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چربی. فعالیت آنتی اکسیدانی قهوه

اهداف آزمایش: 
۱. آشــنایی بــا روش هــای شــناســایی و تشخیص انــواع 

چربی ها 
۲. کار با میکروپلیت و دستگاه الایزا 

 serial dilution ۳. آشنایی با روش

زمان آزمایش: ۹۰ دقیقه 

طراح آزمایش: الهام پرند

این فایل به منظور آموزش عملی دانش پژوهان المپیاد زیست شناسی ایران گردآوری شده است.

آزمایشگاه آموزشی 
بیست ودومین المپیاد 
زیست شناسی ایران

بیوشیمی
روز سوم 
۹۸/۴/۳۱



جداسازی چربی های مغز 
 مـغز مـوش در محـلول فـسفات سـالین هـموژنـایز شـده و سـپس تـوسـط کلرفرم-مـتانـول گـانگلیوزیدهـا از سـایر چـربی 
هـای مـغز جـدا شـده انـد و این چـربی هـا در اختیار شـما قرار داده شـده اسـت. از این محـلول می تـوان برای شـناخـت 
لیپیدهـای مـغزی اسـتفاده کرد. هـدف اصلی انـجام تسـت TLC اسـت فـقط کلسترول بـه عـنوان یکی از گـزینه هـای 

در دسترس موجود را در کنار مغز بررسی کنید. 
روش کار: 

بر روی کاغذ با مداد با یک فاصله 1cm خط بکشید. 1.
توسط سمپلر 1µl از نمونه و همین مقدار کلسترول بر روی خط قرار دهید. 2.
کاغذ را در بشر حاوی حلال قرار دهید. 3.
پـس از بـالا آمـدن بـافـر تـا نـزدیک بـه انـتها کاغـذ را بـردارید. آخــرین محـلی که حـلال تـا آنـجا بـالا آمـده را 4.

مشخص کنید. 
توسط تکنیکی که برایتان توضیح داده می شود شناسایی لیپیدها را انجام دهید.  
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تشخیص اسید چرب اشباع از غیراشباع 
از بین رفتن رنگ پرمنگنات به علت اکسید شده چربی های غیر اشباع است. 

روش کار: 
در لــولــه  A که حــاوی چــند میلی لیتر ســدیم کربــنات اســت چــند قــطره روغــن زیتون بــریزید و حــل کنید محــلول 
شیری بــه دســت می آید قــطره قــطره محــلول پــتاسیم پـرمــنگنات رقیق بــه آن اضــافــه کنید مــشاهــده خــواهید کرد 
رنـگ پرمـنگنات از بین می رود. پـس از افـزودن چـند قـطره بیشتر دیگر رنـگ از بین نمی رود. از بین رفـتن رنـگ بـه 

معنای حضور چربی های غیر اشباع است. 
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تست تشخیص کلسترول 
اسـاس این تسـت بـر پـایه واکنش اسید سـولـفوریک در حـضور انیدرید اسـتیک و ایجاد رنـگ اسـت که بـه صـورت 

زیر است. 
بی آب شدن 1.
متراکم شدن 2.
ایزومریزاسیون 3.
تولید رنگ 4.

رنگ قرمز معرف حضور کلسترول است. 

روش کار: 
شما دو لوله 1 و 2 در اختیار دارید. از هر کدام مقدار 2ml به یک لوله خشک انتقال دهید. 1.
 لوله ها را حتما لیبل کنید.  2.
به هر لوله مقدار 2ml معرف اضافه کنید. 3.

کدام لوله حاوی کلسترول است؟ 
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فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره قهوه 
اکسیداسیون زیستی رادیکال هـای آزاد اکسیژن فـعالی تـولید می کند که می تـوانـند مسـبب آسیب هـای 
جـدی بـه سـلول هـا شـونـد. آنتی اکسیدان هـا مـولکول هـایی هسـتند که می تـوانـد رادیکال هـا را پـاکسازی 
رکیبات احیا کننده  می کنند پــــس فــــعالیت اکسیداتیو را مــــهار می کنند. آنتی اکسیدان هــــا شــــامــــل تـــ
رکیبات تیولی، اسید آسکوربیک و فینولیک هســـتند. قـــهوه تهیه شـــده از  (reducing agent) مـــانـــند تــ

دانه های قهوه داغ شده یک منبع بالقوه آنتی اکسیدان هاست. 
 در این آزمـــــایش٬ یک ســـــنجش پـــــاکسازی رادیکال آزاد (scavenging assay) بـــــا رادیکال آزاد -2,2
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) انـــجام می شـــود که در آن DPPH احیا شـــده و رنـــگ بـــنفش 

خود را از دست می دهد. 
مـــقدار SC50 (scavenging capacity) مـــعمولا بـــرای ســـنجش فـــعالیت آنتی اکسیدانی اســـتفاده می 
شـود. این مـقدار مـعادل غلظتی از نـمونـه اسـت که 50% رادیکال هـای DPPH را پـاکسازی میکند. جـذب 
DPPH در طــول مــوج  ۵۱۷nm انــدازه گیری می شــود. میزان جــذب نــمونــه بلنک blank نــاچیز فــرض 
میشود. جــــذب محــــلول کنترل (Ac ,without scavenger)  و نــــمونــــه (As) بـــرای مــــحاســــبه درصــــد 

پاکسازی برای هر غلظتی ازنمونه مطابق فرمول زیر به دست می آید: 
SC% = (Ac - As) × 100 / Ac 

 scavenging) نـــمونـــه هـــا و درصـــد پـــاکسازی concentration series نـــموداری بـــر اســـاس لـــگاریتم
percentage) تهیه می شود، که بر اساس آن مقادیر SC50 محاسبه خواهد شد. 

