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  تقدير الكولسترول في الحليب بالطريقة الأنزيمية المستخدمة لتقدير كولسترول الدم

  قاسم إبراهيم محمد

     جامعة بغداد–كلية الزراعة / قسم علوم الأغذية والتقانات الإحيائية   

 المستخلص
اجريت الطريقة أولآ بصوبنة دهن الحليب .قديره في الحليب حورت الطريقة الأنزيمية التي تستخدم في تقدير نسبة الكولسترول في الدم لتكون ملائمة لت 

 مل من 5مل من الحليب الكامل الدسم أو نصف الدسم أو الحليب الفرز مع 0.2  حيث مزج ,وهو موجود في عينة الحليب دون الحاجة الى استخلاصه

دقيقة مع 15م لمدة 80�دا وسخنت بحمام مائي على درجة حرارة  مولاري هيدروكسيد البوتاسيوم  الكحولي في انبوبة اختبار، اغلقت جي 0.5محلول 

 5000ثم جرى لها طرد مركزي على .ثواني  10 مل هكسان ومزجت لمدة 5مل ماء مقطر و1وبعد تبريدها بالماء اضيف لها . دقائق 5التحريك كل 

مل من المحلول الأنزيمي المكون من أنزيم 1م وأضيف �37 مل وجففت على درجة 0.25 دقائق ،سحب من طبقة الهكسان 5دورة في الدقيقة لمدة 

 دقائق قدرت 10/  م�37وبعد الحضن على درجة حرارة .  الاسبانيةSpinreactالبيروكسيديز و أوكسيديز الكولسترول والاستريز الجهزة من شركة 

 مل  وقد كانت نتائج 100/ ملغم 200كولسترول تركيزه  نانوميتر والمقارنة مع قراءة محلول قياسي لل550التراكيز بجهاز المطياف على قدرها 

 0.04±12.19 ; 0.03±5.30 ; 0.01± 1.29(للحليب الفرز والنصف دسم والحليب كامل الدسم الدسم ) الانحراف القياس(± المتوسط الحسابي 

، وذجا قياسيا معلوم التركيز لدراسة كفاءة ودقة الطريقة مما تجدر الإشارة إليه إلى انه كان من بين هذه النماذج نم. على الترتيب) مل حليب100/ملغم

والتي تعكس كفاءة ودقة عاليتين مقارنة بمثيلاتها المعتمدة %   99.89وأشارت نتائج التحليل الإحصائي ان معامل التحديد باستخدام هذه الطريقة كان 

ولها دقة عالية لذا ينصح باجرائها بشكل روتيني لتقدير نسب الكولسترول في تعتبر هذه الطريقة سهلة وسريعة وقليلة الكلفة . في تقدير الكولسترول

  .                      الحليب ومنتجاته
 

The Iraqi Journal of Agricultural Sciences 41 (3):  100-105 ,2010                                          Mohamed .               
DETERMINATION OF CHOLESTEROL IN MILK BY ENZYMATIC 

METHOD EMPLOYED IN DETERMINATION OF BLOOD CHOLESTEROL 
Kaseem. I. Mohamed 

Dep  of Food Science and Biotechnology /College of Agriculture/University of 
Baghdad. 

ABSTRACT  
 The enzymatic method for determination of cholesterol in blood serum was modified to be suitable for 

determination of cholesterol in milk. Milk samples (0.2 g) are saponified directly (with out extraction of fat) in 

capped tubes with ( 0.5) Mmethanolic KOH solution by heating for 15 min at80°C. After cooling with tap water 

,1ml of distilled water  was added to the mixtures shaked well for 10 seconds, and the unsaponifiable fractions were 

extracted with 5ml  hexane.The reaction was carried out by using 0.25ml of hexane layer after evaporating the 

hexane at 37°C,mixed  for 10 minute with 1ml of  enzymatic kit supplied by Spinreact co. [ cholesterol esterase(CE), 
cholesterol peroxidase, cholesterol oxidase(COD)] ، the concentration determined by using spectrophotometer at 

