Pracownia biochemiczna — arkusz zadan

Drodzy uczestnicy,

e W trakcie egzaminu wykonacie dwa zadania:

Czes€ A jest zadaniem praktycznym, ktérego celem jest wyznaczenie stezenia biatka
w dostarczonej prébce z wykorzystaniem metody krzywej wzorcowej (20 punktow),

Czes¢ B jest zadaniem teoretycznym, ktérego celem jest okresSlenie liczby
bakteriofagédw zawartych w sciekach pobranych w oczyszczalni $ciekdéw (10 punktow).

e Przed przystgpieniem do rozwigzywania zadan nalezy przeczyta¢ wszystkie
dostarczone materiaty.

e Odpowiedzi nalezy udziela¢ jedynie na karcie odpowiedszi.

e Odpowiedzi umieszczone w arkuszu zadan nie beda oceniane.

e Arkusz odpowiedzi wypetniaj za pomocg czarnego dtugopisu czytelnym pismem
(drukowanymi literami). Doktadnie zaczerniaj pola na karcie odpowiedzi. Wartosci
liczbowe nalezy wpisa¢ w odpowiednie pola — egzaminator oceni odpowiedzi
i zakoduje na karcie liczbe przyznanych punktow.

e Upewnij sie, ze otrzymate$ wszystkie niezbedne materiaty i odczynniki do wykonania
zadan znajdujace sie na zafgczonej liscie. Jezeli brakuje jakiejkolwiek pozycji podnie$
reke.

e Uzywaj dostarczonych odczynnikdw wg instrukcji. Dodatkowe odczynniki nie beda
udostepniane bez wzgledu na okolicznosci.

e Uzywaj rekawiczek ochronnych.

e Zakoncz udzielanie odpowiedzii odtdz dtugopis natychmiast po zakoriczeniu egzaminu.

e W celu zapewnienia zakonczenia egzaminu w ciggu 90 minut zostat wyznaczony
ostateczny moment przekazania kuwet spektrofotometrycznych do pomiaru. Jest to

80. minuta od czasu rozpoczecia egzaminu. Po przekroczeniu czasu kuwety nie beda
przyjmowane.



Materiaty i sprzet

Materiat Op|§ n? llos¢ Jednostka
etykiecie
Roztwor biatka do analizy Prébka 1 (200 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Odczynnik Bradforda Bradford 1(7 ml) probowka typu Falcon (15 ml)
Wzorzec biatka 1 mg/ml Wzorzec 1 (700 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
- WODA
Woda dejonizowana DEJON. 1 (20 ml) butelka

Wszystkie odczynniki w probdwkach sg umieszczone w plastikowym pudetku z przegrodkami

lub statywie na probdwki typu Falcon.

Sprzet llos¢ Jednostka

Plplety automatyczne 10-100 pl i 100-1000 pl z zestawem 1 zestaw
koncéwek

Wstrzasarka typu vortex 1 sztuka
Probéwki 2 ml typu Eppendorf (w torebce) 12 sztuka
Kuwety spektrofotometryczne (w torebce) 7 sztuka
Statyw na probodwki typu Eppendorf 1 sztuka
Statyw na probowki typu Falcon 1 sztuka
Statyw na kuwety spektrofotometryczne 1 sztuka
Kalkulator 1 sztuka
Marker do podpisywania probowek 1 sztuka
Pojemnik na odpady 1 sztuka
Reczniki papierowe 1 rolka
Rekawiczki 1 para
Stoper 1 sztuka

Instrukcja obstugi stopera

Do ustawania czasu stuzg dwa przyciski oznaczone MIN i SEC, oznaczajgce odpowiednio

minuty i sekundy. Do uruchomienia i zatrzymania stopera stuzy przycisk STOP|START. W celu

zresetowania stopera nalezy przy zatrzymanym odliczaniu wcisna¢ jednoczesnie przyciski MIN

i SEC. Stoper moze odliczac¢ czas ,,w gore” i ,w doét”. Aby stoper odliczat w gére nalezy nacisng¢

przycisk STOP|START, gdy na wyswietlaczu znajdujg sie cyfry 00:00. Stoper bedzie liczyt czas,

az do jego zatrzymania przyciskiem STOP|START. Do odliczania ,,w dot” najpierw nalezy

ustawic¢ za pomoca przyciskdw MIN i SEC czas, a nastepnie wcisngc przycisk STOP|START.

