
 
 

 

 

نیمه سنجشی
فیزیولوژی.

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

   گیاهی. اســتخراج کافئین از بـرگ گیاه (۱۲ نــمره) | انــدازه گیری کمی رنگیزه هــا بــا 
اسـپکتروفـتومـتر (۱۴ نـمره) | انـدازه گیری غـلظت آنـزیم آلـفا آمیلاز (۲۴ نـمره) | شـناسـایی کیفی 

رنگیزه ها با استفاده از TLC (۱۵ نمره)

آزمایشگاه آموزشی 
بیست ودومین المپیاد 
زیست شناسی ایران

روز هفتم 
۹۸/۵/۱۵

    جانوری. تیتراسیون آسپیرین (۳۵ نمره)



 

به نکات زیر دقت کنید. 

تمامی پاسخ های خود را در پاخ نامه بنویسید. به هیچ وجه پاسخ های مندرج در برگه سوالات -
بررسی نخواهد شد. 

تمامی پاسخ های خود را تا سه رقم اعشار گرد کنید. -

مواد و وسایل خود را چک کنید. در صورت نقص در هر یک از مواد یا وسایل، تا 15 دقیقه پس -
از شروع تسک مهلت دارید تا با بالا بردن نشان قرمز، به مسئول آزمایشگاه اطلاع دهید. 

پس از به صدا در آمدن زنگ، بلافاصله خودکار خود را روی میز گذاشته و پروتوکل و پاسخ نامه -
خود را ببندید. 

به هیچ یک از سوالات شما پاسخ داده نخواهد شد. تنها در صورت بروز مشکل حاد، با بالا بردن -
نشان قرمز، به مسئول آزمایشگاه اطلاع دهید. 

در صورت ننوشتن نام یا شماره میز خود بر روی نمونه هایی که باید تحویل دهید، نمره آن برای -
شما محاسبه نخواهد شد. 

مسئول آزمایشگاه از جذب های شما عکس خواهد گرفت. تنها در صورتی نمره بخش جذب را -
خواهید گرفت که پاسخ شما همان عددی باشد که مسئول آزمایشگاه ثبت کرده است. 



لیست مواد و وسایل 
 گیاهی

.1 (DCM فالکون) دی کلرومتان
.2 (A ویال) A عصاره
.3 (B ویال) B عصاره 
.4 (C1 ویال) C1 عصاره 
.5 (C2 ویال) C2 عصاره 
.6 (M ویال) M عصاره
.7 (N ویال) N عصاره
بافر (ویال بافر) 8.
.9 (p ویال) نشاسته

.10  (n ویال) لوگول

.11 (EN ویال) اتر نفت
استون (ویال استن) 12.
چای کیسه ای ۵ عدد 13.
هیتر 14.
بشر 15.
میکروپیپت 1000 - 100 16.
رک تیپس آبی 17.
کاغذ صافی  18.
دکانتور  19.

پایه و گیره 20.

تیپس زرد ۲ عدد 21.
ارلن مایر کوچک 22.
کووت ۶ عدد 23.
رک کووت 24.
دستمال کاغذی ۳ عدد 25.
قیف 26.
تانک کروماتوگرافی 27.
.28 TLC کاغذ
پیست آب مقطر 29.
دستکش 30.
کرنومتر 31.
مارکر 32.
نشان زرد و قرمز و سبز  33.
Waste تر 34.
Waste خشک 35.
ماشین حساب  36.
مداد 37.
.38 خط مش

 جانوری
محلول ۰.۱ مولار NaOH (فالکون ۵۰ میلی لیتری) 1.
.2 (I ۱.۵ ویال) نشانگر فنیل فتالئین
پایه و گیره 3.
بورت 4.
پیپت 2۵ میلی لیتری 5.
ارلن مایر بزرگ 6.

بالن ژوژه ۱۰۰ میلی لیتری 7.

پوار 8.

قطره چکان 9.
قرص آسپیرین ۲ عدد (در ظرف بسته دور از رطوبت 10.

