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Imie i nazwisko Grupa Nr

CZER|NIEB| ZIEL [ZOLT

Zaznacz znakiem X swojg grupe

Czas: 90 min.
taczna liczba punktéw do zdobycia: 30

Drodzy uczestnicy!

e W trakcie egzaminu wykonacie dwa zadania:
Czesc A jest zadaniem praktycznym, ktorego celem jest identyfikacja zwigzkow
biologicznych w mieszaninach (16 pkt),
Czes¢ B jest zadaniem praktyczno-teoretycznym, ktérego celem jest analiza
barwnikéw fotosyntetycznych w produktach spozywczych (14 pkt).

e Przed przystapieniem do rozwigzywania zadan nalezy przeczyta¢ wszystkie
dostarczone materiaty (11 numerowanych stron).

e Odpowiedzi nalezy udzielaé jedynie na karcie odpowiedzi (2 strony).

e Uzyskane wyniki eksperymentdéw nalezy umiescic¢ na karcie wynikow laboratoryjnych

(1 strona formatu A5)
e Odpowiedzi umieszczone w arkuszu zadan nie bedg oceniane.
e Karte odpowiedzi wypetniaj za pomocg czarnego dfugopisu czytelnym pismem

(drukowanymi literami). Doktadnie zaczerniaj pola na karcie odpowiedzi. Wartosci

liczbowe i tekstowe nalezy wpisa¢ w odpowiednie pola — egzaminator oceni
odpowiedzi i zakoduje na karcie liczbe przyznanych punktow.

e Upewnij sie, ze otrzymates$ wszystkie niezbedne materiaty i odczynniki do wykonania

zadan znajdujace sie na zatgczonej liscie. Jezeli brakuje jakiejkolwiek pozycji, podnies

reke.

e Uzywaj dostarczonych odczynnikéw wg instrukcji. Dodatkowe odczynniki nie beda

udostepniane bez wzgledu na okolicznosci.

e Uzywaj rekawiczek ochronnych.

e Zakoncz udzielanie odpowiedzi i odtéz dtugopis natychmiast po zakoriczeniu
egzaminu.



Materialy i sprzet

Materiat Op|§ n_a llosé Jednostka
etykiecie
1% Ninhydryna Ninhydryna 1 (400 pl) probowka typu Eppendorf (1,5 ml)
Odczynnik Bradforda Bradford 2 (2000 pl) | probowka typu Eppendorf (1,5 ml)
5 — .

?;Nzgv;ssTﬁcaNs:lgallowy DNS 1 (400 pl) probowka typu Eppendorf (1,5 ml)
Préobka 1 P1 1 (150 pl) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Prébka 2 P2 1 (150 pl) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Probka 3 P3 1 (150 pl) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Ekstrakt 1 E1l 1 (10 pl) probowka typu Eppendorf (0,5 ml)
Ekstrakt 2 E2 1 (10 pl) probowka typu Eppendorf (0,5 ml)
Ekstrakt 3 E3 1 (10 pl) probowka typu Eppendorf (0,5 ml)
Ekstrakt 4 E4 1 (10 pl) probowka typu Eppendorf (0,5 ml)
Woda dejonizowana Woda 1 (20 ml) butelka

z przegrodkami.

Wszystkie odczynniki w probdwkach typu Eppendorf sg umieszczone w plastikowym pudetku

Sprzet

llos¢

Jednostka

Pipety automatyczne 0,5-10 pl, 10-100 pl i 100-1000 pl
z zestawem koncowek

zestaw

Blok grzejny na probéwki typu Eppendorf

1 urzadzenie na 4 uczestnikdw

Wstrzgsarka typu vortex 1 sztuka
Ptytka wielodotkowa i folia samoprzylepna (w torebce) 1 sztuka
Probowki 1,5 ml typu Eppendorf (w torebce) 12 sztuka
Statyw na prébowki typu Eppendorf 1 sztuka
Ptytka chromatograficzna (w torebce) 1 sztuka
Komora chromatograficzna (stoik) z eluentem 1 sztuka
Kalkulator 1 sztuka
Marker do podpisywania probowek 1 sztuka
Otowek 1 sztuka
Linijka 1 sztuka
Pojemnik na odpady 1 sztuka
Reczniki papierowe kilka Hlistek”
Rekawiczki* 1 para
Stoper 1 sztuka

* uczestnicy otrzymajg rekawiczki przed rozpoczeciem pracowni. Zapasowe rekawiczki bedg

dostepne na sali.




