים  מטבוליטים  מתוך  שומן  חומצות  של 

ובוטיראט. תהליך זה מתבצע על ידי קומפלקס אנזימים כאשר התוצר הוא חומצות שומן רוויות  

פחמ עד שישה־עשר  והן באורך של ארבעה  ובינוניות שרשרת,  קצרות  הן  אלו  חומצות  נים. 

יכולות לעבור הארכה או הוספת קשרים כפולים על ידי אנזימים כדי לייצר חומצות ארוכות יותר  
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בתא מתכנסות לתהליך סינתזה   אלה שנוצרוחומצות השומן שמגיעות מהדם ו  .ובלתי רוויות

יצירת  תהליך של    -האנדופלסמיתהמתרחש בין עלעלי ממברנת הרשתית    של טריגליצרידים

יצירת  ל  הטריגליצרידים    הצטברותושלוש חומצות שומן למולקולת גליצרול    קשר אסתרי בין

טיפת שומן. הטיפות הללו נבנות בהדרגה, ולאחר שהן מגיעות לגודל מסוים, הן משתחררות 

לציטופלסמת התא עטופות בשכבה אחת של פוספוליפידים מהרשתית האנדופלסמטית. הן 

עלעלית של התא -נעות לעבר הממברנה האפיקלית של התא, שם הן נעטפות בממברנה הדו

כוללת  הממברנה הזו, שמרכיבה את מעטפת בועית השומן  .וניםהמכילה פוספוליפידים וחלב

כמו   וכולסטרורכיבים  מסוגל   -PC- Phosphatidylcholine, PE פוספוליפידים 

Phosphatidylethanolamine , PS- Phosphatidylserine     כבעלי נמצאו  חשיבות אשר 

,  פעילות נוגדת חמצוןמטבוליזם ותזונתית ובריאותית עבור צרכן החלב, הכוללת השפעה על  

 Huang et)בין אם על ידי נטרול רדיקלים חופשיים ובין אם באמצעות עיכוב תגובות חמצון  

al. 2020).   בסופו של דבר בועית השומן מופרשת בהפרשה אפוקרינית מהתאים אל חללי

בעטין בב  .החלב  ההפרשה  תהליך  החלב  של  שומן  בועית  ליבה  מופרשת  ייחודי:  מבנה 

בקרום   מוקפת  טריגליצרידים,  של  פולריהידרופובית  ליפידים  של  שכבתי  חלבונים  י תלת  ם, 

שמקורן מצומדות  החיצוני   ומולקולות  הרשתית בממברנה  ובממברנת  התא  של  ת 

מבנה זה מאפשר לבועית להישאר מופרדת בתוך הסביבה המימית של החלב  .  האנדופלסמית

(Argov-Argaman 2019). 

נוצרת בתאי האפיתל   (Milk Fat Globule) ן בחלבבועית שומ  .1  איור

טריגליצרידים כאשר  החלב,  בלוטת  ברשת   (Tg) של  מסונתזים 

ומצטברים כטיפות שומן תוך־תאיות. טיפות אלו   (ER) האנדופלזמטית

התא,   של  האפיקלית  הממברנה  לכיוון  נעות  וגדלות,  מתלכדות 

ות השומן  ומופרשות לחלל נאדית החלב כאשר במהלך ההפרשה, טיפ 

מורכבת   הממברנה  התא.  של  עלעלית  הדו  בממברנה  נעטפות 

בועית   כממברנת  ומוכרת  וגליקופרוטאינים,  חלבונים  מפוספוליפידים, 

במהלך ההפרשה    . (Milk Fat Globule Membrane ,MFGM)השומן  

 cytoplasmic remanence, (CR.)  נלכדות שאריות של ציטופלזמה

 הרכב שומן החלבגורמים המשפיעים על  .1.2

שבה מוחזקות    , רפת  – ייצור חלב בתעשיית החלב מתרחש במסגרת מערכת גידול מבוקרת  

לאחר   מתחילה   תחלובה  כל  "תחלובות".  המכונים  מחזוריים  ייצור  במעגלי  חולבות  פרות 

בהתאם לסטנדרטים  ייצור החלב  מנוהל  במהלכם  חודשים  לאורך מספר  וממשיכה  המלטה 

פיזיולוגיים    תזונתיים, תברואתיים ייצור החלב מלווה בשינויים  מוקפדים. מחזור  וטכנולוגיים 

נרחבים בפרה עצמה, המשפיעים על כמות החלב והרכבו. בהיבט של שומן החלב, ישנם מספר  

אנרגיה,  מאזן  כגון  ופרופיל השומן  באחוז  לשינויים  לגרום  יכולים  פיזיולוגיים אשר  תהליכים 

ועוד. מעב גם התנאים הסביבתיים תזונה, מצב בריאותי  לגורמים הפיזיולוגיים של הפרה  ר 
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.  (Products 1988)ן  יכולים להשפיע פרופיל השומ  תנאי אחסון החלב,  -לדוגמא  לאחר החליבה

י אשכולות מרכזיים של גורמים המשפיעים על שומן החלב: האחד נהפרקים הבאים יתמקדו בש

והשני    – ביולוגיים  תוך  סביבתיים גורמים    – גורמים  בהרחבה,  יוצג  מהגורמים  אחד  כל   .

הפיזיולוגית   והמשמעות  השומן  חומצות  הרכב  על  המשפיעים  במנגנונים  התמקדות 

   .והתעשייתית של אותם שינויים  

 אפיון שומן חלב .1.3

שימוש בשיטות אנליטיות מדויקות, ובפרט בגישות    של הרכב שומן החלב מחייב זיהוי מדוייק  

 Gas) ,ת, כרומטוגרפיית גזיםכרומטוגרפיות וספקטרוסקופיות. מבין השיטות הכרומטוגרפיו

Chromatography) GC   לאחר השומן,  חומצות  פרופיל  לקביעת  רווחת  שיטה  מיצוי  היא 

לנגזרות  ו יחסיתהפיכתן  נמוכה  נידוף  טמפרטורת   (Fatty Acid Methyl Esters    -בעלת 

FAME).  GC   .מאפשרת הבחנה בין חומצות רוויות, בלתי רוויות ואיזומרים, ונחשבת רגישה

דורשת שלבי הכנה  זאת, השיטה  וציוד    עם  כיול תקני  אורגניים,  מורכבים, שימוש בממסים 

)-אינפרה  ספקטרוסקופיות .  (Srigley  and Mossoba  2017)  ייעודי  Fourierאדום 

transform Infrared, FTIR)  אדום, -מבוססת על בליעת קרינה אלרטקומגנטית בתחום התת

נבלעת על ידי קשרים כימיים ספציפיים במולקולות. הבליעה מתרחשת כאשר תדירות הקרן  ש

הקשרים   של  הפנימיות  התנודות  לתדירות  קבוצות    –תואמת  זיהוי  המאפשרת  תכונה 

ומספקת מידע ישיר    יסוד  מתמקדת בתנודות FTIR . ספקטרוסקופייתפונקציונליות אופייניות

כמו קשרים  נוכחות  על  ) C=Cו־ C=O יחסית  הקרוב  אדום  התת  בתחום  בליעות   .Near 

Infrared, NIR  ,) מודדת בעיקר שילובים של תנודות אלה. שתיהן שיטות לא הרסניות, אינן

 ,van de Voort)  יחסיות, אך לא כמותיותדורשות מיצוי, ומתאימות להשוואות איכותיות או  

Sedman, and Russin 2001).    מגבלות מסוימות,  ישנן  עם זאת, לשיטות מבוססות בליעה

 ,חלב. ראשית, המים שתכולתם גבוהה מאוד בחלבמורכבות כמו  ובפרט כשמדובר בדגימות  

או מטשטשים את התרומות החלשות יותר של    ממסכיםואדום  -תבולעים בעוצמה בתחום הת

בליעות  עשוי להיות מושפע מחפיפות בין   FTIRשנית, הספקטרום המתקבל ב־ .רכיבי השומן

שונים רכיבים  בחלבונים   , של  גם  הנפוצים  דומים  כימיים  בקשרים  מדובר  כאשר    במיוחד 

וב בבסוכרים  כך     NIR,ספקטרוסקופייתפוספוליפידים.  ממוקדים,  ופחות  רחבים  אותות 

מוגבלת.   שהיכולת לאפיין רכיבים ליפידיים מסוימים או שינויים עדינים במבנה הכימי שלהם

סלקטיבי של שומנים או מעקב רגיש אחר שינוי  מגבלות אלו עשויות להקשות כאשר נדרש זיהוי  

במקרים כאלה, עולה הצורך    .(Jurowski et al. 2024)  מימית מורכבת  תמיסהבהרכבם בתוך  

להפרעות   רגישה  שפחות  אנליטית  גם  כמו  בשיטה  ישיר  מבני  מידע  לספק  ויכולה  מים, 

 ו־   FTIRמהווה גישה משלימה ל־(  Raman)ספקטרוסקופיית ראמאן  במטריצות מורכבות.  

,NIR   המאפשר קבלת מידע על מבנה מולקולרי   ,אלסטי של אור-בלתיומתבססת על פיזור

באמצעות מדידת שינויים זעירים באנרגיה של הפוטונים המפוזרים. בניגוד לשיטות המבוססות 
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שיטה זו ולכן  הרבה פחות,  מים    למולקולות  יםראמאן רגיש  פיזורי  ,תת אדום  על בליעת אור

ם בתוך מטריצה מימית כגון חלב. מעבר לכך, יותר לאפיון רכיבים ליפופילייעשויה להתאים  

שיטת ראמאן רגישה לשינויים במבנה הקשרים  ובמיוחד לקשרים כפולים, טבעות ארומטיות, 

בחנה בין סוגי חומצות שומן ואף בין איזומרים במקרים  אבאופן שיכול לאפשר    ,וסידור מרחבי 

מיצוי, ומתאימה למדידה ישירה    בהכרח מסוימים. יתרונה הבולט הוא בכך שהיא אינה דורשת

הספקטרליים   שהאותות  בחשבון  לקחת  יש  זאת,  עם  אמולסיות.  או  נוזליות  דוגמאות  של 

כולל   הדגימה,  ושהרכב  המערכת,  של  גבוהה  רגישות  ודורשים  חלשים  לעיתים  בראמאן 

מדידה    פלואורסצנציה טבעית, עלול להשפיע על איכות הנתונים. אף על פי כן, האפשרות לבצע

ראמאן לכלי מבטיח באפיון שומני חלב, במיוחד לצורך מעקב אחר  ה לא הרסנית, הופכת את  

 . (He et al. 2019) שינויים כימיים עדינים לאורך זמן

 

 מטרות . 2

מטרת מחקר זה היא לפתח ולבחון שיטה יעילה לאפיון שומן חלב באמצעות ספקטרוסקופיית  

או שינויים  שומן שהופקו מדוגמאות חלב שעברו טיפולים    ים שלראמאן, ולהשוות בין פרופיל

סביבה   לתנאי  מחשיפה  לאפשר  כתוצאה  נועדה  המוצעת  השיטה  שינויים  שונים.  של  זיהוי 

העבודה  .בטכניקה שאינה דורשת שלבי הכנה מורכבים על ידי שימוש בהרכב חומצות השומן

מדידות ספקטרליות בשיטת   ללהכ לבין  גזים,  וניתוח בכרומטוגרפיית  מיצוי שומן  בין  שילוב 

 במצבים שונים.  ראמאן במטרה לאתר פיקים ייחודיים הקשורים להרכב ומבנה השומן

 עבודה שיטות  תהליכי, וחומרים,  . 3

 מקורות החלב .3.1

בין   כדי לאפשר השוואה  דגימות חלב,  חלב במהלך העבודה נעשה שימוש בשני סוגים של 

  3.5%תנאים טבעיים למוצר מסחרי מעובד. הסוג הראשון כלל חלב מסחרי מפוסטר והומוגני )ב

שומן, תנובה(, שנרכש מסופרמרקט מקומי ונשמר בהתאם להנחיות היצרן עד לשימוש. הסוג 

האוסף חלב   השני היה חלב גולמי, שנאסף ישירות מטנק הקירור ברפת "שלו" )בית אלעזרי( 

הדוגמאות  הניזונות ממנת חולבות שגרתית הנהוגה בעדר.    (n=326)מכלל החולבות ברפת  

, הדגימות עברו עיבוד ראשוני בהתאם לפרוטוקול  ןקרח. עם הגעת  על גביהועברו למעבדה  

נשמרו   ובין אם,  GCעבור אנליזת     Folch בין אם באמצעות מיצוי שומן בשיטת  –המחקר  

 .למדידות ספקטרוסקופיית ראמאן בקירור עד

  Folch שיטת –מיצוי שומן  .3.2

מהפרוטוקול   שהותאמה  בשיטה  ליפידים  מיצוי  בוצע  החלב  מדגימות  השומן  הפקת  לצורך 

של   על תערובת  Folch)   Lees & Sloane-Stanley 1957הקלאסי  (. השיטה התבססה 
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, ויושמה לכל אחת מדגימות החלב שנבחרו לניתוח חומצות  בטמפ׳ החדרממיסים אורגניים  

-Sigmaי  heptadecanoic acid (C17:0)לדוגמאות החלב הוסף סטנדרט פנימי של  שומן.  