Stoper bedzie odliczat czas do 00:00, a nastepnie uruchomi sygnat dzwiekowy. Wytgczenie

sygnatu dZzwiekowego odbywa sie poprzez nacisniecie przycisku STOP|START.




Czes¢ A. Wyznaczanie stezenia biatka w roztworze (20 pkt)
Wprowadzenie

Jednga z najczesciej stosowanych metod oznaczania stezenia biatka w roztworze jest metoda
Bradforda, w ktérej w Srodowisku kwasnym biatka tworzg barwne kompleksy z btekitem
kumasyny. Intensywnos¢ barwy jest okreslana spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
595 nm, a stezenie biatka wyznaczane za pomocg krzywej wzorcowej. W probdwce podpisanej
Prébka znajduje sie roztwor o nieznanym stezeniu biatka. Twoim zadaniem bedzie okreslenie

stezenia biatka stosujgc metode Bradforda.

Zadanie A.1 (3 pkt). Wykonaj ponizsze obliczenia.
Przygotuj rozcienczenia roztworu wzorcowego biatka o stezeniu 1 mg/ml wg tabeli 1. Przygotuj
po 1 ml kazdego z roztwordow.

Tabela 1. Przygotowanie roztworéw do wykonania krzywej wzorcowej

Oznaczenie Stezenie wzorca Objetosc (w pl) Objetosc (w pl)

probéwki [mg/ml] wzorca 1 mg/ml wody
(probowka
Wozorzec)

Wi 0,1 1 2

W2 0,2 3 4

W3 0,4 5 6

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.

Zadanie A.2 (2 pkt). Wykonaj ponizsze obliczenia.
Przygotuj rozciericzenia badanej prébki wg tabeli 2. Przygotuj po 200 pul kazdego z roztwordw.

Tabela 2. Przygotowanie rozcienczen badanej probki

Oznaczenie Rozcieiczenie prébki | Objetos¢ (w pl) Objetosc (w pl)

probowki probki badanej wody
(probéwka Prébka)

P1 4x 1 2

P2 8x 3 4

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.



Zadanie A.3 (10 pkt)

Wykonaj pomiar stezenia biatka wykorzystujgc obliczenia z zadan A.1 i A.2 oraz instrukcje
zamieszczong ponizej.

Instrukcja do czesci A.3

1. Podpisz 3 plastikowe probdwki typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml: W1, W2, W3 i przygotuj
roztwory wzorcow biatka wg Tabeli 1. Wymieszaj probdwki na wstrzgsarce typu vortex.

2. Podpisz 2 plastikowe probdwki typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml: P1 oraz P2 i przygotuj
rozcienczenia probki (probdwka podpisana Prébka) wg Tabeli 2. Wymieszaj zawartos¢
probowek na wstrzgsarce typu vortex.

3. Podpisz 7 plastikowych probowek typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml: 0-6 i umiesc
w statywie.

4. Do kazdej z probéwek dodaj po 100 pul odpowiednich roztworéw wg ponizszego schematu:

Oznaczenie | roztwor

probowki

0 Woda dejonizowana
1 W1

2 W2

3 W3

4 Prébka

5 P1

6 P2

5. Do kazdej z probéwek dodaj 1 ml odczynnika Bradforda, natychmiast wymieszaj na
wstrzgsarce typu vortex i odstaw w statywie na 20 minut.

6. Po uptywie wymaganego czasu przenie$ zawartos¢ probéwek do podpisanych kuwet
spektrofotometrycznych (kuwety podpisuje sie tuz ponizej ich gérnej krawedzi). Kuwety
umies¢ w podpisanym numerem uczestnika statywie i podnies reke w celu przekazania probek
asystentowi.

Asystenci zmierzg wartosci absorbancji prébek 0—6 przy dtugosci fali swietlnej 595 nm wobec
proby 0. Raport z pomiardw absorbancji wraz z przyznang punktacjg zostanie dotgczony do
karty odpowiedzi uczestnika po zakonczeniu egzaminu.



Zadanie A.4 (5 pkt)

Wykonano oznaczenie zawartosci biatka w trzech roztworach (A, B i C) metodg Bradforda

z wykorzystaniem krzywej wzorcowej. Krzywa wzorcowa zostata przygotowana dla zakresu

stezen biatka 0-100 pg/ml i jest opisana réwnaniem prostej y=0,0095x.