قرار داده شده است) 
.11 نشان آبی



استخراج کافئین از برگ چای (۱۲ نمره) 
کافئین یک مـــاده طبیعی اســـت که در بعضی گیاهـــان یافـــت می شـــود. این مـــاده بیشتر بـــه عـــنوان محــرک و اعتیادآور 
شـناخـته شـده و در پزشکی نیز کاربرد دارویی دارد. از مـنابـع کافئین چـای و قـهوه اسـت. در این بـخش قـصد داریم کافئین 
مـوجـود در برگ چـای را اسـتخراج کنیم. مـطابـق مراحـل زیر آزمـایش را انـجام داده و در فـاصـله هـای زمـانی ایجاد شـده، بقیه 

بخش های پروتوکل را انجام دهید. 
ابتدا 100 میلی لیتر آب مقطر درون بشر ریخته و بر روی هیتر قرار دهید تا شروع به جوشیدن کند. 1.
رار دهید و حــداکثر 5 دقیقه صــبر کنید تــا آب کامــلا قــهوه ای رنــگ 2. 5 عــدد چــای کیسه ای را در آب در حــال جــوش قـ

شود.(گهگاهی آن را با استفاده از تیپس تمیز هم بزنید.) مواظب باشید که تمامی آب درون بشر تبخیر نشود. 
بشـر را از روی هیتر بردارید و بـعد از مـقداری سرد شـدن، شـماره میز خـود را روی آن نـوشـته و بـا بـالا بردن نـشان سـبز 3.

آن را بـه مسـئول مـربـوطـه تـحویل دهید تـا درون یخچال بـگذارد. بـا گـذشـت 5 دقیقه بـه مسـئول مـربـوطـه اعـلام کنید که 
بشر را به شما برگرداند. توجه داشته باشید که چای های کیسه ای را تا این مرحله نباید دور بریزید. 

مـطمئن شـوید که دمـای محـلول تـقریبا برابـر بـا دمـای اتـاق اسـت. سـپس بـا فـشار دادن کیسه هـای چـای، آب هـای جـذب 4.
شـده ی آن را نیز بـه طـور کامـل درون بشـر ریخته و سـپس چـای هـا را دور بـریزید (تـا جـایی که می تـوانید کیسه چـای هـا را 

پاره نکنید و محتویات آن ها را داخل بشر نریزید). 
محـلول را بـا عـبور از کاغـذ صـافی، داخـل دکانـتور ریخته و بـه آرامی 10 میلی لیتر دی کلرومـتان (فـالکون DCM) بـه آن 5.

زنید. هـر 30 ثـانیه یک بـار در دکانـتور را بـاز کنید تـا بـخارهـای ایجاد شـده  اضـافـه کنید و بـه مـدت 2 دقیقه آن را هـم بـ
خارج شوند. 

دکانـتور را حـدود 3 دقیقه ثـابـت بـگذارید تـا دو فـاز از هـم بـه طـور کامـل جـدا شـونـد. می تـوانید بـه آرامی دکانـتور را تکان 
دهید تـا دو فـاز سـریع تـر از هـم جـدا شـونـد. سـپس تـمامی فـاز پـایینی را درون ارلـن کوچک بـریزید و فـاز بـالایی را در دکانـتور 
نـگه دارید. فـاز پـایینی ای که جـدا می کنید بـاید کامـلا شـفاف و زیتونی رنـگ بـاشـد و هیچ مـاده ای از فـاز بـالایی نـباید درون 

آن وجود داشته باشد. 
سـوال1.1: فـاز ارگـانیکی که درون ارلـن جـمع آوری کرده اید را بـا بـالا بـردن نـشان سـبز بـه مسـئول مـربـوطـه تـحویل دهید 
(شـماره میز خـود را روی آن بـنویسید). پـس از انـجام آنـالیزهـای لازم بـر روی عـصاره ای که اسـتخراج کرده اید، بـا تـوجـه بـه 
اسـتانـداردهـای مـد نـظر مسـئولین، جـدول زیر پـس از پـایان زمـان آزمـایشگاه تـوسـط مسـئول مـربـوطـه پـر می شـود. بـه همین 

دلیل لطفا در جدول زیر چیزی ننویسید. (12 نمره) 