550nm  and compare with standard solution at concentration 200mg/100ml. The arithmetic mean of cholesterol 

content for skim milk, half cream milk, and the whole milk were found(1.29 ± 0.01,5.30±0.03and12.19±0.04) 

mgm/100 ml respectively. The precision was 99.89%. The method has been successfully applied to quantitate 

cholesterol in a variety of milk . 
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 المقدمة   

      الكولسترول مادة دهنية أساسية في تكوين أغشية 

بالإضافة إلى ذلك يلعب . الخلايا في جميع الأنسجة الحيوانية

الكولسترول دورا مركزيا في الأستقلاب الحيوي لذلك تقوم 

أغلب الكائنات حقيقة النوى  بإنتاج هذا الستيرول ، وهو 

 و بنسب ضئيلة في موجود بكثرة في الأنسجة الحيوانية

يمثل الكولسترول كذلك . ) 14(أنسجة النبات والفطريات 

ساسية في تشكيل الهرمونات الستيرويدية و الفيتامين لأاللبنة ا

يصنع جسم الإنسان أغلب كميات الكولسترول التي .)د(

يحتاجها فيما توفر التغذية الباقي، و يقع إنتاجه بشكل رئيسي 

حمل الكولسترول في مجرى الدم في الكبد و الأمعاء ويتم 

ويوجد نوعان لهذه المادة إما " الليبوبروتين"في صورة مادة 

) LDL(ليبوبروتين منخفض الكثافة ويشار إليه بالاختصار 

وهذا دليل على نسبة كولسترول مرتفعة وله دور في 

والعكس مع الليبوبروتين عالي . الإصابة بأمراض القلب

، وهو يدل على  )HDL(بالاختصار الكثافة والذي يشار إليه 

نسبة كولسترول معتدلة في اللايبوبروتين ،وله فائدة في 

 تقوم البروتينات .خفض نسبة الإصابة بأمراض القلب

بحمل الكولسترول من الكبد ) LDL(الدهنية منخفضة الكثافة 

إلى باقي أعضاء الجسم فيما تقوم البروتينات الدهنية عالية 

يفترض حاليا أن  .)(6جاعه لتعويضهبإر) HDL(الكثافة 

ارتفاع نسبة الكولسترول في الدم، و الذي يمكن أن ينتج عن 

عوامل غذائية و وراثية، هو السبب الرئيس في أمراض 

صابة لإتساهم هذه الظاهرة في خطر ا. تصلب الشرايين

أو السكتة الدماغية نتيجة ) ذبحة صدرية(باحتشاء قلبي 

ب البروتينات الدهنية منخفضة و تلع. لتكون خثره دموية

دورا رئيسيا في تصلب الشرايين حيث أن ) LDL(الكثافة 

وساط السريرية بارتفاع لأارتفاعها عن حد معين يسمى في ا

فيما يمثل ارتفاع نسبة البروتينات ". الكولسترول الضار"

