實驗八　蛋白質定量（微量）分析---ELISA reader應用
※結果：

	編號
	吸光值
	吸光值
	吸光值
	平均
	濃度

	0
	0.066
	0.065
	0.069
	0.066667
	0

	0.2
	0.204
	0.177
	0.204
	0.195
	0.2

	0.4
	0.284
	0.237
	0.296
	0.272333
	0.4

	0.6
	0.392
	0.502
	0.597
	0.497
	0.6

	0.8
	0.493
	0.485
	0.503
	0.493667
	0.8

	1
	0.829
	0.69
	0.596
	0.705
	1

	1X
	1.283
	1.396
	1.107
	1.262
	1.946429

	5X
	0.381
	0.388
	0.445
	0.404667
	0.554654

	20X
	0.156
	0.191
	0.193
	0.18
	0.189935


計算未知液稀釋前濃度：
5X→0.312875×5=1.564375

20X→0.17448×20=3.4896

1X未知液濃度不在檢量線範圍內，因此不予計算

計算未知液濃度平均值

(1.564375+3.4896)÷2=2.5269875

圖表
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※討論：
1.檢量線不直，有部分不在線性上，也就是吸光值不是很準確，也許是稀釋時操作錯誤未震盪均勻，液體量取錯造成的，若是微量滴定盤不淨也可能會影響吸光值的測定。
2.計算出的未知液濃度差距太大，也許是因為操作錯誤，取量錯誤，容器清洗不淨，或是檢量線不完全在線性上造成計算時產生的誤差，因此本組的未知液濃度不夠精準，必須要再次實驗才能確認此未知液真正的濃度為何。

3.本次實驗使用的是微量滴定盤，於ELISA reader光度計測吸光值，它不同於分光光度計的是它不像分光光度計是要將液體分裝置小的測光管內，一管僅能放一種液體，分好幾管容易混到或者打翻，且測光管有分透光面及不透光面，擺放錯誤或有汙漬也無法測得準確的吸光值，而ELISA reader光度計只要將液體都裝在96孔的微量滴定盤內，放進儀器內測量即可，所以準確度及方便度都比分光光度計來的方便許多。
4.此次實驗結果不是很理想，是稀釋錯誤嗎？但本組的操作是每次稀釋都有換微量吸管頭的，因此實驗結果不理想實在很難理解，也許真的是沒有混勻吧！
※實驗問題：
1.請說明本分析方法的原哩，並特別以蛋白質構造來說明。
CBG有點像『指示劑』，會在不同的酸鹼度下變色；在酸性下是茶色，在中性下為藍色。當CBG接到蛋白質上去的時候，因為蛋白質會提供CBG一個較為中性的環境，因此會變成藍色。當樣本中的蛋白質越多，吸到蛋白質上的CBG也多，藍色也會增強。因此，藍色的呈色強度，是與樣本中的蛋白質量成正比。

如下圖:
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CBG接在4號位置，使其呈現藍色。

2.一般緩衝液或試劑中，何種添加物會影響Bradford法的呈色？
若含有色素則呈色效果就會變差，清潔劑 (detergents) 及鹼性蛋白質緩衝液 (basic protein buffer) 亦會干擾此種檢驗結果
3.請列出本分析方法的各操作步驟中，哪些會影響分析的準確度？

稀釋時，若稀釋錯誤會造成吸光值影響，造成最後做出檢量線時無法呈現直線，也計算不出未知式樣濃度；若微量低定盤清洗不淨，造成測吸光值時的誤差，也會影響檢量線的製作及計算出的結果；最後靜置10分鐘是要讓CBG與蛋白質結合，若時間不夠也會影響結果。
4.還有哪些蛋白質的定量方法？並請比較其優劣點。
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實驗九　醣類的鑑定反應-醣的呈色反應和還原醣的檢驗
※結果：

	
	H2O
	Xylose
	Glucose
	Fructose
	Lactose
	Sucrose
	Starch
	Albumin
	紅８

	Molish
	－
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋

	Iodine
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	＋
	－
	＋

	Benedict
	－
	＋
	＋
	＋
	＋
	－
	－
	－
	－

	Barfoed
	－
	＋
	＋
	＋
	－
	－
	－
	－
	－


※討論：
1. Molish Test中是利用硫酸將醣類脫水產生furfural或其衍生物，在與α-萘酚產生具有鮮明顏色物質，因此是用來測定容易中是否含有碳水化合物；結果顯示除了水以外的溶液皆呈陽性反應，因此都含有碳水化合物。
2. Iodine Test中是利用碘會與澱粉及肝醣形成錯合物，若溶液中含有支鏈澱粉或肝醣則此錯合物會呈紅棕色，若溶液中含有直鏈澱粉則錯合物會呈藍色，若溶液中兩者都有則錯合物會呈紫色；結果顯示只有澱粉及未知溶液呈現紫色，因此可以肯定的推斷此未知溶液就是澱粉溶液。