  

C (3 نمره)B (3 نمره) A (6 نمره)استاندارد
وضعیت



اندازه گیری کمی رنگیزه ها با استفاده از اسپکتروفوتومتر(14 نمره) 
یکی از راه هــای تفکیک بین گیاه ســالــم و آفــت زده، مــقایسه مــحتوای کلروفیلی آن هــاســت. در این بــخش شــما مــحتوای 

کلروفیلی دو گیاه A و B را بررسی خواهید کرد و مشخص می کنید که کدام گیاه آفت زده است. 
عصاره های گیاهان A و B در اختیار شما قرار گرفته است. 

با بالابردن نشان زرد از مسئولین آزمایشگاه بخواهید تا برای استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر به شما نوبت 1.
دهد (وقت شما در این ایستگاه 3 دقیقه خواهد بود) (کووت و اتانول و تیپس در ایستگاه وجود دارد). 

نیم میلی لیتر از هر عصاره را به کووت هایی که در ایستگاه به شما داده می شود، انتقال دهید.  2.
به هر کووت 1.5 میلی لیتر اتانول اضافه کرده و خوب پیپتاژ کنید. 3.
جذب نمونه ها را در دو طول موج 649 و 665 نانومتر اندازه گیری کنید. 4.

سوال 2.1: جدول زیر را کامل کنید( غلظت های کلروفیل کل و کلروفیل b ,a را با استفاده از معادله های زیر بدست 
آورید) (10.5 نمره. جذب ها 1.5 نمره. غلظت ها 0.75 نمره) 

سوال 2.2 : نسبت غلظت کلروفیل a به b را برای عصاره های A و B محاسبه کنید (0.5 نمره). 

سوال 2.3: با توجه به نتایج به دست آمده در این بخش، درستی یا نادرستی گزاره های زیر را مشخص کنید (3 نمره. 
هر گزاره 1 نمره. نمره منفی برابر با نمره گزاره). 

الف. گیاه A تحت حمله آفت قرار گرفته است. 
ب. هنگام آلودگی به آفت تجزیه کلروفیل a بیشتر از کلروفیل b است. 

ج. نرخ فتوسنتزی گیاه B از گیاه A بیشتر است.  

کلروفیل bکلروفیل aکلروفیل کلجذب در 665 نانومترجذب در 649 نانومترعصاره

A

B

نسبت کلروفیل a به bعصاره
A
B



اندازه گیری غلظت آنزیم آلفا آمیلاز (24 نمره) 
نمونه های C1 و C2 عصاره های دانه های دو گیاه هستند. می خواهیم غلظت آنزیم آلفا آمیلاز را در آن ها مقایسه کنیم 

و تشخیص دهیم که کدام یک مربوط به گیاه گزروفیت است.  
نمونه های C1 و C2 در اختیار شما قرار دارد. 

با رقیق کردن عصاره ها، غلظت های مناسب آنزیم را در کووت مطابق جدول زیر بسازید. 1.

.2 (n ویال) را بـه کووت هـا اضـافـه کرده و پـس از 5 دقیقه100 میکرولیتر لـوگـول (p ویال) 500 میکرولیتر چسـب نـشاسـته
به آن اضافه کنید. 

بــا بــالا بـردن نــشان زرد جــذب محــلول هــا را در طــول مــوج 640 نــانــومــتر خــوانــش کنید (وقــت شــما در این ایستگاه 1 3.
دقیقه خواهد بود). 

سوال 3.1: جذب اصلاح شده محلول ها را در جدول زیر وارد کنید (18 نمره). 

کووت 1 کووت 2 کووت 3

500 200 100 آلفا آمیلاز

500 650 700 بافر

500 650 700 آب مقطر

کووت ۳ از 
C2 نمونه

کووت 2 از 
C2 نمونه

کووت ۱ از 
C2 نمونه

کووت ۳ از 
C1 نمونه

کووت ۲ از 
C1 نمونه

کووت ۱ از 
C1 نمونه

جذب



سوال 3.2: با استفاده از نتایج بدست آمده، نمودار جذب (محور y) به غلظت آنزیم (محور x) را برای هر دو نمونه رسم 
کنید (3 نمره). 