Aldrich, St. Louis, MO USA)  )לאחר   ששימשה לחישוב הריכוז היחסי של חומצות השומן

מתנול   באמצעות הדגרה עם תמיסת  (FAMEלאסטרים של מתיל )המיצוי, החומצות הומרו  

לאחר מיצוי באמצעות  .  Sigma-Aldrich, MO, USA)(  v/v  5%בתוספת חומצה גופרתית )

 .(-C20°) בהקפאה עד אנאליזהנשמרו פתרול אתר הדוגמאות 

 (GC) ים מדידות כרומטוגרפיית גז .3.3

מערכת   באמצעות  ניתוח  בוצע  החלב,  בדגימות  השומן  חומצות  פרופיל  קביעת  לצורך 

גז , המצוידת  (Santa Clara, Agilent Technologies CA, USA)(  GC)  יםכרומטוגרפיית 

קפילרה מסוג   פנימי של    60באורך של    DB-23בעמודת  וקוטר  )  0.25מטר   Agilentמ"מ 

Technologies תוכנית הטמפרטורה כללה חימום ראשוני של התנור מ־ .)C130°  ל־C170°  

לדקה עם    C2°בקצב של    C215°ל־  C170°לדקה, המשך העלאה מ־  C27°בקצב מהיר של  

בקצב של   C250°ל־  C215°השהיה בת שמונה דקות בטמפרטורה זו, ולבסוף חימום נוסף מ־

C40°    דקות. זיהוי הפיקים    37.9לדקה עם השהיה של חמש דקות. זמן הריצה הכולל עמד על

  (.  (Sigma Aldrich, MO, USA)  בוצע על בסיס השוואת זמני השהייה לסטנדרטים חיצוניים

 ( מכלל חומצות השומן בדגימה.  %molחישוב ריכוזי חומצות השומן נעשה כאחוזים מולריים ) 

 מדידות ספקטרוסקופיית ראמאן

של מיצוי שומן הונחו על נייר אלומיניום שהונח על גבי זכוכית נושא,   מיקרוליטר  20דגימות של  

והושארו לייבוש בטמפרטורת חדר במשך כשתי דקות. לאחר הייבוש נמדדו שלושה אזורים 

שונים לדגימה, בהם נאספו מפות ספקטרליות שכל אחת מהן הורכבה ממדידה נקודתית של 

מיקרוליטר מהחלב הונחו   20ן דומה, כאשר  דגימות של חלב מלא טופלו באופספקטרה.    30

  המדידה נעשתה  .אופן דומהאלומיניום, יובשו במשך חמש דקות, ולאחר מכן נמדדו בנייר  על  

מסוג    ,Renishaw (Gloucestershire חברת   inVia™ Raman Microscopeבמערכת 

England  גל של ננומטר. המדידות בוצעו תחת מיקרוסקופ    523(, המצוידת בלייזר באורך 

  0.1הפרמטרים הטכניים של המדידה כללו זמן חשיפה של    .  50סגור עם עדשת הגדלה של ×

של   לייזר  עוצמת  וחמש  50%שניות,  ספקטרלי   מדידות,  לאזור  כוונה  המדידה  נקודה.  לכל 

וי  ק , וכללו ני Renishaw WiRE תוכנת  באמצעות   חונות  הנתונים.  ¹⁻ס"מ  1100במרכז של  

  800מ־ החל הקריאה  תחום וחיתוך , ¹⁻ס"מ 1440נירמול לפי הפיק באזור  , רקע פלואורסצנטי

הנתונים שנאספו מכל אזור מדידה עברו קיבוץ    .והשוואתי  כמותי  ניתוח  המשך  לצורך  ¹⁻מ" ס

, אשר Create Map from singlesבאמצעות כלי ה־ (WiRE Renishaw), ראשוני בתוכנת

תיקון    לאחריצר מפה ספקטרלית משולבת לכל דגימה. עבור כל מפה חושב ספקטרום ממוצע,  

בסיס שלישי,   (Baseline Correction) קו  מדור  פולינומית  התאמה  לפי  ובאמצעות  נירמול 

  בין  אההשוו  לשם  הדגימות  לכל  באחידות  בוצע  זה  תהליך.  ¹⁻ס"מ  1440הפיק הבולט באזור  
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לניתוח חיצוני.   (txt) לאחר עיבוד ראשוני, כל ספקטרום ממוצע נשמר כקובץ טקסט  .טיפולים

 Python קבצים אלו הועברו לספרייה ייעודית לצורך ניתוח נוסף באמצעות קוד שנכתב בשפת

ה א'(.  תדירויות  )נספח  זיהוי  ממוצעים,  חישוב  הספקטרומים,  קריאת  של  שלבים  כלל  קוד 

רלוונטיים  עוצמה  ערכי  וחילוץ  אוטומטי של   .מקומיות,  זיהוי  בוצע  מדויק,  ניתוח מבני  לצורך 

באזור   הפיקים  ובעיקר  החלב,  שומן  הרכב  לזיהוי  כחיוניים  הידועים  באזורים  בולטים  פיקים 

מכל   עוצמהה  ערכי  את  חילץ  הקוד.  ¹⁻מ" ס  1080ו־  ¹⁻ס"מ  1060 הללו  הפיקים  שני  של 

  .עבור כל דגימה  1080לעוצמת הפיק ב־  1060היחס בין עוצמת הפיק ב־  וחישב אתספקטרום,  

ולהסקת  סטטיסטיים  לניתוחים  שימשה  אשר  השוואתית  לטבלה  הוזנו  שנאספו  הנתונים 

 .מסקנות כמותיות על פי שינוי יחסי הפיקים בין טיפולים שונים

 הקפאה -דוגמאות לאחר הפשרה .3.4

על מנת לבחון את השפעת דרך הכנת הדוגמא על הקריאות במכשיר, בצענו מחזורים של 

, הוכנו דגימות מיצוי שומן אשר נלקחו מראש מדגימות חלב באמצעות שיטת .הקפאה והפשרה

Folchהוקפאוזכוכית, ואלו    מבחנתמיקרוליטר מכל מיצוי הועבר ל  100נפח של  .  , כמתואר 

של   בטמפרטורה  מיידי  כ־  20°C−באופן  כעבור  שימור.  ה  24לצורך  הוצאו    מבחנותשעות, 

( חדר  בטמפרטורת  מלאה  להפשרה  והושארו  להגעה C25°מהמקפיא  עד  כשעה,  למשך   )

הוחזרו למקפיא  מבחנותלטמפרטורה יציבה ולריכוז אחיד של השומן. מיד לאחר ההפשרה, ה

זהים. תהליך זה של הפשרה והקפאה חוזרת חזר על עצמו ארבע פעמים לכל דגימה, בתנאים  

באופן אחיד ומבוקר. עם סיום המחזור הרביעי של ההפשרה וההקפאה, כל הדגימות הוצאו  

ללא משקעים או גבישי    ותהומוגנית ואחיד   ונרא  ותכאשר הדוגמא  .באופן סופי להפשרה מלאה

 . סקופיית ראמאןנמדדו באמצעות ספקטרו הן קרח,

 חמצון באמצעות מי חמצן  .3.5

לצורך הדמיית תהליך חמצון של רכיבי השומן בחלב, בוצע טיפול מבוקר באמצעות מי חמצן  

(H₂O₂  דגימות חלב גולמי שנאספו מהרפת הוקצו למבחנות זכוכית בנפח של .)מ"ל. אל כל  5

(, לשם Sigma-Aldrich Ltd., Rehovot, Israelמולר )  1מבחנה הוסף מי חמצן בריכוז של  

השראת תהליך חמצון כימי בתנאים אחידים. לאחר הוספת מי החמצן, התמיסה עברה ערבוב 

 10במשך  והודגרו בטמפ׳ החדר  ות בין הממס למרכיבי השומן  קצר על מנת להבטיח הומוגני

וכן להשוואה GCהדגימות שהופקו שימשו לניתוח הרכב חומצות השומן באמצעות  .  דקות  ,

 ספקטרלית באמצעות ספקטרוסקופיית ראמאן. 

 חמצון באמצעות ברזל וחומצה אסקורבית .3.6

הוספו    4.8לתוך   חלב  כלוריד  100מ"ל  ברזל  תמיסת  של    0.5בריכוז   (FeCl₃ מיקרוליטר 

 םם פעמיי מילימול(, במים מזוקקי  5צה אסקורבית )מיקרוליטר של תמיסת חומ  100-ו) מילימול
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.(DDW) 5בלבד, לנפח סופי של    פעמיים  קבוצת הביקורת קיבלה תוספת של מים מזוקקים  

מחברת   נרכשו  הכימיים  החומרים  כל   Sigma) .(Aldrich Ltd., Rehovot, Israelמ"ל. 

של  ה בטמפרטורה  הודגרו  של   C37°דגימות  הזמן    200בניעור  בנקודות    16-ו  1,  0סל"ד. 

נלקחו   עם    800שעות,  וערבבו  מהתמיסה  ש  800מיקרוליטר     TCAל  מיקרוליטר 

trichloroacetic)   (acid    צנטריפוגה )12%בריכוז של דקות(,    10סל"ד,    10,000. לאחר 

מיקרוליטר    800הנוזל העליון שהכיל את תוצרי החמצון )ללא המשקעים החלבוניים( עורבב עם  

במשך   C100°-מילימול(. הדגימות הודגרו ב  10)  TBA  (Thiobarbituric acid)סת  של תמי

שמקורן  . TBA דקות  40 וקטון  אלדהיד  קבוצות  עם  מגיב  הוא  אלה  ובתנאים  בעודף,  נוסף 

וצרי חמצון של קשרים כפולים בחומצות שומן, ויוצר קומפלקסים בעלי בליעה ייחודית באורך  תב

קבוצות    532גל   לריכוז  פרופורציונלית  זה  גל  באורך  הבולעים  החומרים  כמות  ננומטר. 

 TBARS – thiobarbituric acid reactive). אלדהיד/קטון, ומייצגת את רמת תוצרי החמצון

species) ריכוז תוצרי החמצון חושב  ננומטר.  532באורך גל של    בליעהלאחר הצינון, נמדדה ה

= ערך   A  -; וס"מ  ε = 156,000 M⁻¹·cm⁻¹;L    =1,  כאשר,  C = A / (L × ε)  :לפי הנוסחה

 הנמדד. בליעהה

 אילוח בחיידקים  .3.7

    Bacillus subtilis- 3610-ו Escherichia coli -P4חיידקי 

  המכיל ,  LB- lysogeny brothעל מצע מוצק מסוג  לולאת זריעה סטרילית  נזרעו באמצעות  

שעות   24עד    18. הצלחות הודגרו במשך  Difco, Le Pont-de-Claix, france)אגר )  1.5%

, עד להופעת מושבות B. subtilisעבור    C25°-ו  E. coliעבור    C37°בתנאים אופטימליים:  

 LBמ"ל מצע    10-נפרדות. לצורך קבלת תרבית נוזלית, מושבה בודדת מכל חיידק הועברה ל

שעות בטמפרטורה המתאימה לכל    24סל"ד( במשך    150נוזלי והודגרה באינקובטור רוטט )

מ"ל של חלב )מסחרי   1.5מיקרוליטר מהתרבית הוזרקו לתוך    23מין. לאחר תקופת ההדגרה,  

סל"ד(, למשך פרקי   150ובתנועה מתמדת )  C30°-ולמי(, והדגימות הודגרו באינקובטור באו ג

 -זמן משתנים בהתאם לתכנון הניסוי. בניסוי אילוח החלב בחיידקים בריכוז נמוך, דגימות החלב

שאולחו    דגימותשעות ואילו    24למך    CFU/mL  10⁴-מ"ל של דגימה, אולחו בריכוז של כ  1.5-כ

, והודגרו למשכי  CFU/mL  10⁶-בלבד בריכוז של כ  E. coliעם    בריכוזים גבוהים יותר אולחו

 זמן ארוכים יותר של יום, יומיים, ארבעה ימים ושישה ימים. 