3. Benedict Test中是利用游離醛或酮將鹼性之銅還原（或醣被氧化），形成黃色至磚紅色之氧化亞銅，是用來測定溶液中是否有還原醣存在；結果顯示木醣、葡萄糖、果糖及乳醣皆有呈色，為陽性反應，其餘為陰性反應，因此可推定未知液不屬於還原醣。
4. Barfoed Test中是利用Benedict Test原理但在酸性環境使銅離子能測出單醣，溶液中若含單醣則在加熱時短時間內（約5~7分鐘）會產生紅色沉澱，溶液中若含雙醣則在加熱時一段時間後（約7~12分鐘）會產生大量沉澱（蔗糖除外）；結果顯示木醣、葡萄糖及果糖呈現陽性反應，其餘呈現陰性反應，可以推定未知溶液不為單醣。
5.以上種種試驗結果要推斷出未知溶液為何種醣類，首先我們可以確定未知溶液一定含有碳水化合物，再來可以確定未知溶液與碘呈陽性反應，接著我們知道未知溶液不屬於還原醣，最後又得知未知溶液不為單醣；將還原醣及單醣排除，剩下三種可能蔗糖、澱粉及白蛋白，但又因其能與碘產生反應，因此可推定未知溶液為澱粉溶液。
實驗十　葡萄糖定量分析
※結果：

	溶液
	575nm吸光值
	所含的glucose濃度

	1%glucose
	0.897
	1%glucose

	0.8%glucose
	0.695
	0.8%glucose

	0.6%glucose
	0.530
	0.6%glucose

	0.4%glucose
	0.296
	0.4%glucose

	0.2%glucose
	0.176
	0.2%glucose

	10X稀釋的紅茶
	0.514
	0.594565%glucose

	10X稀釋的柳橙汁
	0.314
	0.377174%glucose

	10X稀釋的葡萄汁
	1.304
	1.453261%glucose

	2X稀釋的未知液
	0.502
	0.581522%glucose

	5X稀釋的未知液
	0.139
	0.186957%glucose

	蒸餾水
	0
	0


計算各種飲料及未知液稀釋前所含的glucose濃度：
10X紅茶→0.594565%×10=5.94565%

10X柳橙汁→0.377174%×10=3.77174%

10X葡萄汁→1.453261%×10=14.53261%（不在檢量線範圍內）
2X未知液→0.581522%×2=1.163044%

5X未知液→0.186957%×5=0.934785%

計算未知液所含的glucose濃度平均值
(1.163044%＋0.934785%)÷2=1.0489145%

圖表
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※討論：

1.還原醣在鹼性環境下可將DNSA還原呈紅棕色，可利用此種原理用比色法測定飲料及未知液內所含葡萄糖量。
2.測定結果葡萄汁吸光值為1.304，大大超出檢量線範圍內，因此不能算在結果內，但可以確定的是葡萄汁含有大量葡萄糖，至於多少要再稀釋再測吸光值才能知道。

3.紅茶含有葡萄糖濃度為5.94565%，所以紅茶才很甜吧！但也許也會因為紅茶具有紅色會影響反應結果的紅色造成測吸光值及計算的結果。

3.柳橙汁含有葡萄糖濃度為3.77174%含量也很多，但比紅茶低，所以柳橙汁沒有很甜都酸酸的吧！
4.未知溶液含有葡萄糖濃度為1.0489145%，沒有很多但是每100g也有1g，味道應該是淡淡的甜味吧！
5.因此結果顯式甜度大小：葡萄汁＞紅茶＞柳橙汁＞未知溶液；但飲料顏色應該都會影響吸光值，所以都不太準確，若要更準確得知結果，應該要再做同樣稀釋倍數之飲料的吸光值，再用反應過飲料之吸光值去扣除，計算得出的結果才最準確吧！
※實驗問題：

1.請舉出至少兩種測定糖含量的方法，並比較這些方法的優缺點。
還原醣定量-Bertrand法：利用硫酸銅加熱還原為氧化亞銅沉澱，與硫酸鐵反應氧化產生硫酸銅，鐵鹽還原成亞鐵鹽，用高錳酸鉀滴定求出亞銅量，比照Bertrand醣類定量表求出樣品中還原醣量。

還原醣定量-Somogyi法：利用硫酸銅加熱還原為氧化亞銅沉澱，沉澱與過量之碘作用，剩餘碘以硫代硫酸鈉滴定，利用不同濃度的醣做Somogyi測定，畫出檢量線求出樣品溶液之還原醣濃度。