سوال 3.3: با توجه به نتایج بدست آمده تعیین کنید کدام یک از نمونه ها مربوط به گیاهی مزوفیت است؟ (در کادر 
مربوطه ضربدر بزنید) (3 نمره. نمره منفی دو برابر نمره سوال) 

C1
C2



شناسایی کیفی رنگیزه ها با استفاده از TLC (15 نمره) 
یکی از راه هـای تفکیک بین گیاه سـالـم و آفـت زده، مـقایسه میزان کیفی هـر کدام از رنگیزه هـایش اسـت. در این بـخش 
شــما بــه بــررسی کیفی رنگیزه هــا در دو گیاه M و N تــوســط تکنیک TLC خــواهید پـرداخــت و مــشخص می کنید که کدام 

گیاه آفت زده است. 
عصاره های گیاهان M و N در اختیار شما قرار گرفته است.  

10 میلی لیتر اترنـفت و اسـتون (بـا نسـبت 3 اترنـفت: 2 اسـتون) را بـه تـانک کرومـاتـوگرافی خـود اضـافـه کنید و درب آن 1.
را ببندید و حداقل 5 دقیقه صبر کنید. 

بـه آرامی بـا یک مـداد در حـاشیه هـای کاغـذ TLC خـود (1 سـانتی مـتر از سـطح  بـالا  برای نـقطه پـایان و 1 سـانتی مـتر از 2.
پـایین برای نـقطه شروع) خـط بکشید. همچنین کاغـذ خـود را بـا کشیدن خـطی عـمودی در وسـط بـه دو بـخش راسـت و 

چپ تقسیم کنید.  
.3 TLC را برداشته و آن را به صورت نقطه ای در وسط خط پایین بخش راست کاغذ M با تیپس زرد مقداری از عصاره

لود کنید. 
همین کار را برای عصاره N در وسط خط پایین بخش چپ کاغذ TLC انجام دهید. 4.
پس از خشک شدن کاغذ TLC، آن را درون تانک قرار دهید. 5.
پس از اتمام فرایند، نام خود را در پشت کاغذ بنویسید. 6.
با بالا بردن نشان قرمز، کاغذ TLC خود را به مسئولین آزمایشگاه تحویل دهید. 7.

سوال 4.1: مسئول آزمایشگاه با توجه به کیفیت کاغذ TLC شما ،نمره شما از این بخش را در این قسمت وارد خواهد 
کرد. لطفا در آن چیزی ننویسید (7 نمره). 

سوال 4.2: مقدار Rf را برای 3 باند بالایی هر کدام از عصاره ها محاسبه کنید و نام هر کدام را بنویسید (بالاترین باند، 
باند 1 است) (دقت کنید که تنها رنگیزه های فتوسنتزی اصلی مد نظر است) (4.5 نمره. نمره منفی برای رنگیزه ها برابر 

با نمره هر خانه). 

مقدار Rf برای باند های شماره باند
بخش راست

مقدار Rf برای باند های 
نام رنگیزهبخش چپ

1

2

3



سوال 4.3: با توجه به نتایج این بخش و همچنین دانسته های خود، درستی یا نادرستی گزاره های زیر را تعیین کنید 
(3.5 نمره. نمره منفی برابر با نمره گزاره). 

الف. تفاوت مقدار Rf کلروفیل a و b به دلیل تفاوت وزن مولکولی آن هاست. 
ب. آفت بر روی غلظت گزانتوفیل تاثیر می گذارد. 
ج. آفت بر روی غلظت بتا-کروتن تاثیر می گذارد. 

د. می توان گفت که گیاه M تحت حمله آفت قرار گرفته است. 
ه. اگر محلول تانک قطبی تر باشد، رنگیزه ها به خوبی جدا نمی شوند. 