درجة من الحماية ضد هذه ) HDL(الدهنية عالية الكثافة 

 الكولسترول يرقى إلى الذهن عندما يذكر. )(14مراضلأا

على الفور بأنه شئ غير مفيد وضار بصحة الإنسان، لكن 

 -:على العكس تماما لأنه إحدى العناصر الهامة في تكوين

والتي تساعد في هضم (أحماض العصارة الصفراوية 

 فيتامين د و هرمون  و)Bile acids)(الدهون

ام كما أنه ضروري وه.البروجيسترون والايستروجين

لأغشية الخلايا لكي يعطى لها صفة المسامية والقيام 

يحتاج جسم الإنسان إلى كمية قليلة من  .)5 ( بوظائفها

 50الكولسترول لتغطية احتياجاته، علما ان الجسم يستخدم 

ملغم من الكولسترول لإنتاج الأدرنالين من قبل الغدة 

نية الادرنالية فضلاً عن أهمية دوره في نقل الأحماض الده

 يتراوح .ولاسيما الأحماض الدهنية غير المشبعة إلى الجسم

ملغم 150-250 مستوى الكولسترول في الدم بين  

مل وتعتمد عملية تنظيم مستواه في الدم على معدل 100\

اذ يستطيع الجسم تخليق . انتاجه وتحطيمه وطرحه خارجاً

 غم كولسترول في اليوم في خلاياه خصوصاً الكبد 1-2

 4-3عد المصدر الثاني له إذ ينتج الكبد حوالي الذي ي

أضعاف الكولسترول الذي مصدره الغذاء ويكون المصدرين 

لذا كان من المهم خفض مستويات  )  5(في حالة توازن   

الكولسترول في الغذاء المتناول ، وهذا يعني معرفة كميته 

بشكل دقيق وسريع في هذا الغذاء وكما اهتم بعض الباحثين 

لة الكولسترول من الحليب قبل إجراء تصنيع بعض بإزا

 وكذلك قي الاغذية )Kwak11 (10,  منتجات الألبان 

تقسم الطرائق المتبعة لتقدير الكولسترول إلى . الاخرى 

نوعين، يشمل النوع  الأول التفاعلات اللانزيمية والنوع 

الثاني التفاعلات الإنزيمية المتضمنة تفاعل الكولسترول مع  

Cholesterol oxidase لتكوين بيرو كسيد الهيدروجين  

 .)  (18 والتي تتناسب كميته طردياً مع كمية الكولسترول 

تعتمد الطرق القديمة المستخدمة في تقدير الكولسترول  إتباع 

خطوات طويلة   و استعمال كواشف خطرة ومذيبات 

عضوية بكميات كبيرة وذات كلفة عالية وتستغرق وقتا 

لتحليل فضلاً عن حاجتها لعدة خطوات تجرى على طويلا با

 (12)   النموذج مما يؤدي الى ضياع نسبة منه عند التقدير

يجرى  ) IDF )9 ففي طريقة الاتحاد العالمي للالبان  ألـ 

تحضير النموذج ووزنه ثم إجراء الصوبنة  ثم استخلاص 

المواد غير المتصبنة بالا يثر لثلاث مرات بعدها يجفف بعد 

رشيحه  ومن ثم تفصل المواد الغير مصبنة على صفائح ت

اذ يتم  تعيين الكولسترول ومن ثم )  TLC(الطبقة الرقيقة 

يقشط ويذاب بمذيبات عضوية و  يرشح  بعدها يجرى تبخير 

المذيبات العضوية  ومن ثم يعين الكولسترول بإحدى الطرق 
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ديثة  لذلك اتجهت الدراسات الح.  الكروماتوكرافية الحديثة

الى استعمال الطرائق الكروماتوكرافية المختلفة والتي هي 

الاخرى تتطلب وقتا واستخلاص المادة الدهنية  أولا ومن ثم 

  لذا أصبحت .  ) 15 , 12, 7 , 1,2(عمل المشتقات 

الطرائق الإنزيمية مهمة جدا في تقدير الكولسترول لسرعتها 

لذلك هدفت   .)4 , 3(ودقتها العالية وفضلاً عن تخصصها

الدراسة الحالية نحو تحوير طريفة لتقدير الكولسترول في 

 الزمن مع الحرص على اختصار  الحليب بالطرق الإنزيمية

  .ودقة النتائج وقلة الكلفة

  المواد وطرائق العمل

، الميثانول، الهكسان:         استخدمت المواد الآتية

  (وهيدروكسيد البوتاسيوم المجهزة من شركة 

Merk(Darmsdt,Germanyإما ،  وذات النقاوة العالية

 Cholesterolالمحاليل الإنزيمية التي احتوت على 

esterase (CE) 300u/l, Cholesterol Oxidase 

(COD) 300u/l, Peroxidase (POD) 1250u/l) 