 אחסון בטמפרטורה לא נאותה .3.8

שומן,    3.5%לצורך הדמיית תנאי קלקול סביבתיים, דגימות חלב מסחרי )מפוסטר והומוגני,  

– C22°  -בטמפרטורת החדר )כ  והושארו  מ"ל  5תנובה( חולקו למבחנות סטריליות בנפח של  

C24°  למשך פרקי זמן משתנים. בתום תקופת האחסון שנקבעה לכל קבוצה, הדגימות עורבבו )

. לאחר  Folchמ"ל, אשר עברו מיצוי שומן בשיטת    0.5. נלקחו  vortexבאופן אחיד באמצעות  
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נפרדות   אנליטיות  גישות  בשתי  נותחו  הדגימות  לניתוח   ספקטרוסקופיית  –המיצוי,  ראמאן 

 איכותי של הרכב הקשרים המולקולריים, וכרומטוגרפיית גזים לזיהוי של חומצות השומן.

 סטטיסטיקה .3.9

 One-wayמובהקות ההבדלים בין ממוצעי הטיפולים השונים נבחנה במבחן שונות חד־כיווני )

ANOVA( סטטיסטית  מובהקים  הבדלים  נמצאו  כאשר   .)p < 0.05 השוואה מבחן  בוצע   ,)

)מר )post-hoc testsובה  ניומן־קולס  מסוג   )Newman–Keuls test המבחנים תוצאות   .)

יושמו על הגרפים באמצעות הקצאת אותיות לקבוצות כאשר קבוצות שסומנו באותה אות אינן  

שונות מובהקות זו מזו, בעוד שקבוצות בעלות אות שונה נחשבות כמובחנות באופן מובהק  

 . p= 0.05ברמה של  סטטיסטית

 תוצאות  . 4

 כיול מערכת המדידה ואפיון ראשוני של שומן חלב גולמי .4.1

שימש  אשר  מהומגן,  ולא  מפוסטר  לא  גולמי  מחלב  שומן  מיצוי  בוצע  ראשוני,  אפיון  לצורך 

באמצעות  השומן  חומצות  הרכב  נותח  השומן,  מיצוי  לאחר  בניסוי.  ביקורת  כדגימת 

ומצות שומן רוויות, כאשר חומצה פלמיטית  שומן החלב הורכב בעיקר מח . כרומטוגרפיית גזים 

(C16:0( חומצה סטארית ,)C18:0( וחומצה מיריסטית )C14:0  היו השכיחות ביותר. מבין )

( נמצאה באחוז הגבוה ביותר. סיווג  C18:1n9 cisהחומצות הבלתי רוויות, חומצה אולאית )

- (, כSFAחומצות שומן רוויות )מהרכב השומן היו    75%-לפי רמות רוויה הצביע על כך שכ

(. התוצאות חושבו על  PUFAבלתי רוויות )-רב 5%-(, ופחות מMUFAבלתי רוויות )-חד 20%

   (. 2איור בסיס ממוצע של שלוש חזרות )

תוצאות כרומטוגרפיית גזים של דגימות שומן חלב גולמי,    -a.  הרכב חומצות השומן בשומן חלב גולמי  .2איור  
סיכום באחוזים של קבוצות חומצות השומן: חומצות    -b  .המציגות את אחוזי המול של חומצות השומן השונות

 .  (PUFA)בלתי רוויות -וחומצות שומן רב  (MUFA)בלתי רוויות -חומצות שומן חד (SFA), שומן רוויות 
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לאפשר   במטרה  ראמאן,  ספקטרוסקופיית  באמצעות  המדידה  לשיטת  כיול  בוצע  בהמשך, 

ת הניבה רמות רעש גבוהות ויחסי  מדידה אמינה של שומן חלב. מדידה על גבי משטח מתכ

(. מעבר לשימוש בנייר אלומיניום כמצע הקטין את רעש הרקע 3aאות לרעש נמוכים )איור  

 ,Borowich)  לסיליקון.  המיוחס,  ¹⁻ס"מ  520-ושיפר את איכות האות, תוך הופעת פיק אופייני ב

Latek, and Rzodkiewisz 2012)    3)איורb  ,כדי לצמצם השפעות של ממסים מהמיצוי  .)

ב אופייניים  פיקים  כלורופורם, שהראה   ¹⁻ס"מ  750-ו   670,  370,  260-נמדד ספקטרום של 

יל תיקון  ולהח  ¹⁻ס"מ  800-(, ובשל כך הוחלט לחתוך את ספקטרום המדידה מתחת ל3c  איור)

 קו בסיס.

שונים.   . 3איור   מצעים  באמצעות  ראמאן  ספקטרוסקופיית  מערכת  ראמאן  -aכיול  מתכת    ספקטרום  מצע  של 
  b-נמוך, ללא פיקים אופייניים.  SN (signal to nois)   -מיקרוסקופי, המציג בעיקר רעש רקע ויחס אות לרעש

וירידה   בנייר אלומיניום, המציג שיפור משמעותי ביחס האות לרעש  ספקטרום ראמאן של מצע מתכת מכוסה 
, הממס המשמש (CHCl₃)ראמאן של כלורופורם  ספקטרום    -c.   ¹⁻ס"מ  520-ברעש הרקע. פיק אופייני מופיע ב

 (. glavin and madden, 2024) במיצוי, עם פיקים אופייניים לממס זה

נמדד זה,  פרוטוקול  טיפתבאמצעות  עבר    ה  שלא  גולמי  הומוגניזציה.    פסטורחלב  תחת או 

בועיות שומן בגדלים שונים, והמוקד הוגדר על בועית שומן בודדת    מיקרוסקופ אור ניתן לראות

(. ספקטרום הראמאן שנמדד מהבועית, הציג פיקים אופייניים לשומן חלב עם יחס 4a)איור  

. הספקטרום התקבל כממוצע של עשרים קריאות מאזורים  (4bאות לרעש גבוה במיוחד )איור  

  שונים באותה בועית שומן.

של חלב גולמי    50תמונה מיקרוסקופית בהגדלה ×   -aאפיון שומן בחלב גולמי לא מפוסטר ולא מהומגן.   .4 איור
ספקטרום ראמאן שנלקח מחלב גולמי מבועית שומן,    -b מלא, המציגה בועיות שומן בגדלים שונים על גבי המצע.
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כות נתונים גבוהה. הספקטרום  גבוה, המעיד על אי   SN)המציג פיקים אופייניים לשומן חלב עם יחס אות לרעש )
 (baseline correction) בסיס קו תיקון   ועבר ¹⁻ס"מ 800- נותח החל מ

המדידה.   לפני  והופשר  המיצוי  לאחר  מיד  שהוקפא  גולמי  שומן מחלב  מיצוי  נבחן  בהמשך, 

נראתה טיפת שומן ברורה עם גבולות מוגדרים, שסומנו בחיצים אדומים )איור    50בהגדלה ×

5a)ספקטרו .( פיקים מובהקים לשומן חלב    עיגול ם ראמאן מאזור טיפת השומן  כחול( הציג 

( הציגה רעש רקע בלבד )איור  םכתו  עיגול(, בעוד שהמדידה מחוץ לטיפת השומן )5b)איור  

5c  התוצאות הדגישו את יכולת השיטה לזהות בצורה מדויקת את אזור השומן ולהבחין בינו .)

  לבין הרקע.

של מיצוי שומן    50תמונה מיקרוסקופית בהגדלה ×   -a. אפיון מיצוי שומן מחלב גולמי שעבר הקפאה אחת.  5  איור
טיפת   גבול  על  טיפת השומן; החיצים האדומים מצביעים  בתוך  אחיד  אזור  העיגול הכחול מסמן  גולמי.  מחלב 

ח מהעיגול הכחול )אזור טיפת  ספקטרום ראמאן שנלק  - b  השומן; העיגול הכתום מציין אזור מחוץ לטיפת השומן. 
ספקטרום ראמאן שנלקח מהעיגול     -cגבוה.     (SN) השומן(, המציג פיקים אופייניים לשומן חלב עם יחס אות לרעש

ספקטרום ראמאן כפי שמוצג    -d. הכתום )מחוץ לטיפת השומן(, המציג בעיקר רעש רקע, ללא אות ספציפי לשומן
 .)אזור מוצל(עם הצגת סטיית התקן  -b ב

בשלב הבא נבחנו ההשפעות של הקפאות והפשרות חוזרות. מיצוי שומן חלב שהוקפא והופשר  

( לא נצפתה טיפת שומן מוגדרת  6aארבע פעמים נמדד תחת אותם תנאי ניסוי. בתמונה )איור  

עם גבולות ברורים. מדידות ספקטרוסקופיות מאזורים אקראיים הראו כי חלקם הציגו פיקים  

, עיגולים כחולים(, בעוד שבאזורים אחרים נמדד רעש רקע בלבד  6bניים לשומן )איור  אופיי

פיקים  6c)איור   הופיעו  לשומן  כאופייניים  שהוצגו  בספקטרה  כן,  כמו  כתומים(.  עיגולים   ,

אופייניים לכלורופורם, דבר המעיד על נוכחות ממסים, כנראה כתוצאה מפירוק מבני הנגרם 

מדויקת של שומן לאחר מההקפאות המרובות. ממ  על הקושי במדידה  צאים אלה מצביעים 

 פגיעה במבנהו המקורי. 
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  X50תמונה מיקרוסקופית בהגדלה    -aהשפעת הקפאות והפשרות חוזרות על מיצוי שומן מחלב גולמי.   .6איור  
מחזורי הקפאה והפשרה. לא ניתן להבחין בטיפת שומן אחידה על גבי המצע.    4של מיצוי שומן מחלב גולמי שעבר  

ספקטרום ראמאן ממוצע    -b  עיגולים כחולים וכתומים מסמנים אזורים שנבחרו באקראי למדידת ספקטרום ראמאן.
ניים לשומן חלב. בתחילת הספקטרום ניתן  שנלקח מהאזורים המסומנים בעיגולים כחולים, המציג פיקים אופיי 

ספקטרום ראמאן ממוצע שנלקח מהאזורים המסומנים    -cלהבחין גם בפיקים המאפיינים את הממס כלורופורם.  
 בעיגולים כתומים, המציג רעש רקע, ומעיד על היעדר שומן באזורים אלו. 

 וספקטרלי ניתוח כימי  – השפעת תהליכי חמצון מבוקרים על שומן חלב  .4.2

מבוקרים   חמצון  ניסויי  בוצעו  חלב,  שומן  על  חמצון  תהליכי  של  ההשפעה  את  להעריך  כדי 

חמצן מי  מחמצנים:  סוגי  שני  אסקורבית.  (H₂O₂) באמצעות  וחומצה  ברזל  של  ותערובת 

 .וספקטרוסקופיית ראמאן התוצאות נותחו באמצעות כרומטוגרפיית גזים

 חמצון באמצעות מי חמצן  .4.2.1

דוגמאות שומן לאחר   נבדקוכדי לבדוק את האפשרות לאפיין חלב שהתקלקל בעזרת ראמאן,  

טיפול במי חמצן. בתום תהליך החמצון נצפו שינויים מובהקים בהרכב חומצות השומן בשומן 

(. נרשמה ירידה מובהקת בריכוז של חומצות שומן  7a)איור    GC   החלב, כפי שנמצא באמצעות

ו C6:0 ,C4:0קצרות שרשרת    ,-  C8:0(  ,p= 0.0001 (p= 0.01, p= 0.0001   .בהתאמה

, שהיא חומצת שומן רוויה ארוכת  C16:0  (p = 0.0095)ועלייה מובהקת בחומצה פלמיטית  

( ומצביעים גם הם על שינויים מבניים  7b-dשרשרת. הממצאים הספקטראליים בראמאן )איור  

  הוסט   ¹⁻מ" ס  1297-ב  והפיק  ¹⁻מ" ס  1122-ל  הוסט  ¹⁻ס"מ  1130-בשומן. לאחר החמצון, הפיק ב

- ב  הפיק  בעוצמת  ועלייה  ¹⁻ס"מ  1060-. כמו כן, נצפתה ירידה בעוצמת הפיק ב¹⁻ס"מ 1302-ל

בדוגמת הביקורת, ירד לערכים קטנים    1-בין שני הפיקים, שהיה גדול מ  היחס .  ¹⁻מ" ס  1080

 (.1לאחר החמצון )טבלה  1-מ
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הפרש    -a.  השפעת חמצון במי חמצן על הרכב חומצות השומן וספקטרום ראמאן של שומן חלב גולמי .7איור  
, ועלייה  C8:0  -, וC4:0  ,C6:0  - , כולל ירידה בGCאחוזי המול של חומצות שומן כפי שחושבו על בסיס תוצאות  

  ⁻ ס"מ   1080-ו  1060-שינוי בעוצמות הפיקים ב  - cספקטרום ראמאן במבט כללי לפני ואחרי חמצון.  -C16:0  .b  -ב
  מעבר   הראה,  ¹⁻ס"מ  1440-נרמול לפי הפיק בלאחר    1060/1080  -. יחס הפיקים ב1122-ל  1130- והסטות ב  ¹

 . ¹⁻ס"מ  1302- ל 1297-הסטת הפיק ב  -d(.   1)טבלה    החמצון בעקבות  1-מ  נמוכים לערכים 1-מ  גבוהים  מערכים

תוצאות כרומטוגרפיית גזים  a- השפעת חמצון באמצעות ברזל וחומצה אסקורבית על חלב גולמי ומסחרי.  .  8איור  
(GC  לפני ואחרי חמצון עם ברזל וחומצה אסקורבית. הגרף מציג )( של דגימות חלב גולמי )כתום( ומסחרי )צהוב

על ירידה בריכוז לאחר החמצון,    באחוזי המול של חומצות השומן, כאשר ערכים שליליים מצביעים  Δ)את ההפרש )
מוצגות רק חומצות השומן אשר השינוי בהן נמצא מובהק סטטיסטית לפחות   וערכים חיוביים מצביעים על עלייה.