Uzyskano nastepujace wyniki absorbancji:

Prébka Rozcienczenie | Absorbancja
A 2% 1,25
B 10x 0,84
C 50x 0,18

Zadanie A.4.1 Dla ktérych prébek mozna wyznaczyé stezenie biatka w oparciu o dostepne

dane?
Prébka Mozna wyznaczyc¢ stezenie?
1. A O tak / O nie
2. B O tak / O nie
3. C O tak / O nie

UWAGA. Zakoduj odpowiedzi na karcie odpowiedzi.

Zadanie A.4.2 Oblicz stezenia biatka w roztworach A, B, C. Wyniki podaj z doktadnoscia do
jednego miejsca po przecinku. Jezeli uwazasz, ze dla ktérejs z prébek oznaczenie stezenia

biatka jest niemozliwe wpisz w odpowiednie pola znak ,,—".

Tabela 3. Przygotowanie rozcienczen badanej probki

Oznaczenie probdéwki

Stezenie biatka w probie
pomiarowej [ug/ml]

Stezenie biatka w roztworze
[ug/ml]

A 1 2
B 3 4
C 5 6

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte

odpowiedzi.



Czes¢ B. Bakteriofagi w $ciekach (10 pkt)

Rozwigzywanie ponizszego zadania nalezy rozpoczaé po rozpoczeciu reakcji barwnej z Czesci
A egzaminu.

Liczba bakteriofagdw obecnych w wodzie jest jednym ze wskaznikdéw jej czystosci. Pobrano
wode z dwdch miejsc w oczyszczalni Sciekdw. W jednym miejscu byty Scieki nieoczyszczone,
tzw. scieki surowe, a w drugim scieki oczyszczone. W ponizszej tabeli zamieszczono wyniki
dotyczace liczby tysinek powstatych na szalkach stuzgcych do badania czystosci probek wody.
Szalki te zawierajg potptynng pozywke wraz z bakteriami, ktére moga by¢ zakazane przez
bakteriofagi. Wowczas powstajg tysinki, ktdre mozna policzy¢ na powierzchni pozywki.

Do porcji pozywki pétptynnej dodaje sie prébke wody o objetosci 10 pl, rozcieiczong wczesniej
10x albo 100x.

W cyklu replikacyjnym niektorych bakteriofagdw, ich materiat genetyczny jest narazony na
dziatanie czynnikéw srodowiskowych.

Tabela 4. Liczba tysinek na szalkach (@ 90 mm) zawierajacych badane prébki wody.

Préobka A Préobka B
Rozcienczenie | Rozcienczenie Rozcienczenie Rozcienczenie
probki 10x probki 100x probki 10x probki 100x
Pozywka potptynna
y POTRlY 250 18 70 6
bez RNazy
Pozywka potptynna
ywka poiply 190 11 35 3
z RNaza

Zadanie B.1 (4 pkt)
Uzupetnij w ponizszym tekscie luki (1.—4.) wyrazeniami z tabeli, wybierajagc w kazdym
przypadku jedno z dwoch zaproponowanych.

Aby dokfadniej oszacowa¢ liczbe bakteriofagdéw zawartych w prébkach wody, nalezy obliczy¢
wartos¢ PFU (ang. plaque forming unit) na podstawie liczby tysinek na szalkach zawierajgcych
(1) rozciericzong probke wody. Oszacowanie liczby bakteriofagéow, ktérych materiatem
genetycznym jest RNA, jest mozliwe dzieki pordwnaniu PFU miedzy prébkami (2). Na tej
podstawie (3) oszacowac liczbe bakteriofagéw, ktérych materiatem genetycznym jest DNA.
Surowe Scieki byty w (4).

Numer luki | Wyrazenie
1. O A. mniej / O B. bardziej
2. O A. z réznym rozcieniczeniem pobranej wody /
O B. majgcymi kontakt z RNazg i niemajgcymi kontaktu z RNazg
3. O A. mozna / O B. nie mozna
4, O A. probce A / O B. prébce B

UWAGA. Zakoduj odpowiedzi na karcie odpowiedzi.



Zadanie B.2 (6 pkt)

Podaj liczbe bakteriofagow, ktérych materiatem genetycznym jest RNA, znajdujacych sie
w 1 litrze wody bezposrednio pobranej w dwoch miejscach w oczyszczalni sciekéw. Wynik
podaj w liczbach catkowitych.

Tabela 5. Catkowita liczba wszystkich bakteriofagéw

w 1 litrze surowych sciekéw 1

w 1 litrze oczyszczonych sciekow 2

Tabela 6. Liczba bakteriofagdéw, ktérych materiatem genetycznym jest RNA

w 1 litrze surowych Sciekéw 3

w 1 litrze oczyszczonych sciekow 4

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.