وقد كان ) 16(الاسبانية ) Spinreact(جهزت من شركة 

حضر . مل100/ ملغم200تركيز الكولسترول القياسي 

 غم هيدروكسيد البوتاسيوم في 14محلول الصوبنة بإذابة 

واستعمل جهاز ) 0.5M( مل ميثانول للحصول على 500

  استعملت .صيني المنشأ ) BELL 1102(المطياف طراز 

نماذج الحليب المجهزة من معمل البان كلية الزراعة جامعة 

 كما في بغداد وأجريت عليها عملية الصوبنة المباشرة

Fletouris مل من حليب 0.2حيث سحب ) 8(  وجماعته 

الفرز والنصف دسم والحليب كامل الدسم كل على حدة إذ 

 مل وأضيف لها 20-15وضعت في انبوبة اختبار حجم 

وغلقت الأنابيب )  مل5(هيدروكسيد البوتاسيوم الميثانولي 

 لمدة م� 80بإحكام ثم وضعت في حمام مائي بدرجة حرارة 

 دقيقة تخللها عملية مزج لثلاثة مرات بعدها بردت 15

 مل 5 مل ماء مقطر و1الأنابيب بماء الحنفية وأضيف إليها 

 ثم تركت لتركد , ثواني 10من الهكسان مع المزج لمدة 

 دورة 5000(بعدها ثم اجري عليها عملية طرد مركزي 

 مل من طبقة الهكسان 0.25ثم سحب )  دقائق5بالدقيقة لمدة 

 مل من 1م وأضيف إليها  37�ت بدرجة حرارة اوجفف

م 37�خليط المحلول الإنزيمي وحضنت على درجة حرارة 

 ثم قيست ,  دقائق   حتى ظهور اللون الوردي10لمدة 

 550الامتصاصية بجهاز المطياف على طول موجة 

نانوميتر واستعملت المعادلة الآتية لحساب تركيز 

   :كما موضحة أدناه) 16(الكولسترول 
 

 
  النتائج والمناقشة       

    اجريت تجربتان أوليتان لتقدير كفاءة الطريقة  المقترحة 

استخدم في الطريقة الأولى محلول قياسي للكولسترول 

 كمعاملة العينات عوململ  والذي 100/ ملغم200بتركيز 

اذ قدرت كمية الكولسترول لعشرين مكرر وكانت النتائج  

 .)1(كما في الجدول 

                                                                     

  ).مل100\ملغم200( كفاءة الاستخلاص والتقدير للطريقة المطورة باستخدام الكولسترول القياسي . 1ل جدو

  كمية الكولسترول المقدرة

  مل100/ملغم 

195 ، 196 ،197 ، 197 ، 197 ، 197،197 ،197 ، 

197،197 ،198 ، 200 ، 200 ، 201 ، 201 ،202 ، 202 ، 

202 ، 202 ، 203   

(المعدل الحسابي 
−

X( 198.9 

  99.45%  كفاءة التقدير والاستخلاص

  SD  .56±الخطأ المعياري 

 وزن العينة × الامتصاصية للعينة                                                    
  = مل عينة100/لغم آولسترولم

                                                 
  0.2×للمحلول القياسي  الامتصاصية                                                 
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 نسب الكولسترول المقـدرة فـي النمـوذج         1ويبن الجدول   