כאשר אותיות שונות מסמנות שונות מובהקת בשינוי בחומצות שומן בין שני       (p < 0.05) באחד מסוגי החלב
ו  מובהקות  -nsהטיפולים,  חוסר  )   (MDA)ריכוזי מאלונאלדהיד    - b.  מסמן  גולמי  חלב  ומסחרי  Rawבדגימות   )

(Commercial  עם מחמצן ובלי מחמצן, בזמנים ,)צהוב( שעות לאחר החמצון, כאשר    16-)ירוק( ו  1)כחול(,    0(
מיקרומולר.   0זמן   של  בריכוזים  מוצגות  התוצאות  המחמצן.   הוספת  לאחר  מיד  שבוצעה  כמדידה  -   מתואר 

cשעות. בכחול: חלב גולמי; בכחול מקוקוו: חלב מסחרי;    16ראמאן של דגימות החלב לאחר חמצון של    ספקטרום
-בצהוב: חלב גולמי מחומצן; בצהוב מקוקוו: חלב מסחרי מחומצן. לאחר החמצון נצפתה ירידה בעוצמת הפיק ב

  של   נוספת  והסטה,  ¹⁻מ" ס  1122-ל  1130-מ  הפיק  של   הסטה ,  ¹⁻מ" ס  1080-ב  הפיק  בעוצמת  עלייה,  ¹⁻ס"מ  1060

 . ¹⁻מ" ס 1302-ל 1297-מ הפיק
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ב  :1טבלה   הפיקים  עוצמת  גולמי  1- סמ  1080-ל  1- סמ  1060-יחס  חלב  דגימות   ומסחרי  (Raw)עבור 
(Commercial)   ניסוי שונים. תנאי הניסוי כללו חמצון באמצעות מי חמצן ובתנאי  או  (H₂O₂) בתנאי ביקורת 

באמצעות ברזל וחומצה אסקורבית, אילוח חיידקי בריכוזים נמוכים וגבוהים, וכן אחסון חלב בתנאים לא נאותים.  
. הערכים מוצגים כממוצע  ם שונים של החלבהיחס חושב באמצעות קוד פייתון ומאפשר השוואה כמותית בין מצבי

מציין עוצמה    1-יחס גבוה מ  ה.כל דגימ מחושבים על בסיס שלוש חזרות מ ו (SEM), ± טעות תקן של הממוצע
 .1-סמ 1080-לעומת הפיק ב 1-סמ 1060-גבוהה יותר של הפיק ב

 

  

Ratio Details Experiment 

1.2+ 0.06 control Raw milk 

H2O2 

0.7+ 0.01 oxidized Raw milk + H2O2 

1.9+ 0.07 control Raw milk 

Iron/ascorbic acid 

0.8+ 0.06 oxidized Raw milk + Fe2+ 

1.3+ 0.08 control Commercial milk 

0.8+ 0.04 oxidized Commercial milk + Fe2+ 

1.2+ 0.09 control Commercial milk  

Inoculation at low 

concentration 

0.9+ 0.01 0 Commercial milk + B. 

Sub 0.9+ 0.01 24 hours 

0.9+ 0.02 0 Commercial milk + E. 

coli 0.9+ 0.03 24 hours 

0.8+ 0.01 1 day 

Commercial milk + E. 

coli 

Inoculation at high 

concentration 

0.9+ 0.04 2 days 

3+ 0.1 4 days 

4+ 0.3 6 days 

0.9+ 0.02 2 hours 

Commercial milk kept at 

room temperature 
Milk kept improperly 

0.8+ 0.01 4 hours 

0.9+ 0.02 24 hours 

0.9+ 0.04 3 days 

0 5 days 
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והשיוך המולקולרי של הפיקים העיקריים שנצפו בספקטרום הראמאן של פרקציית   (cm⁻¹) : אורך גל2טבלה  
  , He et al. 2019  ,Yellin and Levin 1977  ,Czamara et al. 2015,  Aslanian et al. 1986)  השומן בחלב 

Jurowski et al. 2024.) 

Assignment )1−Raman Shift (cm 

phospholipids 845 

Phospholipids 870 

SATURATED- ALL TRANSE 1060 

SATURATED-GAUCHE 1080 

C-C -GAUCHE 1100 

C-C terminal-GAUCHE 1122 

C-C-ALL TRANSE 1130 

C-O-C 1170 

C-H UNSATURATED 1260 

CH₂ twisting-Saturated 1297 

CH₂ twisting 1302 

CH2 scissoring 1420 

CH₂ scissoring 1440 

CH₂ (scissoring)-Saturated 1460 

C=C stretching 1600 

C=C Streching 1655 

C=O 1745 
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 חמצון באמצעות ברזל וחומצה אסקורבית .4.2.2

דגימות של חלב  חימצנו  כדי לבדוק אם השינויים בספקטרום הראמאן מאפיינים חלב מחומצן,  

  GCתוצאות   וחומצה אסקורבית. ניתוח (⁺Fe²) ערכי-דוגולמי וחלב מסחרי באמצעות ברזל  

בחלב המסחרי כמו בחמצון במי חמצן,  הצביע על דפוסי שינוי שונים בין סוגי החלב.    (8a)איור  

שרשרת   קצרות  שומן  בחומצות  מובהקת  ירידה    C6:0  (p = 0.0001  ,)C4:0נרשמה 

(p=0.0001)ו  ,-  C8:0  (p = 0.0001 .)  ב מובהקת  עלייה  נמצאה   = C16:0  (p  - במקביל, 

0.0003)  ,C18:0  (p = 0.0002,)   אולאית רמות  C18:1n9  (p<0.05)  -ובחומצה  מדידת   .

נמצאה אינטראקציה מובהקת בין זמן לבין   TBARS באמצעות מבחן   (MDA) מאלונאלדהיד

יה בשילוב בין  המעידה כי דינמיקת החמצון תלו  (Two-Way ANOVA, p < 0.05)  סוג הטיפול

. בניתוח בתוך כל טיפול, לא נמצא הבדל מובהק בין    (8b)איור   סוג החלב לבין משך החשיפה

בעוד שבחלב גולמי בתוספת ברזל נמצא  (NS), שעות בחלב גולמי ללא מחמצן   16-ו  1,  0זמני  

שעות.    16-ל   1ללא הבדל מובהק בין  ,(p < 0.05) 16-ו  1לבין זמנים   0הבדל מובהק בין זמן  

שעות( נמצאו הבדלים מובהקים    0בהשוואה בין הטיפולים בתוך כל זמן, כבר בנקודת המוצא )

כאשר חלב גולמי הציג רמות חמצון נמוכות באופן מובהק לעומת  ,(p < 0.05) בין סוגי החלב

ימי אחסון וחלב בתוספת ברזל. לאחר שעה, שני טיפולי החלב    5חלב מהסופר, חלב לאחר  

בעוד שחלב מהסופר, עם   ,(p < 0.05) י נותרו נמוכים באופן מובהק משאר הדוגמאותהגולמ

ספקטרום שנמדד . ימי אחסון  5או בלי תוספת ברזל, לא היה שונה באופן מובהק מחלב לאחר  

הדגים דפוסי שינוי דומים לאלו שנראו לאחר חמצון במי חמצן:    (8c)איור   באמצעות ראמאן

  →   1130  הפיקים  של  והסטה,  ¹⁻מ" ס  1080-ב  עלייה,  ¹⁻ס"מ  1060-ירידה בעוצמת הפיק ב

  1440-ב לפיק נרמול לאחר נותחו הפיקים בין העוצמות יחסי. ¹⁻מ" ס 1302 → 1297-ו 1122

לפני החמצון    1-היה גבוה מ  1060/1080ונמצא כי בשני סוגי החלב, יחס  ) 1)טבלה   ¹⁻מ" ס

 .לא הראה שינוי מובהק MDA -לאחריו, גם כשמדד ה 1-וירד לערכים נמוכים מ

השפעת אילוח חיידקי בריכוז נמוך על הרכב חומצות השומן וספקטרום ראמאן של  .4.2.3

 חלב מסחרי

נמוך עשוי להשפיע על הרכב שומן החלב, אולחו   חיידקי בריכוז  במטרה לבחון האם אילוח 

בריכוז - Bacillus subtilis ו  Escherichia coli דגימות של חלב מסחרי בשני סוגי חיידקים 

והתוצאות    ,הרכב חומצות השומן נבחן באמצעות כרומטוגרפיית גזים . CFU/mL  10⁴×1.5של  

( עולה כי לא נמצאו  9a)איור     GC-מניתוח תוצאות ה  (9יית ראמאן )איור  הושוו לספקטרוסקופ

שאולחו. ניכר כי    שינויים מובהקים ברוב חומצות השומן בין קבוצות הביקורת לבין הקבוצות

, אשר  C18:1n9(Cis)-ו  C14:0  ,C16:0  ,C18:0החומצות השומן הדומיננטיות בדגימות היו  

מכלל חומצות השומן בכל הדגימות. החריגה היחידה שנמצאה הייתה   78%-יחדיו הרכיבו כ

קפרית   חומצה  בריכוז  מובהקת  לעומת    C8:0  ,(p= 0.003)בירידה  המאולחות  בדגימות 
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חשף כי (  9b)איור   הניתוח הספקטרלי  .הביקורת בה נרשמה רמה גבוהה יותר של חומצה זו

לדפוס ספקטרלי דומה זה לזה, אך שונה מזה של הביקורת. בפרט,    שני סוגי האילוח הובילו

(, 1)טבלה    ¹⁻מ" ס  1080-ב  הפיק  בעוצמת  עלייה,  ¹⁻ס"מ  1060-נצפתה ירידה בעוצמת הפיק ב

זהים. בנוסף, הסטה   24וגם בזמן    0כאשר יחסי הפיקים בדוגמאות שאולחו בחיידקים, גם בזמן  

נויים אלו תואמים שי.  ¹⁻מ" ס  1302-ל  1297-מ  נוספת   והסטה  ¹⁻ס"מ  1122-ל  1130-של הפיק מ

 לדפוס שנצפה גם לאחר חמצון כימי. 

של דגימות חלב מסחרי שאולחו   תוצאות כרומטוגרפיית גזים  a-השפעת אילוח חיידקי על חלב מסחרי.   .9איור  
שעות, וכן דגימת ביקורת ללא אילוח כאשר    24- ו  0בזמנים    ,Bacillus subtilis  -ו  Escherichia coliבחיידקים  

חלב מסחרי, הגרף הסגול מייצג את החלב המסחרי המאולח בחיידקי    -הגרף הכחול מייצר את דוגמאת הביקורת
E. coli    שעות, הגרף הירוק מייצג את    24וקו מקווקו מציג אילוח בזמן של    0כאשר הקו המלא מציג אילוח בזמן

וקו מקווקו מציג אילוח    0כאשר גם כאן הקו המלא מציג אילוח בזמן    B.subי המאולח בחיידקי  החלב המסחר
של   מהדגימות.  24בזמן  אחת  בכל  השונות  השומן  חומצות  של  המול  אחוזי  את  מציג  הגרף  תוצאות    שעות. 