و. برای مقایسه غلظت رنگیزه های گیاهان N و M، باید تعداد نقطه گذاری ها یکسان باشد. 
ز. اگـر گیاه M هـمان گیاه A در بـخش دوم و گیاه N هـمان گیاه B در بـخش دوم بـاشـد، بـا تـوجـه بـه نـتایج این بـخش و 

بخش دوم، تفاوت معناداری در غلظت کلروفیل های این دو گیاه به چشم نمی خورد. 



تیتراسیون آسپیرین (۳۵ نمره) 
رکیب آرومـــاتیک بـــه حـــساب می آید زیرا در  اســـتیل ســـالیسیلیک اسید (Aspirin) بـــا فــرمـــول مـــولکولی C9H8O4 یک تــ
ســاخــتار آن یک حــلقه بــنزنی وجــود دارد. آســپرین بــه طــور طبیعی در پــوســت درخــت بید یافــت می شــود. آســپرین بــه رده 

درمانی داروهای ضد التهاب غیر استروئیدی تعلق دارد و به شکل قرص در دسترس است. 
رکیبات دارویی حــاوی ســالیسیلیک اسید بــه دوران بــاســتان بــازمی گـردد. بیش از ۳۵۰۰ ســال پیش  پیشینه اســتفاده از تـ
بشــر این پــودر را می شــناخــت. در ســال ۱۸۰۰ یک بــاســتان شــناس آلــمانی که در مــصر تحقیق می کرد، بــا تـرجــمه یکی از 
پـاپیروس هـای مـصری مـتوجـه شـد که بیش از ۸۷۷ نـوع مـواد دارویی برای مـصارف مـختلف در مـصر بـاسـتان شـناخـته شـده 
بـود که یکی از آن هـا سـالیسیلیک اسید بـود که برای بـرطـرف کردن درد از آن اسـتفاده می شـد. در نـوشـته هـای دیگری که 
رای  در یونـان بـدسـت آمـده اسـت نیز مـشخص شـده که بشـر حـدود ۴۰۰ سـال پیش از میلاد از شیره پـوسـت درخـت بید بـ
درمـــان تـــب و درد اســـتفاده می کرده اســـت. همچنین آن هـــا هـــنگام زایمان زنـــان از این مـــاده بــرای کاهـــش درد اســـتفاده 
می کردنــد. امــروزه مــشخص شــده که مــاده مــوجــود در این شیره اسید ســالیسیلیک اســت. در ســال ۱۷۶۳ یک کشیش 
انگلیسی بـه نـام ادوارد اسـتون مـقالـه ای در جـلسه سـلطنتی انگلسـتان ارائـه داد که در آن اسـتفاده از برگ درخـت بید را 
حتی در درمـان مـالاریا نیز مـؤثـر مـعرفی کرده بـود. ۱۰۰ سـال بـعد یک پزشک اسکاتـلندی بـا همین ترکیب تـوانسـت عـوارض 
نـاشی از رمـاتیسم را بـه طـرز معجـزه آسـایی کاهـش دهـد. بـعدهـا چـارلـز فـردریگ گـرهـارت در سـال ۱۸۵۹ مـوفـق بـه تهیه 
استیل سالیسیلیک اسید ناخالص شد؛ و در ماه مارس ۱۸۹۹ شرکت بایر محصول خود بنام آسپرین را به ثبت رساند. 

در آزمـایشی بـه مـنظور مـحاسـبه کلیرانـس کلیوی آسـپرین در فردی مشکوک بـه نـارسـایی کلیوی ، یک عـدد قرص آسـپرین 
به او داده شد .   

فرمول محاسبه کلیرانس به صورت زیر است : 

 (min/ml)کلیرانس کلیوی آسپرین = Ca
  (lit/mol)غلظت آسپرین در ادرار = Ua

  (lit/mol)غلظت پلاسمایی آسپرین = Pa
  (min/ml)مقدار تولید ادرار در واحد زمان = V

مقادیر اندازه گیری شده برای Ua ،2 = V = 0.01  است . 
و مقدار Pa به علت تجزیه و دفع تابعی از زمان و مقدار اولیه آسپرین در قرص بوده که توسط فرمول زیر محاسبه می شود : 