لنتائج إن  وتبين ا ) مل  100\ملغم200(المحضر الذي تركيزه    

فـي  .   198.9المتوسط الحسابي للنسب المقاسـة كانـت   

، 0تجربة أخرى اضيف فيها الكولسترول القياسي بالتراكيز        

مل  إلى عينة الحليب     100/ ملغم 50،  40،  300،  20 ،   10

وقـدرت  %) 3(الكامل الدسم والذي كانت نسبة الدهن فيـه         

   بـين     نسبة الكولسترول فيه وكانت معادلة الانحدار الخطي      

ــدرة     ــه المق ــضاف  وكميت ــسترول الم ــة الكول كمي

ــع XYبواق 99.0046.0 ــل =+ ــة ) Y(  إذ تمث كمي

على ضوء ماتقدم .  الكولسترول المضاف) X(الكولسترول و

وهذا يعني  %) 99.89(بما يساوي   ) 2R(حدد معامل الدقة    

ءة والدقة  كما    إن طريقة الاستخلاص والتقدير كانتا من الكفا      

   يبين ذلك2 وجدول 1يظهر في شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 
 

الكامل الدسمالى الحليب ) مل100\ملغم(آمية الكولسترول المضافة                                                      

  .قدرة بالطريقة الانزيميةالعلاقة بين كمية الكولسترول المضافة إلى الحليب الكامل الدسم والكمية الم. 1شكل  

 

%) 3(دقة الاستخلاص والتقدير في الحليب الكامل ولخمس تراكيز مضافة من الكولسترول القياسي للحليب الكامل الدسم  2. جدول

  .دهن
  مل100/نسبة الكولسترول ملغم

حليب آامل 
  دهن% 3

% 3حليب آامل 
ملغم 10+دهن

  آولسترول

% 3حليب آامل 
ملغم 20+دهن

  آولسترول

% 3حليب آامل 
ملغم 30+دهن

  آولسترول

% 3حليب آامل 
ملغم 40+دهن

  آولسترول

حليب آامل 
3 %
ملغم 50+دهن

  آولسترول
13.00 22.65  32.60  42.72  52.40  62.37  
12.77  22.98  32.58  42.61  52.13  61.97  
12.88  22.58  32.47  42.64  52.33  62.07  
12.80  22.76  32.40  42.94  52.03  62.04  
13.10  22.88  32.50  42.84  52.10  62.15  
12.77  22.68  32.80  42.54  52.21  62.27  
12.88*  22.75*  32.57*  42.69*  52.20*  62.14*  

    مكرراتةالمعدل لكل ست*              
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على ذلك قدرت كميات الكولسترول في عينات للحليب        " بناء

الفرز والنصف دسم والكامل الدسم وكانت نتائج  لمتوسـط          

± 1.29 الانحــــراف القياســــي ± بي الحــــسا

ــم (0.04±12.19 و0.01،5.30±0.03 ــل100/ملغ ) م

  .3حليب لكل منهم على الترتيب كما مبينة في جدول

  

  
  . *قيم الكولسترول في عينات الحليب الفرز والنصف دسم والحليب آامل.  3جدول 

  ±المتوسط الحسابي   نوع الحليب
   الانحراف القياسي

 0.01±1.29  نده% 0.20حليب فرز 
  0.03±5.30  دهن% 1.50حليب نصف دسم 
  0.04±12.19  دهن% 3.00حليب آامل الدسم 

  LSD (  0.759(قيمة اقل فرق معنوي 
  .تمثل معدل لستة مكررات*                            

(يستدل من نتائج التحليل الإحصائي المتمثلـة بقـيم          
−

X( ±

ان قيمة اقل فرق معنوي كانت   ) 3جدول( قياسي  الانحراف ال 

وهذا يشير إلى دقة وكفاءة الطريقة المطورة قيـد         ) 0.795(

نستنتج من كل ماتقـدم ان      %. 5الدراسة وتحت نسبة خطأ     

الطريقة قيد الدراسة فيها عدد من الايجابيـات مثـل عـدم            

الحاجة الى استخلاص الدهن من الحليب وانما تجرى علـى          

 دقيقة  لذلك    30رة ،وان المدة اللازمة لاجراءها    الحليب مباش 

يمكن فحص عدد كبير من النماذج بـسهولة مـع امكانيـة            

ــده  ــسب ال ــضة بن ــاذج المنخف ــع النم .ناســتخدامها م
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