ן של אותן  ספקטרה ראמא  b- המסומנות באותיות מצביעות על שוני בעל משמעות סטטיסטית בין הדוגמאות.  
דגימות. ניתן לראות כי הספקטרה של הדגימות שאולחו בחיידקים דומים זה לזה, אך שונים מדגימת הביקורת.  

- מ  הפיק  של  הסטה,  ¹⁻מ" ס  1080-ב  הפיק  בעוצמת  עלייה,  ¹⁻ס"מ  1060-השינויים כוללים ירידה בעוצמת הפיק ב

  שעבר   בחלב  שנצפו  לשינויים  בדומה,  ¹⁻מ" ס  1302-ל  1297-מ  הפיק  של   נוספת   והסטה,  ¹⁻מ" ס  1122-ל  1130
 . חמצון

בריכוז גבוה על הרכב חומצות השומן   Escherichia coliהשפעת אילוח חיידקי   .4.2.4

 וספקטרום ראמאן של חלב מסחרי

לצורך בחינת ההשפעה של אילוח ממושך בריכוז גבוה על שומן החלב, אולחו דגימות חלב 

והודגרו באינקובציה למשך   CFU/mL 10⁵×1.5בריכוז של    Escherichia coliמסחרי בחיידק  

ימים. תוצאות כרומטוגרפיית הגזים מצביעות על שינויים מובהקים בפרופיל חומצות    6-ו  4,  2,  1

כבר מהיום הראשון נצפתה ירידה מובהקת בחומצות השומן (  10aן )איור  השומן לאורך זמ

, ובחומצה  C8:0  (p = 0.0001)  -( וp = 0.0001)  C4:0הרוויות קצרות השרשרת: בחומצה  

C12:0,   מובהקת בשלושת הזמנים שנבדקו ירידה  נצפתה  , כאשר  6-ו  4,  2,  1ביום    –בה 

ביום   )   6הירידה  ביותר  המשמעותית  מובהקת  p = 0.004) הייתה  עלייה  חלה  במקביל,   .
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בחומצה   אחרות.  שומן  ביום    C11:0בחומצות  מובהקת  עלייה   ,(p = 0.0001)  6נרשמה 

הניסוי    C15:0ובחומצה   לאורך  עקבית  גם בחומצה סטארית(p = 0.009)נצפתה עלייה   . 

(C18:0)   1ביום    –נמצאה עלייה מובהקת   (p=  0.0003  ביום ,)2  (p = 0.009),    4ביום  (p=  

וביום  (0.0003  ,6  (p=0.0002) ונבדלה ביותר  המתונה  הייתה  השני  ביום  העלייה  כאשר   ,

  -ו  1נרשמה עלייה מובהקת בימים    (C18:1n9)בחומצה האולאית    .סטטיסטית משאר הימים

2    p <) 0.05)  6-ו  4, לאחריהם נצפתה ירידה מובהקת בימים  (p < 0.05),  עד לרמות נמוכות

   .מדדו בתחילת הניסוימאלו שנ

תוצאות כרומטוגרפיית  a- על הרכב חלב מסחרי.    Escherichia coliהשפעת אילוח לאורך זמן בחיידק .  10איור  
לאחר תקופות אינקובציה של יום )כתום(,    Escherichia coliשל דגימות חלב מסחרי שאולחו בחיידק    (GC)גזים  

אחוזי המול של חומצות השומן,  ב  (Δ)ימים )כחול(. הגרף מציג את ההפרש    6- ימים )צהוב( ו  4יומיים )ירוק(,  
כאשר ערכים שליליים מצביעים על ירידה בריכוז לאחר האילוח, וערכים חיוביים מצביעים על עלייה, והאותיות  

ספקטרה ראמאן של   -b (not significant).מסמן חוסר מובהקות  -nsין הקבוצות, ומסמנות הבדלים מובהקים ב 
אותן דגימות, המציגים שינויים משמעותיים בפיקים ככל שמשך האילוח מתארך. השינויים כוללים עלייה בעוצמת  

  שהתרחשו   שינויים  שמציגים  מסומנים  פיקים  ועוד,  ¹⁻מ" ס   1080-ב  הפיק  בעוצמת  ירידה,  ¹⁻ס"מ  1060-הפיק ב
 . מהאילוח כתוצאה בספקטרום

הראמאן חושבו כממוצע של שלוש חזרות ביולוגיות שכל אחת מהן כללה מספר    אותספקטר

. זיהיתי שינויים מורכבים ומדורגים במבנה השומן (10bקריאות אזוריות ומפות מדידה )איור  

  1080-ב  הפיק,  ¹⁻ס"מ  1200-ל  1000ככל שמשך האילוח התארך. באזור הספקטרלי שבין  

  6  -ו  4ימים. ביום    4נעלם לחלוטין לאחר    יותר  הקצרים   ובאילוחים   בביקורת  הופיע  אשר  ¹⁻מ" ס

  1170-ע פיק חדש נוסף בהופי  הרביעי   ביום.  ¹⁻ס"מ  1127-וב  1062- הופיעו שני פיקים חדים ב

  1420-בנוסף, הופיעה "כתף" חדשה ב .מופחתת  בעוצמה אך השישי ביום  גם שנשאר, ¹⁻ס"מ

- ב  פיק.  הללו  הימים  בשני  ¹⁻מ" ס  1460- ב  נוספת  כתף   וכן,  6  ביום  שהתחזקה,  4  ביום  ¹⁻ס"מ

 ¹⁻ס"מ  1745-. גם הפיק ב6  -ו  4  ביום   כליל   נעלם,  2-ו  1  בימים   בבירור  שנצפה,  ¹⁻מ" ס  1600

-ל  800  שבין  באזור,  בנוסף.  6  ביום  נראה  ואינו   וכמעט,  הרביעי  מהיום  החל  בהדרגה  נחלש
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 הדרגתית   ירידה  נצפתה,  רחבה  ספקטרלית  גבעה  מופיעה  כלל  בדרך  שבו,  ¹⁻מ" ס  1000

 השתנה     cm/1-1060 cm 1-1080יחס הפיקים    .6עד להיעלמות כמעט מוחלטת ביום  עוצמה  ב

 (.1לאורך האילוח )טבלה 

השפעת אחסון חלב מסחרי בתנאים לא נאותים על פרופיל חומצות השומן ודפוס  .4.3

 הספקטרום בראמאן

דגימות של חלב מסחרי  נאותים,  בכדי לדמות תהליך של קלקול חלב בתנאי אחסון שאינם 

ימים. ניתוח הרכב    5- ימים ו  3שעות,    24שעות,    4שעות,    2אוחסנו בטמפרטורת החדר למשך  

והמאפיינים הספקטרליים נותחו באמצעות  ע באמצעות כרומטוגרפיית גזיםחומצות השומן בוצ

עולה כי אחסון ממושך בתנאים   GC  -מניתוח תוצאות ה   .(11ספקטרוסקופיית ראמאן )איור  

)איור השומן  חומצות  פרופיל  על  מובהק  באופן  השפיע  אופטימליים  שראינו    . (11a  לא  כפי 

ואילוח חיידקי, גם כאן ירידה מובהקת בריכוז חומצות שומן קצרות   בתהליכי חמצון  נצפתה 

 = C10:0    ((p = 0.0001, p = 0.002, p = 0.0001, p   -ו   C8:0 ,C6:0 ,C4:0  שרשרת

חומצה  בהתאמה.    0.005 עבור  כי  לציין  אך    C10:0חשוב  הייתה הדרגתית  בריכוז  הירידה 

שעות נמדדו ערכים נמוכים יותר באופן    4- ו  2סטית, כאשר בזמנים הקצרים של  מובהקת סטטי

  5- ו  3שעות,    24  –בהתאמה( לעומת הזמנים הארוכים   (p = 0.0004, p = 0.0005 מובהק

 = C16:0  p = 0.0001)  p  -וב  C15:0   ימים. לעומת זאת, חלה עלייה מובהקת בחומצה

פרקי הזמן)בהתאמה   0.006 שינויים ברורים  בנוגע    ., בכל  ניתן לזהות  לתוצאות הראמאן, 

  גבעה   מופיעה  כלל  בדרך  שבו,  ¹⁻ס"מ  1000–800באזור  (.  11b  ומצטברים לאורך זמן )איור

ופיינית, נצפתה ירידה כללית בעוצמה. החל מהיום החמישי, הגבעה הפכה לפיק  א  ספקטרלית

  הפיקים,  ¹⁻מ" ס  1200– 1000  באזור.  המוקדמים  בזמנים  נצפה  שלא,  ¹⁻ס"מ  870-מובהק ב

. ¹⁻מ" ס  1077-ב  חד  פיק  הופיע  ובמקומם,  בהדרגה  נעלמו  ¹⁻מ" ס  1080-ו  1060-ב  הקלאסיים

לאורך הטיפול, עד ליום החמישי בו לא ניתן היה    השתנה  cm/1-1060 cm 1-1080יחס הפיקים  

ב הפיק  את  ב1)טבלה    cm 1-1060-לזהות  בעבר  "כתף" שהופיעה   הפכה   ¹⁻ס"מ  1260-(. 

  יותר   לרחב  הפך   המרכזי  הפיק  ¹⁻מ" ס  1440  באזור,  כן  כמו.  עבר  שהזמן  ככל  יותר  וחדה  בולטת

 שהלך   ¹⁻ס"מ  1600-שעות, הופיע פיק חדש ב  24החל מזמן של    .נעלמה  המוכרת"  כתף" וה

 ארומטיות  תרכובות  הופעת  על  להעיד  שעשוי  דבר,  ימים  5-ו  3  של  המאוחרים  בזמנים  והתחזק

- ב  נוסף  פיק  הופיע,  בלבד  החמישי  ביום,  לבסוף.  השומן   חומצות  במבני  קונפורמציה   שינויי  או

 .ומניםש של מתקדם פירוק   או חמצון של מאוחרים תוצרים לשקף עשוי אשר, ¹⁻מ" ס 1860
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של דגימות     (GC) גזים תוצאות כרומטוגרפיית    a- .  השפעת אחסון בתנאים לא נאותים על חלב מסחרי.  11איור  
ימים. הגרף מציג את    5-ימים ו  3שעות,    24שעות,    4שעות,    2חלב מסחרי שאוחסנו בתנאים לא נאותים במשך  

באחוזי המול של חומצות השומן, כאשר ערכים שליליים מצביעים על ירידה בריכוז לאחר האחסון,  (Δ) ההפרש  
מסמן חוסר    -nsהאותיות מסמנות את ההבדלים המובהקים בין הקבוצות, ו  ל עלייה.וערכים חיוביים מצביעים ע

ספקטרה ראמאן של אותן דגימות, המציגים שינויים בפיקים כתוצאה מאחסון    b .(not significant)- מובהקות  
  נוספים  יםבפיק   וכן, ¹⁻מ" ס  1077-ב הפיק רק נשאר  כאשר, ¹⁻ס"מ 1060-החלב. ניתן להבחין בהיעלמות הפיק ב

 ונידונים בטקסט.  בגרף המסומנים

 ומסקנות  דיון . 5

התמקדנו במקטע השומן בחלב כחומר רגיש שהרכבו עשוי להשתנות בגלל  מחקר זהבמהלך  

שלל גורמים פיזיולוגים וסביבתיים. בהתאם, הנחנו כי שומן החלב יכול להוות חומר שידווח הן  

שינויים   על  והן  החלב  בפרת  פיזיולוגיים  תהליכים  החלב ועל  הפקת  לאחר  קלקול  תהליכי 

החסווא השערת  את  לבחון  מנת  על  באמצעות נו.  שתאפשר  שיטה  פיתחנו  מחקר, 

מאן לעקוב אחר שינויים במקטע השומן. המחקר כלל את השלבים הבאים:  אספקטרוסקופיית ר

התחלובה, בשלבים שונים של  של חלב גולמי אופייני, מפרה ממוצעת,    וםהגדרת ספקטר (1)

לחיידקים,  חשיפה    בחינת חריגות מספקטרום חלב אופייני בשל (2ללא תחלואה מוגדרת. )

ייחודיים    סמני ראמאן( ניסיון למצוא  3אחסון בתנאים לא נאותים, וחשיפה לחומרים מחמצנים.)