Pracownia biochemiczna - zasady oceniania rozwigzan zadan

Czesé¢ A. Wyznaczanie stezenia biatka w roztworze (0-20 pkt)
Zadanie A.1 (0-3 pkt)

Obliczenie objetosci potrzebnych do przygotowania roztworéw do wykonania krzywej wzorcowej (0-3
pkt)

e 3 pkt za prawidtowe wypetnienie 6 komérek

e 2,5 pkt za prawidtowe wypetnienie 5 komdrek

o 2 pkt za prawidtowe wypetnienie 4 komérek

e 1,5 pkt za prawidtowe wypetnienie 3 komdrek

e 1 pkt za prawidtowe wypetnienie 2 komaérek

e 0,5 pkt za prawidtowe wypetnienie 1 komorki

o 0 pkt za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Przyktadowe rozwigzanie:

Tabela 1. Przygotowanie roztworéw do wykonania krzywej wzorcowej
Oznaczenie probowki Stezenie wzorca Objetosé (w ul) Objetos¢ (w ul) wody
[mg/ml] wzorca 1 mg/ml
(probéwka Wzorzec)
w1 0,1 1 100 2 900
W2 0,2 3 200 4 800
W3 0,4 5 400 6 600

Zadanie A.2 (0-2 pkt)
Obliczenie objetosci potrzebnych do przygotowania rozcieniczen prébki (0-2 pkt)

e 2 pkt za prawidtowe wypetnienie 4 komaérek

e 1,5 pkt za prawidtowe wypetnienie 3 komadrek

e 1 pkt za prawidtowe wypetnienie 2 komdrek

e 0,5 pkt za prawidtowe wypetnienie 1 komorki

o 0 pkt za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteridow lub brak odpowiedzi.

Przyktadowe rozwigzanie:

Tabela 2. Przygotowanie rozcienczen badanej prébki

Oznaczenie probowki Rozcienczenie probki Objetos¢ (w pl) prébki | Objetosé (w pl) wody
badanej
(probowka Prébka)

P1 4x 1 50 2 150

P2 8x 3 25 4 175




Zadanie A.3 Pomiar stezenia biatka (0-10 pkt)

Pomiary absorbancji (0-3,5 pkt)
e 0,5 pkt za kazdg kuwete spektrofotometryczng przekazang do pomiaru.

Doktadnos¢ wykonania krzywej wzorcowej (0-3 pkt)
e 3 pkt za warto$¢ wspodfczynnika korelacji R? > 0,999
e 2 pkt za warto$¢ wspodtczynnika korelacji R? w przedziale (0,99; 0,999>
e 1 pkt za warto$é wspétczynnika korelacji R? w przedziale (0,9; 0,99>
e 0 pkt za warto$é wspétczynnika korelacji R2< 0,9

Zgodnos¢ wartosci absorbancji (Abs) badanej prébki z wartosciami referencyjnymi (0-1,5 pkt)

e 0,5 pkt za prébke 4 spetniajgcg warunek Abs >1.000

e 0,5 pkt za prébke 5 spetniajgcg warunek Abs w zakresie <0,540; 0,660>
e 0,5 pkt za prdbke 6 spetniajgcg warunek Abs w zakresie <0,270;0,330>
e 0 pkt za niespetnienie powyzszych kryteriéw

UWAGA. Wartosci referencyjne absorbancji zostaty ustalone na podstawie wykonanych przez KGOB.

Doktadnos¢ rozcienczania badanej prébki definiowana jako iloraz stezenia biatka w préobce 4x
rozcienczonej do stezenia biatka w prébce 8x rozcienczonej (0-2 pkt)

e 2 pktzailoraz w przedziale <2,07; 2,53>
e 1 pktzailoraz w przedziale <1,84-2,07) lub (2,53-2,76>
e 0 pktzailoraz w zakresach <1,84 lub >2,76

UWAGA. Wartosc referencyjna 2,3 zostata ustalona na podstawie mediany wartosci dla wszystkich
uczestnikow.