در این پـــژوهـــش، دانـــه هـــایی از واریته Vietnamese coffee (Coffea canephora) بـــرای فـــعالیت 
آنتی اکسیدانی بــررسی خــواهــند شــد. پــودر دانــه هــای قــهوه (۱ گـرم) را در deionized water   هشــتاد  
رای ۳۰ دقیقه حـل کردیم، سـپس فیلتر شـد و آب بـه میزانی بـه آن اضـافـه گـردید که  درجـه سـانتیگراد بـ

حجم نهایی به ۲۰۰ میلی لیتر محلول عصاره برسد. 

روند آزمایش و سوالات 

Fig 2.1. 96-well microplate 
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میکروپلیت ۹۶ چـاهکی فـوق برای یک serial dilution بـه کار می رود. هـمان طـور که میدانید محـل هـر چـاهک 
باحروف A تا H برای ردیف ها  و اعداد 1 تا 12  برای ستون ها مشخص می شود. 

با استفاده از سمپلر ۴ محلول آسکوربیک اسید (AA4 - AA1 در خانه های A1 تا A4 میکروپلیت ۹۶ 1.
 serial با (در میکروپلیت ۹۶ تایی A9 تا A6 در خانه های CC4- CC1 ) تایی) و ۴ محلول عصاره قهوه
/mg و ml/mg 0.025 با ضریب رقت ۲، درست می کنیم تا به ترتیب به حداقل رقت های dilution

ml 0.625  برسیم. 
حجم هر محلول قبل از فراهم کردن رقت بعدی باید  ۲۰۰ میکرولیتر باشد. -
دقـت کنید اگـر مشکلی در لـود کردن هـریک از این خـانـه هـای (well) گـفته شـده پیش آمـد، از خـانـه هـای -

رای محـلول آسکوربیک اسید AA4 - AA1 و یا اگـر در لـود کردن عـصاره قـهوه مشکلی پیش آمـد  H4- H1 بـ
ازخانه های H9-H6  برای محلول های CC4 -CC1 استفاده نمایید. 

این جــدول را در پــاســخنامــه  بــا مــقادیری که بـرای آمــاده ســازی محــلول هــای اسکوربیک اسید و عــصاره قــهوه پــر 
کنید. 

 20 میکرولیتر از محلول های ردیف A (که اسکوربیک اسید یا/و عصاره قهوه است) را به چاهک های 2.
مــتناظــر در ردیف هــای B و C و D انــتقال دهید. (اگــر هــر کدام از ردیف هــا را خــراب کردید می 

توانید ازردیف های E  یا F یا G استفاده کنید.) 
به هر کدام از چاهک های B11 و C11 و D11 بیست میکرولیتر آب اضافه کنید. 3.
راحـــل ۲ و ۳ آمـــاده کرده اید 4.  مـــقدار 180 میکرولیتر DPPH را بـــه هـــمه چـــاهک هـــایی که در مــ

اضافه کنید. 
درب میکروپلیت را گذاشته و برای ده دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید.  5.
پـس از پـایان این مـرحـله، دسـت خـود را بـالا بگیرید تـا مسـئول آزمـایشگاه بـه شـما کمک کند تـا 6.

جذب را در الایزا ریدر اندازه گیری کنید. 

سوالات 
لـگاریتم  (log10) غـلظت اسکوربیک اسید و عـصاره قـهوه را مـحاسـبه کنید و در جـدول وارد کنید. 1.

(توجه داشته باشید که اعداد خود را تا دو رقم اعشار رند کنید.)  

بــا اســتفاده از مــقادیر مــحاســبه شــده، نــمودار خــطی scavenging percentage بــر اســاس 2.
لگاریتم (10log) غلظت آسکوربیک اسید  رابکشید. 

مقدار 50SC  را برای اسکوربیک اسید و عصاره قهوه محاسبه کنید. 3.
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بـا اسـتفاده از پـروتـوکل مـشابهی، مـقادیر SC50 عـصاره چـند واریته قـهوه بـه صـورت زیر مـحاسـبه 4.
شد: 

فعالیت آنتی اکسیدانی انواع متفاوت دانه های قهوه و همچنین دانه موجود در پژوهش (Z) را مقایسه 
کرده و مقادیر آن را از قوی ترین به ضعیف ترین مرتب کنید. 

Coffee extract SC50

X 3.8 mg/mL

Y 2.6 mg/mL
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