המאפיינים חריגה מהספקטרה האופיינית ומצביעים על שינויים הנגרמים בשל תחלואה של  

 מאןאהפרה, זיהום חיידקי, או קלקול. ממצאי העבודה מצביעים על האפשרות להשתמש בר

, עם סמנים ייעודיים לחלב וזולכדי לזהות תהליכים הקשורים לקלקול החלב באופן מהיר קל  

תנאים  תחת  החלב  שומן  לבחינת  לעבור  יאפשרו  המחקר  ממצאי  הבא,  בשלב  מקולקל. 

פיזיולוגיים שחווה פרת החלב כמו דלקות עטין או חשיפה לעקות סביבתיות כמו טמפ׳ סביבה  

אי לבחון  מנת  על  ניתן  גבוהות,  והאם  החלב  שומן  על  משפיעים  אלו  תנאים  את ך  ליישם 

 על מנת  לזהות עקות אצל בעל החיים עצמו.   הממצאים 
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 מאן לאפיון מקטע השומן בחלב אשימוש בספקטרוסקופיית ר  .5.1

במהלך העבודה בחנו את מידת ההתאמה של ספקטרוסקופיית ראמאן ככלי לזיהוי שינויים  

המרכ השאלה  בחלב.  השומן  רבהרכב  ספקטרוסקופיית  האם  הייתה  שנבחנה  מאן,  אזית 

המשמשת באופן שגרתי לאפיון מולקולות אורגניות, ומספקת רגישות גבוהה ואיננה הרסנית 

זיהוי הבדלים בפרופיל  ולד דרך  דגימות חלב בתנאים משתנים  בין  גמאות, תאפשר להבחין 

ת שביצענו על דגימות חלב  כבר במדידות הראשוניו. דים ובעיקר בפרופיל חומצות השומןיהליפ

שלא עברו כל טיפול, ניתן היה לזהות דפוס ספקטרלי עקבי שחזר על עצמו בעקביות על פני  

חלב מסחרי )חלב המשווק לרשתות השיווק(, חלב גולמי )שנאסף ישירות   –כל סוגי הדגימות  

יקים רחבה ממיכל החלב ברפת(, ודגימות מיצוי שומן חלב גולמי ומסחרי. הדפוס כלל קבוצת פ 

, שלושה פיקים עוקבים  (Everett 2011)שמיוחסים בעיקר לפוספוליפידים    ¹⁻ס"מ  800באזור  

 ,Meier)בשרשרת הפחמימנית C-C לקשרי    המיוחסים ¹⁻ס"מ  1130-ו  1080,  1060באזור  

Csiszár, and Klumpp 2006)     באזור פיק  קבוצות   ¹⁻ס"מ  1300ולאחריהם  את  שמייצג 

אופיינית. הפיק המרכזי והבולט ביותר ״  כתף״עם    (Okotrub et al. 2021)   (CH₂) המתיל

  (CH₂) פיק שמייצג את המתיחות הסימטריות של קבוצות מתיל ומתילן  ¹⁻ס"מ  1440-הופיע ב

ב כפולים  ¹⁻ס"מ  1654-פיק  ובאזור   C=C המשויך לקשרים  רוויות,  חומצות שומן בלתי  של 

זו  Everett 2011)(  2)טבלה  באסטרים   C=O פיק שמשוייך לקשרי  ¹⁻ס"מ  1700 (. תבנית 

   .חזרה על עצמה בעקביות ניכרת ברוב הדגימות, ללא תלות בסוג החלב או בשיטת ההכנה

הליפידים   בהרכב  שינויים  לאפיין  ניתן  האם  לבחון  היה  זו  בעבודה  המרכזיים  היעדים  אחד 

בתנאים שונים גם בדגימות של חלב מלא ללא צורך במיצוי שומן. לצורך כך, תחילה ביצענו 

הפאזה   של  הספקטרום  מאפייני  את  ברור  באופן  לזהות  מנת  על  מלא,  מחלב  שומן  מיצוי 

ה שימוש בדגימות חלב מלא )ללא מיצוי(, תוך התמקדות בבועיות  הליפידית. לאחר מכן, נעש 

שומן שזוהו באמצעות מיקרוסקופ, ונמצא כי ניתן היה לקבל מהן ספקטרום אופייני של ליפידים,  

באופן ישיר ובתוך שניות. עם זאת, מאחר שהדגימות עברו מניפולציות מבוקרות כגון חמצון  

ת לאורך פרקי זמן משתנים, ומתוך רצון לצמצם השפעות  כימי או אינקובציה בטמפרטורות שונו

חיצוניות ולהבטיח שהשונות הנצפית תיוחס באופן בלעדי לפאזה הליפידית, בחרנו לבצע מיצוי  

   שומן גם בדגימות אלו. 

ספקטרוסקופיית ראמאן מהווה כלי יעיל ורגיש לאפיון פרקציית    נראה כילאור ממצאים אלו,  

באים לידי ביטוי במיוחד כאשר רוצים לבדוק שינויים דינמיים וכאלה    השומן בחלב. יתרונותיה 

שאינם גלויים לעין בשיטות כימיות מסורתיות. בהמשך הדיון נדון כיצד נראו שינויים אלה בתנאי  

 .חמצון, אילוח והחזקת חלב בתנאים לא נאותים

נובע מהשיטה הספקטרוסקופי  אינו  יתרון משמעותי בעבודה שלנו  ת עצמה, אלא עם זאת, 

מהמניפולציות והניתוח האנליטי שביצענו לנתוני הראמאן, אשר אפשרו לנו להתבסס על יחסים 

רגישות  הפחתת  תוך  יחיד,  פיק  של  מוחלטת  עוצמה  על  במקום  פיקים  בין  ספקטרליים 
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ורעש. למשל, חושב היחס בין הפיקים ב־   המיוחסים ,  ¹⁻ס"מ  1080ל־  1060להשפעות רקע 

,  Liu) (and Lunter 2020ויות, ובפרט לקונפיגורציית טראנס וגוש בהתאמה  חומצות שומן רו ל

   .אשר שימשו כאינדיקטור לרמת חמצון או שינוי מבני בשומן

 סמני חמצון חלב בראמאן .5.2

בעבודה המרכזית  על    המטרה  להעיד  שעשויים  ספקטרליים  סמנים  ולזהות  לנסות  הייתה 

 -תהליכי חמצון בפרקציית השומן של החלב, תוך שימוש בשיטה מהירה, רגישה ולא הרסנית 

ספקטרוסקופיית ראמאן. לשם כך, בוצעו ניסויים שבמסגרתם הושרו תהליכי חמצון מבוקרים  

חד מהם מדמה מסלול פוטנציאלי שונה  אשר כל א   (⁺Fe²),וברזל   (H₂O₂) באמצעות מי חמצן

 TBARS נמדדו רמות  (⁺Fe²),של חמצון. במקביל בניסוי שבו ערכנו חמצון באמצעות הברזל

להרכב חומצות   GC תוצר מוכר של חמצון שומנים  וכן בוצעו מדידות  MDA- לצורך הערכת

פרו(8b)איור    השומן נחשבים  שנבחרו  שהתנאים  למרות  ערכי-.   TBARS אוקסידנטיים, 

בלתי -ניתן להסביר ממצא זה בכך שתכולת חומצות השומן הרב.  שהתקבלו היו נמוכים ביותר

ומוערכת אשר נחשבות לרגישות במיוחד לחמצון, נמוכה יחסית בשומן חלב   (PUFA), רוויות 

. כתוצאה מכך, גם לאחר חמצון, רק חלק קטן מאוד מהמערכת עבר (Jensen 2002)   3%-כב

ף בו השתמשנו בשמן צמחי העשיר  על מנת לחזק את השערה זו, בצענו ניסוי נוס.  שינוי מדיד 

בחומצות שומן רב בלתי רוויות עבר את אותו התהליך. ואכן, בהתאם להשערתנו, שמן צמחי  

 בנוסף, ניתוח ה־(.   2לפני ואחרי חמצון )נספח  TBARS-כזה הראה הבדל מהותי בערכי ה

GC     בחומצות השומן קצרותשל אותן דגימות הראה כי בשני סוגי החמצון חלה ירידה עקבית -

חומצות אלותכן  יי  (C4:0, C6:0, C8:0).  שרשרתה לחמצון  כי  ש רגישות  או  נדיפותן  ,  בשל 

אבדוהיחסית,   ה  הן  השומן עבודהבמהלך  חומצות  בריכוזי  יחסית  עלייה  נצפתה  במקביל,   .

, אשר ככל הנראה נובעת מירידה  C18:1ו־ C18:0 ובחלב מסחרי גם C16:0 הרוויות הארוכות 

. שינוי יחסי  (8a  )איור  רוויות, הידועות ברגישותן הגבוהה יותר לחמצון -ומצות השומן הבלתיבח

נוצר וכתוצאה מכך  עלייה    הזה משקף העדפה של תהליכי החמצון לפגוע בקשרים כפולים, 

לעומת זאת, ספקטרום ראמאן  .בריכוז היחסי של חומצות השומן הרוויות שנותרו יציבות יותר

של אותן דוגמאות לפני ואחרי חמצון, אפשר זיהוי של שינויים עקביים שנראו בשתי קבוצות  

החמצון, והם עשויים להצביע על שינויים מוקדמים במבנה פרקציית השומן. הראשון היה שינוי  

לכיוון    1130ותזוזה של הפיק מ  ¹⁻מ" ס  1080ל־  ¹⁻ס"מ  1060ס שבין עוצמות הפיקים ב־ביח

בשרשרת  C–C לתנודות  יםמיוחס  ¹⁻ס"מ  1130  - וב  1060 ב־  ים הפיק(.  8c)איור  .  ¹⁻ס"מ  1122

אשר מאופיינת במבנה ישר יותר של   (trans), בקונפיגורציה מרחבית מסוג טראנס    יפטיתהאל

השרשרת, עם סידור מרחבי של קבוצות הפחמן בהיפוך סימטרי, דבר המצביע על דרגת סדר  

 C–C לתנודותים  מיוחס  1122  -וב  1080ב־    ים הפיק  (Aslanian et al. 1986)  גבוהה

( המאופיינת בזוויות קשר מקופלות ומבנה פחות   (gaucheבקונפיגורצייה מרחבית מסוג גוש  

. בהתבסס על הבדלים אלה, ניתן לשער כי שינוי היחס בין ((Levin and Bush 1981מסודר  
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מ־ הפיק  תזוזת  עם  יחד   חלק  של  הדרגתי  מעבר  משקפים,  ¹⁻ס"מ  1122ל־  1130הפיקים, 

מסודרת (trans) וסדורה  ישרה  פיגורציהמקונ  מהשרשראות ופחות  גמישה   לקונפיגורציה 

(gauche)  כתוצאה מתהליכי החמצון. השערה זו מתחזקת לאור העובדה כי למרות שחומצות

בלתי רוויות הן אלו הרגישות ביותר לחמצון, הפגיעה בהן עשויה להשפיע על כלל  -השומן הרב

ור המרחבי גם של חומצות שומן רוויות. תהליך זה המטריצה הליפידית, ולגרום לשיבוש הסיד

עשוי להתבטא בהפחתה כללית בדרגת הסדר הליפידית ובעלייה במופעים של זוויות סיבוב  

  י בפיק ולעומת זאת לעלייה טראנס לא יציבות, מה שמתורגם ספקטרלית לירידה יחסית בפיקי

ניתן היה לזהות באמצעות ראמאן סימנים  TBARS כלומר, גם בהיעדר עלייה חדה במדדי  .גוש

מוקדמים של שינויים בפרקציית השומן,  שינויים שאינם מתבטאים מיד ברמות חמצון גבוהות.  