Przyktadowe rozwigzanie:

r=0.999802

- y= 2084762 " x
probka: 0306089
P1: 0.T04682
P2: 0.306089
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stadenie biafka [mg/mi]

Nr Opis Abs 595 nm
0 0 mg/ml (woda dejonizowana) 0.000
1 0.1 mg/ml (wzorzec W1) 0.196
2 0.2 mg/ml (wzorzec W2) 0.420
3 0.4 mg/ml (wzorzec W3) 0.825
4 prabka 1.455
5 P1 (rozcienczenie 4x) 0.632
6 P2 (rozcienczenie 8x) 0.306



Zadanie A.4 (0-5 pkt)

Zadanie A.4.1. Wskazane prébek dla ktérych mozna wyznaczy¢ stezenia biatka w oparciu o dostepne
dane (0-1 pkt).

o 1 pkt za prawidtowe zaznaczenie 3 pol
e 0,5 pkt za prawidtowe zaznaczenie 2 pél
e 0 pkt za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Przyktadowe rozwigzanie:

Dla ktérych prébek mozna wyznaczy¢ stezenie biatka w oparciu o dostepne dane?

Prébka Mozna wyznaczy¢ stezenie?
1. A O tak / Mnie
2. B W tak / O nie
3. C W tak / O nie

Zadanie A.4.2 Wyznaczanie stezen biatka na podstawie dostarczonych danych (0-4 pkt).

e 4 pkt za prawidtowe wypetnienie 4 komédrek
e 3 pkt za prawidtowe wypetnienie 3 komédrek
e 2 pkt za prawidtowe wypetnienie 2 komédrek
e 1 pkt za prawidtowe wypetnienie 1 komdrki
e 0 pkt za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

UWAGA. W ocenie uwzgledniane sq jedynie komdrki 3-6.

Jezeli w zadaniu A.4.1 dla ktéregos z roztworow zaznaczono wybor ,,nie”, a w zadaniu A.4.2 dla tego
roztworu wykonano obliczenia, to obliczenia te nie bedq oceniane.

Z uwagi na brak precyzyjnego wskazania co do sposobu zaokrgglania wartosci liczbowych dla kazde;j z
komdrek, w zadaniu A.1.4 wymienione poniZzej odpowiedzi sq uznawane jako poprawne:

komorka 3: 88,4

komorka 4: 884, 884,0i 884,2

komorka 5: 18,9

komorka 6: 945, 945,0i 947,4

Przyktadowe rozwigzanie:

Tabela 3. Przygotowanie rozcienczen badanej prébki

Oznaczenie probowki Stezenie biatka w prébie Stezenie biatka w roztworze
pomiarowej [ug/ml] [ug/ml]

A 1 - 2 -

B 3 88,4 4 | 884

C 5 18,9 6 ]945




Cze$¢ B. Bakteriofagi w Sciekach (0-10 pkt)
Zadanie B.1 Poprawne uzupetnienie w tekscie luk (0-4 pkt)

e 4 pkt za prawidtowe uzupetnienie 4 luk

e 3 pkt za prawidtowe uzupetnienie 3 luk

e 2 pkt za prawidtowe uzupetnienie 2 luk

o 1 pkt za prawidtowe uzupetnienie 1 luki

o 0 pkt za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Przyktadowe rozwigzanie:

Numer luki | Wyrazenie
1. B A. mniej / O B. bardziej
2. O A. z réznym rozciericzeniem pobranej wody /
B B. majgcymi kontakt z RNazg i niemajgcymi kontaktu z RNazg
3. B A. mozna / O B. nie mozna
4, W A, probce A/ O B. probce B

Zadanie B.2 Podanie liczby bakteriofagédw znajdujgcych sie w 1 litrze wody bezposrednio pobranej w
dwdéch miejscach w oczyszczalni sciekéw. (0-6 pkt)

e 6 pkt za prawidtowe wypetnienie 4 komérek

e 4,5 pkt za prawidtowe wypetnienie 3 komdrek

o 3 pkt za prawidtowe wypetnienie 2 komérek

e 1,5 pkt za prawidtowe wypetnienie 1 komarki

e 0 pkt za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Przyktadowe rozwigzanie:

Tabela 5. Catkowita liczba wszystkich bakteriofagéow

w 1 litrze surowych Sciekéw 1 250 000 000

w 1 litrze oczyszczonych Sciekéw 2 70 000 000

Tabela 6. Liczba bakteriofagdéw, ktérych materiatem genetycznym jest RNA

w 1 litrze surowych Sciekéw 3 60 000 000

w 1 litrze oczyszczonych $ciekdw 4 | 35000000

UWAGA. Podanie wynikow w notacji wyktadniczej jest uznawane za odpowiedz poprawng.