這兩種定量法都是測定還原醣含量，但Somogyi法較為麻煩，不僅要測樣品還要將不同濃度的已知醣含量滴定做出檢量線，相較之下Bertrand法就來的快速多了，雖然要煮沸要過濾但實驗速度會快很多，雖然Somogyi法較為麻煩但是結果卻會較Bertrand法來的精準許多，因為Somogyi法是與已知的做比較，而Bertrand法是查表，因此兩種還原醣測定法都是各有優缺點的。
實驗十五　健康食品之抗氧化功能評估
※實驗過程圖片：
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※結果：

	
	1X
	2X
	4X
	8X
	16X
	32X

	綠茶
	0.12
	0.146
	0.138
	0.135
	0.581
	0.923

	
	0.125
	0.126
	0.114
	0.134
	0.541
	0.917

	
	0.118
	0.115
	0.117
	0.13
	0.551
	0.914

	烏龍茶
	0.116
	0.116
	0.125
	0.114
	0.428
	0.759

	
	0.117
	0.111
	0.117
	0.108
	0.48
	0.745

	
	0.118
	0.113
	0.114
	0.108
	0.243
	0.738

	紅茶
	0.136
	0.122
	0.11
	0.323
	0.855
	1.015

	
	0.136
	0.118
	0.112
	0.317
	0.841
	1.01

	
	0.146
	0.122
	0.111
	0.326
	0.791
	0.993

	麥茶
	1.014
	1.1
	1.119
	1.137
	1.175
	1.193

	
	0.994
	1.099
	1.135
	1.169
	1.173
	1.177

	
	1.006
	1.098
	1.13
	1.165
	1.183
	1.189

	水
	1.2
	

	
	1.198
	

	
	1.2
	


※計算清除率：

公式：[(水的吸光值1+2+3)÷3－(樣品8X吸光值1+2+3)÷3]÷(水的吸光值1＋2＋3)×100%
綠茶→[(1.2+1.198+1.2)÷3－(0.135+0.134+0.13)÷3]÷(1.2+1.198+1.2)×100%=88.91051%
烏龍茶→[(1.2+1.198+1.2)÷3－(0.114+0.108+0.108)÷3]÷(1.2+1.198+1.2)×100%=90.82824%

紅茶→[(1.2+1.198+1.2)÷3－(0.323+0.317+0.326)÷3]÷(1.2+1.198+1.2)×100%=73.15175%
麥茶→[(1.2+1.198+1.2)÷3－(1.137+1.169+1.165)÷3]÷(1.2+1.198+1.2)×100%=3.529739%
※討論：
1.常見的抗氧化劑是提供氫來清除脂質過氧化物自由基而達到抑制油脂氧化連鎖反應進行的效果；DPPH甲醇或乙醇溶液在517nm有強吸光，若被抗氧化劑還原則吸光值降低，因此測吸光值時，吸光值越低代表抗氧化劑供氫力越強，抗氧化性越高。

2.結果顯示：於8X時吸光值最低者為烏龍茶，計算出期清除率為90.82824%，其抗氧化性相當強，且這是8X稀釋的，若用未稀釋的計算，那就大於100%，代表其抗氧化劑供氫超級強！

3.綠茶，清除率為88.91051%，抗氧化性也是很高，跟烏龍茶比較很接近，因此我們來做16X的比較看看，烏龍茶的清除率為68.01001%，綠茶的清除率為53.50195%，兩者的差異變大了，因此可以確定烏龍茶的抗氧化性較綠茶的抗氧化性來的高。

4.紅茶，清除率為73.15175%，抗氧化性雖然較上面兩種飲料低，但也有70多百分比，且這也是8X稀釋的飲品，若推算回去，抗氧化性也算高的了。

5.麥茶，清除率為3.529739%，抗氧化性與前面三種飲品比較下來相當的低，代表麥茶內的抗氧化劑供氫力差，麥茶為直接用大麥培炒出來的茶，不是茶葉的那種茶，因此抗氧化性較低？這可能要再做進一步的實驗才可得知了。

6.麥茶較其餘茶類清除率來的低很多，是抗氧化劑以作用完畢了嗎？還是本身抗氧化劑就很少？之後要做實驗可能要用相同製造日期的飲品較能夠比較吧！

7.綠茶屬不發酵茶，紅茶屬全發酵茶，烏龍茶屬重發酵茶，麥茶屬大麥培炒茶，茶葉本身抗氧化性就很強，也許是因為這樣，造成麥茶抗氧化性如此的低吧！
8.網路上寫綠茶的抗氧化性較烏龍茶高，但本次實驗結果顯示烏龍茶較綠茶高，所以究竟哪個才是正確的呢？也許要多做幾次實驗才可確定吧！