A0 = مقدار آسپرین موجود در یک قرص به مول  
T = زمان گذشته از وقتی که قرص بلعیده شده است به دقیقه 

e=عدد نپر 2.178 



 برای محاسبه مقدار مول آسپرین موجود در قرص از تیتراسیون استفاده می کنیم . مراحل انجام این کار به شرح زیر
 می باشد :

واکنش انجام شده در هنگام تیتراسیون: 

این تیتراسیون، یک تیتراسیون اسید و بـــاز اســـت. شـــناســـاگـــر نـــقطه ی پـــایانی این تیتراسیون فـــنل فـــتالئین اســـت. این 
شــناســاگــر در pHهــای خنثی و اسیدی بی رنــگ اســت، ولی در pHهــای بــازی بــه رنــگ ارغــوانی اســت. محــلول آســپرین 
اسیدی اســت و هــنگامی تــمام پـروتــون هــای آســپرین بــا ســود واکنش بــدهــد، ســود اضــافی مــوجــب می شــود محــلول بــازی 

می شود و رنگ محلول ارغوانی می شود. 
تـوجـه کنید که هـر وقـت هـر قـطره سـود را درون محـلول می انـدازیم، بـه طـور مـوقـت رنـگ محـلول صـورتی می شـود، ولی بـا 

هم زدن محلول دوباره محلول بی رنگ می شود. توجه کنید که نقطه ی پایانی رنگ صورتی پایدار دارد. 

حل کردن قرص ها: 
قرص هـای آسـپرین در محـلول آب و الکل بـه راحتی حـل می شـود. بـه هـر کدام از شـماهـا یک بـالـن ژوژه داده شـده اسـت 
که درون آن محـلول آب و الکل ریخته شـده اسـت. شـما کافی اسـت دو عـدد قرص را درون بـالـن ژوژه بیندازید و بـه مـدت 
1 دقیقه بـالـن ژوژه خـود را بـه صـورت دورانی تکان دهید.  پـس از حـل شـدن قـرص بـه مـدت 2 تـا 3 دقیقه سـاکن بـمانـد 

سپس با استفاده از آب مقطر بالن ژوژه خود را به حجم برسانید. 
توجه کنید که محلول کاملا شفافی نخواهید داشت. 

روش کار: 
بالن ژوژه را مطابق دستوری که در قبل توضیح داده شده است، به حجم برسانید. 1.
با کمک پیپت، 25cc از محلول مجهول خود را درون ارلن مایر منتقل کنید. 2.
3 قطره محلول فنل فتالئین درون ارلن مایر بریزید. 3.
بورت خود را با محلول سود پر کنید ( توجه کنید که بورت شما از قبل با سود کر داده شده است و نیازی نیست 4.

شما آن را کر بدهید. البته حواستان باشد که حبابی زیر پیچ بورت نباشد). 
ابتدا به محلول مجهول خود که درون ارلن مایر است ، 5 میلی لیتر از سود درون بورت اضافه کنید. 5.
ارلن خود را به مدت 1 دقیقه روی هیتر با درجه حرارت 150 قرار دهید . 6.
ادامه تیراسیون را تا رسیدن به نقطه پایانی ادامه دهید . 7.
این آزمایش را تا دوبار دیگر انجام بدهید . 8.



جدول تیتراسیون 

 (180.158g/mole=جرم مولی آسپرین) محاسبات

پس از انجام تیتراسیون مقدار مول آسپرین در هر قرص را با بلند کردن sign آبی از مسئول آزمایشگاه تحویل بگیرید.  
توجه : این مقدار الزاما با جواب درست بخش قبل برابر نمی باشد . 

توجه : ادامه محاسبات این بخش را با داده ای که به شما تحویل داده شده انجام دهید . 
حال با توجه به اینکه اندازه گیری های بخش قبل 3 دقیقه بعد از بلعیدن قرص انجام شده باشد ، Ca را محاسبه کنید.  

(10 نمره) 

سومدوماول
حجم آغازی
حجم پایانی
حجم مصرفی

{) (15 نمره) Vtitحجم نهایی(

مول آسپرین در هر قرص (3 نمره)

میلی گرمٍ آسپرین در هر قرص (7 نمره)

Ca
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