תמיכה עקיפה להשערה זו ניתן למצוא במחקר עדכני שבו נעשה שימוש בספקטרוסקופיית  

בה שינויים  למדידת  שונוראמאן  בטמפרטורות  גולמי  חלב    (Khan et al. 2023).ת  רכב 

באזור   בעוצמות הפיקים  שינויים  על  דיווחו   ירידה  על  בדגש,  ¹⁻ס"מ  1150–1050החוקרים 

  עם.  תרמיות  להשפעות  ייחסו  הם  אותם,  ¹⁻מ" ס  1080ב־  ועלייה  ¹⁻מ" ס  1059ב־  הפיק  בעוצמת

 של   תוצאה  היו  אלא,  מטמפרטורה  רק  נבעו  לא  במחקרם  שדווחו  מהשינויים  חלק  כי  ייתכן,  זאת

צון ליפידים ובפרט לאור העובדה שהחלב שהשאירו בחוץ נחשף לחום, חמצן ואור, תנאים חמ

ובתנאים  זהה  בטמפרטורה  נמדדו  הדגימות  כל  שלנו,  בעבודה  חמצון.  כמקדמי  הידועים 

מבוקרים, ולכן ההסבר של השפעה תרמית פחות סביר, ונראה שתהליך החמצון עצמו אחראי  

המבוסס על מדידת תוצרי   TBARS ם זאת, חשוב לציין כי מדדע  .לשינויים שנצפו בפיקים אלו 

, אינו מהווה הוכחה ישירה לכך שתהליך החמצון   alondialdehyde (MDA)פירוק שניוניים כגון

אכן התרחש בפרקציית השומן של החלב, אלא משמש אינדיקטור עקיף בלבד לפירוק מתקדם  

אינו מאפשר  TBARS דר עלייה מובהקת בערכישל חומצות שומן רב־בלתי רוויות. לפיכך, היע

לקבוע באופן חד־משמעי האם החלב התחמצן בפועל, או האם השינויים שנצפו בספקטרום  

הראמאן נובעים מתהליכי חמצון ליפידיים ולא ממנגנונים מבניים אחרים. על מנת לבסס קשר 

סוי משלים שבו תתבצע  סיבתי ישיר בין חמצון לבין השינויים הספקטרליים שנמדדו, נדרש ני

אנליזה ספקטרלית בראמאן של שמן שעבר חמצון מבוקר ומאומת, אשר בו מתקיימת עלייה  

ברורה במדדי חמצון כימיים. השוואה כזו תאפשר ייחוס חד־משמעי יותר של השינויים בפיקים  

פיזיקו־הספקטרליים לתהליכי חמצון ליפידים, ותסייע להבחין בין השפעות חמצון לבין שינויים  

 .כימיים כלליים במטריצה הליפידית

 אילוח החלב בחיידקים  .5.3

תוך שימוש ,  בשלב הראשון של הניסוי נבחנה ההשפעה של אילוח חיידקי עדין על חלב מלא

שהוספו לדגימות חלב בריכוז     – Bacillus subtilisו Escherichia coli בשני מינים מייצגים:

יחסית הנפוצים  (9)איור    נמוך  שכיחים,  סביבתיים  חיידקים  מאחר שהם  נבחרו  אלו  מינים   .

רפתות   בסביבת  גם  קרובות  לעיתים  ונמצאים  שונים,  מזון  פרות וכן  בזיהומי  עטיני  פני    על 
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Elegbeleye and Buys 2020) ,(Suojala, Kaartinen, and Pyörälä) (2013  ברפתות .

הגולמי ר החלב  את  לזהם  עלולים  הם  שכן  נוכחותם,  להפחתת  שיטתי  מאמץ  מתבצע  בות 

.  (Ostrov et al. 2019,  Drugea et al. 2025)במהלך תהליך החליבה, האחסון או ההובלה  

  לפיכך, פיתוח שיטה מהירה ופשוטה לזהות את החיידקים האלה לחלב יכול  להוות כלי חשוב

עם החיידק    לתעשייה והן לרפת החלב. קביעת הרכב חומצות השומן לפני ואחרי ההדגרה  הן

וכי לא נצפתה  כי לא חלו שינויים מהותיים בהרכב חומצות השומן בעקבות האילוח,  קבעה 

שונות מובהקת בין הדגימות המאולחות לבין קבוצת הביקורת, וכן לא נרשם הבדל ברור בין  

ובטווח הזמן    שני מיני החיידקים שהוגדרו עם החלב כי בריכוזים  זו עשויה להעיד  . תוצאה 

באמצעות שנבדקו לזיהוי  שניתן  כמותי  שינוי  או  שומן  של  משמעותי  פירוק  התרחש  לא   ,

ראמאן הצביע על תבנית מבנית    אלי שלעם זאת, ניתוח ספקטר   .(9a)איור    יםכרומטוגרפיית גז

ב־   בפיק  יחסית  עלייה,  ¹⁻ס"מ  1060עקבית בשתי קבוצות החיידקים, שכללה ירידה בפיק ב־

גם (  9b)איור    –  ¹⁻מ" ס  1122ל־  1130מ־  הפיק  של  ותזוזה,  ¹⁻מ" ס  1080 תבנית שזוהתה 

זו לא  ונקשרה לשיבוש סדר קונפורמטיבי בפרקציית השומן. תופעה  בניסויי החמצון הכימי, 

נצפתה בדגימות הביקורת, והיא חזרה על עצמה בשני סוגי האילוח החיידקי, ללא תלות בזהות 

ייתכן    .חיידקים  גם כאשר ריכוזם נמוך יחסיתהמין, דבר שמרמז על השפעה כללית של נוכחות  

בין אם דרך הפרשת ליפאזות שהפכו  ,כי החיידקים תרמו גם בעצמם לתהליכי חמצון של השומן

שינויים   או  מחמצנות  מולקולות  יצירת  דרך  אם  ובין  חופשיות,  שומן  לחומצות  טריגליצרידים 

מנגנונים אלו עשויים   .(Sadighara and Barin 2012)בסביבה, שיכולים לזרז חמצון ליפידים  

מאן של הדגימות המאולחות לבין הדפוסים שנראו לאחר אלהסביר את הדמיון בין פרופיל הר

יה התבנית הספקטרלית משקפת תהליך חמצון יזום במי חמצן וברזל, ולחזק את האפשרות לפ

מאן  אממצא זה עשוי להעיד על יתרונה של ספקטרוסקופיית ר  .ם לחמצוןמוקדהמבני  שינוי  של  

ככלי רגיש במיוחד לאיתור שינויים מבניים ראשוניים בפרקציית השומן של חלב, גם במקרים  

 .שבהם שיטות כמותיות מסורתיות אינן מזהות שינוי ברור

ש  בשלב הניסויהשני  בחיידק  ל  ייעודי  אילוח  השוואה  ,בלבד Escherichia coli בוצע  ללא 

ההשפעה   את  לבודד  מנת  על  וזאת  המחקר,  של  אחרים  בחלקים  שנבחן  השני  לחיידק 

האילוח בוצע בריכוז חיידקים   ת.הספציפית של חיידק זה על פרופיל חומצות השומן במערכ

 .Wang et al)ת  ערכים המדווחים בספרובהשוואה ל (CFU/mL 10⁶ × 1.5) גבוה במיוחד

, לגרום לנוכחות החיידק לשנות את הרכב חומצות השומן בדגימת החלבוזאת במטרה  ,  (1997

החלב על  החיידק  של  הצפוייה  להשפעה  חיובית  ביקורת  כן,  כאיזושהי  כמו  החיידק.    רמות 

עלולות להיות רלוונטיות מבחינה פתולוגית לבריאות העטין ולגרום    משנו  הגבוהות בהן השת

, נצפו שינויים מובהקים   Escherichia coliאחרי האילוח בחיידקי    .לפגיעה באיכות החלב.

במערכת.   השומן  פרופיל  על  חיידקית  השפעה  על  מצביעים  והם  השומן  חומצות  בהרכב 

כא עקיפה.  או  ישירה  להיות  יכולה  הההשפעה  תוצאות  את  בחנו  ירידה    -GCשר  נצפתה 

רוויות קצרות שרשרת   זו עשויה לנבוע מפירוק  (,  10a)איור    C< 16בחומצות שומן  תופעה 
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־אוקסידציה, המאפשר את ניצולן כמקור פחמן  βהחומצות על ידי החיידק באמצעות מסלול   

(. במהלך תקופת האילוח ובכל נקודת זמן  (Pavoncello, Barras, and Bouveret 2022זמין  

שתיהן מתוארות  .  C15:0  -ו   C18:0 השומן  ותבריכוז חומצ   עקבית  שנדגמה, נצפתה עלייה

כי בריכוזים  Escherichia coliבספרות כחלק מהרכב חומצות השומן בממברנה של    , אם 

לפיכך, ייתכן שהופעתן והעלייה בריכוזן משקפות תרומה ישירה    .(Oursel et al. 2007)שונים  

חומצת   .חלבממברנה לתוך השל ליפידים חיידקיים בין אם באמצעות התרבות או שחרור רכיבי  

אולאית   ירע  C18:1השומן  מכן  ולאחר  האילוח,  לאחר  בריכוזה  סוף   דהלתה  עד  הדרגתית 

. השינוי בריכוז שלה  E.coliשל  חומצה זו מזוהה כחלק מהרכב הממברנה  גם  תקופת המעקב.  

דו שלבית: בשלב הראשון, העלייה בריכוזה עשויה לנבוע  -לאורך הזמן  עשוי לשקף תגובה 

בשלב  החדשים.  הסביבה  לתנאי  מוקדמת  ממברנלית  מהסתגלות  או  החיידק  מהתרבות 

המאוחר יותר, הירידה בריכוז החומצה הבלתי־רווייה עשויה לנבוע מתהליכי חמצון ליפידיים,  

לאילוח החלב   ייתכן והתגובה הדו שלביתשבמסגרתם קשרים כפולים רגישים לפירוק חמצוני.  

ו יתר.  ילאחר מכן קריסה של האוכלוסמצביעה על שגשוג החיידק  מאחר  יה כתוצאה מריבוי 

שחומצות שומן בלתי־רוויות אחרות נצפו ברמות נמוכות כבר בשלבים מוקדמים יותר, ייתכן  

שחומצה זו עברה חמצון רק לאחר שרוב חומצות השומן הרגישות יותר כבר התחמצנו, מה  

שנצפתה רק ביום השישי , C11:0 בנוסף  .שמעיד על סדר אפשרי בפירוק החומצות במערכת

ושל מרבית החיידקים     E. coliלאחר האילוח, אינה מתוארת כחלק מהפרופיל הליפידי של  

(.  Oshima and Ariga 1975)בכלל, למעט חיידקים תרמופילים שנמצאים במעיינות חמים  

ימים של הדגרת החלב המאולח בטמפ׳ החדר התפתחו אוכלוסיות של  ייתכן ולאחר שישה 

מיקרואורגנזימים אחרים ולהם פרופיל שונה של חומצות שומן. על מנת לבחון את האפשרות 

מיקרואורגניזמים   של  אנאליזה  לבצע  יש  לעומק  בחלב  הזו  שיטות    המשגשגים  באמצעות 

אינן היו זמינות בשלב זה של המחקר. תמיכה מבנית לשינויים בהרכב  מיקרוביאליות ואחרות ש

חומצות השומן התקבלה באמצעות ספקטרוסקופיית ראמאן, שם נצפתה עלייה משמעותית 

–C של קשרי  רטטפיקים שמיוחסים ל(  10b)איור  .  ¹⁻ ס״מ1130וב־  1060בעוצמת הפיקים ב־

C בקונפורמציית trans  בהקשר של מבנה הממברנה של החיידקים, קונפורמציות אלו מזוהות .

( בה הליפידים מאורגנים באופן קשיח (Tzong Hsien Lee et al. 2024   (Lβ) עם פאזה ג’לית

שומרת     E. coliלמרות שבמצב גדילה רגיל   gauche. ם שיעור נמוך של מבנים מסוגונמצא בה

 טמפרטורה, או מצבי עקה   pH על ממברנה נוזלית וגמישה יחסית, שינויים סביבתיים כגון

עשויים להוביל למעבר למבנה מסודר וקשיח יותר, שיכול להיות הגורם להופעת הפיקים האלו.  

של קבוצות  ויברציהול  המיוחס,  ¹⁻ ס״מ1754ירידה מובהקת בעוצמת הפיק ב־בנוסף, נצפתה  

אסטריים  טבאס (C=O) קרבוניל קשרים  של  פירוק  לשקף  עשויה  זו  ירידה  ליפידיים.  רים 

האנזימים  ביטוי  כי  ייתכן  החיידקי.  האילוח  בעקבות  שהחלה  ליפוליטית  מפעילות  כתוצאה 

שקפת שלב מתקדם יחסית בפירוק הליפידים על  הליפאזים ארך זמן מה, והירידה שנצפתה מ

 .(Chandra et al. 2020)ידי החיידקים 
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 השפעת אחסון חלב בתנאים לא נאותים  .5.4

במהלך הניסוי נבחנו השפעות של אחסון חלב מסחרי בטמפרטורת החדר, החל ממספר שעות 

על פרופיל חומצות השומן ודפוסי הספקטרום בראמאן, במטרה לדמות תנאים    ימים   5ועד  

תנאי אחסון לא  ריאליים של קלקול חלב, כפי שעלול להתרחש במהלך שרשרת האספקה או  

בבית   מתחילים  תקינים  ופיזיקליים  כימיים  שינויים  כי  הדגימו  שהתקבלו  הממצאים  הצרכן. 

הרכב  מיקים ככל שזמן האחסון מתארך. ניתוחלהתרחש כבר בטווח של שעות ספורות, ומע

הראה ירידה בריכוז חומצות שומן קצרות שרשרת, ממצא אשר     GCחומצות השומן באמצעות  

יזום ב־ . בדומה להסבר שניתן (11a)איור     E. coliתואם את התנהגות החלב לאחר אילוח 

ייתכן שהירידה נובעת מצריכה של חומצות שומן קצרות בא ־ β מצעות מסלולשם, גם כאן 

 .Pavoncello et al)  אוקסידציה מיקרוביאלי על ידי חיידקים המצויים באופן טבעי בסביבה

שרשרת  (2022 וארוכות  בינוניות  שומן  חומצות  בריכוז  עלייה  נצפתה  במקביל   בעיקר  –. 

C15:0 ו־ C16:0     מגמה שגם היא מזכירה את התנהגות המערכת לאחר אילוח חיידקי. כפי

, ייתכן כי חומצות אלו משקפות נוכחות של רכיבי ממברנה חיידקיים, או לחלופין  לעילשפורט  

באופן  .  (Oursel et al. 2007)מייצגות עלייה יחסית על רקע ירידה של מרכיבים נדיפים יותר  

חיידקים   בחיידק ספציפי,  זה של העבודה  אולחו בחלק  לא  טבעי, למרות שדוגמאות החלב 

להגיע מהעטיין  בפרק    יכולים  השינויים  את  שינויים שמזכירים  ולכן  החליבה  מציוד  או  עצמו 

בהקשר הקודם )אילוח חיידקי( ככל הנראה מבטאים שגשוג חיידקים מוגבר בטמפ׳ החדר.  

  מוחלטת  להיעלמות  עד,  ¹⁻ס"מ  1060/1080הספקטרלי, נמצאה ירידה חדה ביחס בין הפיקים  

על שינוי במבנה הסדר המולקולרי , תוצאה המ(11b  )איור  ¹⁻מ" ס  1060ב־  הפיק  של עידה 

מעבר   על  הנראה  ככל  ומעיד  חיידקי,  אילוח  לאחר  נצפה  זה  שינוי  גם  הליפידית.  בפרקציה 

של שרשראות השומן. הדמיון בין הדפוסים בשני     gaucheלמבנים המאופיינים בקונפיגורציית  

התנאים עשוי לרמז על כך ששניהם מערבים פעילות מיקרוביאלית שמובילה לשינויים בהרכב  

ומעבר מקונפיגורציית     . gaucheלקונפיגורציית    transובארגון הפאזה הליפידית של החלב 

יק יותר חד ומורגש סביב לפ  הפכה  ¹⁻ס"מ  880ל־  800הכתף שהייתה בדרך כלל באזור שבין  

קבוצה    -כולין  לקבוצת   ובעיקר,  פוספוליפידים  של  לנוכחות  שמקושר  בפיק  מדובר.  ¹⁻ס"מ  870

ההופעה  שלהם.  אופייני  לסמן  ונחשבת  מהפוספוליפידים  חלק  של  בראש  שנמצאת  כימית 

הברורה של הפיק הזה יכולה לרמז על עלייה בכמות הפוספוליפידים בתמיסה, ככל הנראה  

קבות עומס חיידקי גבוה, שהוביל לנוכחות מרובה של ממברנות חיידקיות העשירות באופן  בע

 והתגבר   שהלך,  בלבד  שעות  24  לאחר  ¹⁻ס"מ  1600טבעי בפוספוליפידים. הופעת הפיק ב־

בטבעות ארומטיות    C=Cמנים מאוחרים יותר, ידוע בספרות כפיק שמייצג קשרים כפולים  בז

(Cao et al. 2006)  אשר לא ידוע כפיק שמאפיין חומצות שומן. לאור זאת, סביר להניח כי ,

בתרכובות אחרות נוצרו או נוספו למערכת   ן כי , יתכמקורו של פיק זה אינו בשומני החלב עצמם

חמצן אטמוספרי וחום או בשל מטבוליזם של החיידקים.  בכתוצאה מחמצון    ,במהלך האחסון
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והובילו   חלבונים  פירקו  אשר  חיידקים  של  מטבוליים  בתוצרים  שמדובר  היא  אחת  אפשרות 

של נגזרות  או  פנול  כדוגמת  ארומטיות,  תרכובות  של  יצירה  או  אמינו    לשחרור  חומצות 

וראמאן מאפשר תיאור רגיש  GC ארומטיות. מכלול הנתונים הללו מצביע על כך ששילוב של

- ומעמיק של תהליך קלקול חלב  הן במונחים כמותיים של חומצות שומן והן ברמה המבנית

מולקולרית. ממצאים אלו מחזקים את הטענה כי גם שינויים ראשוניים, באים לידי ביטוי ברור  

טרום הראמאן. בנוסף, הניתוח הספקטרלי מאפשר לא רק זיהוי של תוצרים, אלא גם  בספק

 .מעקב אחרי התקדמות התהליך והשלבים המולקולריים המלווים אותו

 מסקנות  .5.5

איור מסכם, חיצים ירוקים מציינים עלייה יחסית בעוצמה, בשכיחות או בתרומה של התהליך/המרכיב    . 12איור  
המוצג, בעוד שחיצים אדומים מציינים ירידה יחסית. סמלים כימיים מייצגים שינויים מבניים או תגובות אופייניות  

התרשים מסכם    ים ניסיוניים שונים. בתהליך המבני של השומנים, וסמלי הכוסות מייצגים את מצב החלב תחת תנא 
 מגמות כלליות ואינו משקף ערכים כמותיים מוחלטים. 

זו עבודה  באיור    ממצאי  בין ו  12מסוכמים  בשילוב  שימוש  של  הפוטנציאל  את  מדגימים 

לפיתוח אלגוריתם שיאפשר ניטור של איכות חלב    GC -ספקטרוסקופיית ראמאן לניתוח כימי

לא תקינים, לרבות חמצון ואילוח חיידקי. הגישה שהצגנו מאפשרת וזיהוי מוקדם של תהליכים  

ספקטרליים   סמנים  של  וזיהוי  החלב,  של  הליפידית  בפרקציה  מבניים  שינויים  של  איתור 

אופייניים למצבים ספציפיים. חדשנותה של העבודה מתבטאת ביכולת לזהות אותות מוקדמים  

נויים גסים במדדים סטנדרטיים, ובכך  להתדרדרות באיכות החלב, עוד לפני שמתרחשים שי

היא עשויה לתרום לפיתוח כלים יישומיים בתעשיית החלב לשם בקרת איכות, מיון, והתראה 

עם זאת, יש לציין מספר מגבלות מהותיות.    .על תנאי אחסון לקויים או תהליכי קלקול ביולוגיים

עקה מלאכותיים כמו  ראשית, למרות שהצלחנו לאפיין היטב את התגובה של החלב לתנאי  

חמצון מבוקר או אילוח בריכוזים גבוהים, נדרש מחקר נוסף שיבחן שינויים אלו גם בתנאים 

פיזיולוגיים טבעיים  למשל חלב שמקורו בפרות עם דלקות עטין כרוניות או אקוטיות. אתגר  

לית, כך  נוסף הוא יצירת בנק דגימות מייצג ומדויק, שבו רמת השונות בין הפרטים תהיה מינימ
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שניתן יהיה לקשור בביטחון בין פרופיל ספקטרלי לבין מצב פיזיולוגי ספציפי של הפרה. יתרה  

גולמי  מכך, קיימת מגבלה מובנית בזיהוי החיידקים עצמם או של שלב הדלקת, שכן בחלב 

גורמים שאינם  רחב של  והסיגנל הספקטרלי מושפע ממגוון  מורכב מאוד,  המרקם הביולוגי 

בשליט משתנים  תמיד  של  בידוד  שיאפשרו  נוספות  גישות  ולפתח  להמשיך  יש  כן,  על  תנו. 

ביולוגיים רלוונטיים, וחיזוק של היכולת לחלץ מידע משמעותי מתוך המורכבות של מטריצת 
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 נספחים

קובצי ספקטרום ראמאן בפורמט    :1נספח   ואיחוד של  לקריאה  אותנו  קוד הפייתון ששימש 

הקוד עושה    cm⁻¹  1440ל־  1060בסיסי ולחישוב יחס אינטנסיביות בין    טקסט, לזיהוי פיקים 

מרובה גיליונות הכולל את     Excel   ומפיק קובץ scipy.signal ו־   pandas שימוש בספריות

 .לכל דגימה 1-סמ 1060/1440כל הנתונים המאוחדים, סיכום הפיקים ויחסי 

 

import pandas as pd 
import os 
from scipy.signal import find_peaks 
 
def extract_data_from_txt(file_path): 
    data = pd.read_csv(file_path, delim_whitespace=True) 
    data['#Wave'] = data['#Wave'].round(0).astype(int) 
    return data 
 
def merge_data_into_master(master_df, new_df, file_name): 
    fname = os.path.splitext(file_name)[0] 
    new_df = new_df.rename(columns={"#Intensity": fname}) 
    master_df = pd.merge(master_df, new_df, on="#Wave", how="outer") 
    master_df = master_df.loc[:, ~master_df.columns.duplicated()] 
    master_df = master_df.drop(columns=[c for c in master_df.columns if 
c.lower().startswith("#datasetindex")], errors='ignore') 
    master_df = master_df.loc[:, (master_df != 0).any(axis=0)] 
    return master_df 
 
def process_txt_files_in_folder(folder_path): 
    master_df = pd.DataFrame(columns=["#Wave"]) 
 
    for file_name in os.listdir(folder_path): 
        if file_name.endswith(".txt"): 
            print(f"Processing {file_name}") 
            file_path = os.path.join(folder_path, file_name) 
            df = extract_data_from_txt(file_path) 
            master_df = merge_data_into_master(master_df, df, file_name) 
 
    master_df = master_df.sort_values("#Wave").reset_index(drop=True) 
 
    peaks_summary = [] 
    for col in master_df.columns: 
        if col == "#Wave": 
            continue 
        intensities = master_df[col].fillna(0).values 
        peak_inds, _ = find_peaks(intensities) 
        for idx in peak_inds: 
            peaks_summary.append({ 
                "File": col, 
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                "Wavelength": master_df.loc[idx, "#Wave"], 
                "Intensity": master_df.loc[idx, col] 
            }) 
    peaks_df = pd.DataFrame(peaks_summary) 
 
    ratios = [] 
    for col in master_df.columns: 
        if col == "#Wave": 
            continue 
        intensity_1060 = master_df.loc[master_df["#Wave"] == 1060, col].values 
        intensity_1440 = master_df.loc[master_df["#Wave"] == 1440, col].values 
        if len(intensity_1060) > 0 and len(intensity_1440) > 0: 
            val_1060 = intensity_1060[0] 
            val_1440 = intensity_1440[0] 
            ratio = val_1060 / val_1440 if val_1440 != 0 else None 
        else: 
            val_1060 = val_1440 = ratio = None 
        ratios.append({ 
            "File": col, 
            "Intensity_1060": val_1060, 
            "Intensity_1440": val_1440, 
            "Ratio_1060_to_1440": ratio 
        }) 
    ratios_df = pd.DataFrame(ratios) 
 
    output_path = os.path.join(folder_path, "output_data.xlsx") 
    with pd.ExcelWriter(output_path, engine="openpyxl") as writer: 
        master_df.to_excel(writer, index=False, sheet_name="All_Data") 
        peaks_df.to_excel(writer, index=False, sheet_name="Peaks") 
        ratios_df.to_excel(writer, index=False, 
sheet_name="1060_1440_Ratios") 
 
    print(f"Data saved to: {output_path}") 
 
folder_path = "/folder-path/" 
process_txt_files_in_folder(folder_path) 
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שמן    -bשמן בלבד ללא מחמצנים.   a- בשמן קנולה לאורך זמן.  MDA (µM)ריכוזי    :2נספח  

 ,0hהעמודות מציגות ממוצע סטיית תקן בשלושה זמנים:  ברזל וחומצה אסקורבית.  בנוכחות  

1h, 16h .)שעות( 

 