Czesc A. Identyfikacja zwigzkdw biologicznych w mieszaninach (16 pkt)
Wprowadzenie

W trzech probdéwkach: P1, P2 i P3, znajdujg sie mieszaniny: a-aminokwasu, biatka oraz cukru
heksozy. Kazda z prébek zawiera dwa wymienione sktadniki. Twoim zadaniem jest
zidentyfikowac¢ zawartos¢ kazdej z prébowek. Do dyspozycji masz nastepujace odczynniki:
kwas dinitrosalicylowy, odczynnik Bradforda i ninhydryne. Kwas dinitrosalicylowy w srodowisku
zasadowym w reakgcji z cukrami redukujgcymi tworzy czerwono-brgzowe zabarwienie.
Odczynnik Bradforda tworzy z biatkami kompleksy o barwie niebieskiej. Natomiast ninhydryna
w reakcji z a-aminokwasami tworzy zabarwienie od purpurowego do fioletowego w zaleznosci
od aminokwasu. Ninhydryna moze rdwniez reagowac z aminami oraz z biatkami.

Zadanie A.1 (14 pkt)

Zaprojektuj i wykonaj eksperyment umozliwiajgcy identyfikacje sktadnikow mieszanin P1, P2
i P3. Objetosci poszczegdlnych odczynnikdw wymaganych do konkretnej reakcji barwne;j
znajdziesz w instrukcji ponizej. Pamietaj o wykonaniu proby slepej dla kazdej z reakcji
barwnych. Wykorzystaj wszystkie 12 probowek. Jezeli nie dodajesz jakiegos roztworu, wpisz
do odpowiedniej komérki tabeli znak ,,—".

Instrukcja do czesci A.1

1. Ponumeruj 12 plastikowych probowek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml od 1 do 12.
2. Uzupetnij tabele 1. (na nastepnej stronie), a nastepnie dodaj do kazdej z probdwek
odczynniki wg uzupetnionej tabeli 1.

A. Reakcja z kwasem dinitrosalicylowym

I. do probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml dodaj:
a) 500 ul wody dejonizowanej

b) 50 pl badanej prébki

c) 100 pl kwasu dinitrosalicylowego (DNS).

II. zamknij probdéwki i wymieszaj na wstrzgsarce typu vortex.
. umies¢ probki w bloku grzejnym (100 °C) na 10 minut.

B. Reakcja z odczynnikiem Bradforda

I. do probdwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml dodaj:

a) 50 ul badanej prébki

b) 500 pl odczynnika Bradforda.

II. zamknij probéwki i wymieszaj na wstrzgsarce typu vortex.
[ll. zostaw prébowki w temperaturze pokojowej na 10 minut.
C. Reakcja z ninhydrynag

I. do probdwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml dodaj:
a) 500 ul wody dejonizowane;j

b) 50 pl badanej probki

c) 100 pl roztworu ninhydryny.

[I. zamknij probowki i wymieszaj na wstrzasarce typu vortex.
[1l. umies$¢ prébki w bloku grzejnym (100 °C) na 10 minut.



3. Po zakoniczeniu inkubacji wyjmij probdwki z bloku grzejnego.
4. Po ostygnieciu prébek (okoto 10 minut) przenies po 30 pl kazdej z prébek do
odpowiednich dotkéw na ptytce wielodotkowe;.

Rzad A: wykrywanie cukréow

e Rzad B: wykrywanie biatek
VeV Rzad C: wykrywanie aminokwaséw
'\_ _ Kolumna O: $lepa préba

C .\ " % Kolumny 1-3: prébki P1-P3

Rys. 1. Schemat ptytki wielodotkowe;.

5. Na karcie wynikow laboratoryjnych odklej folie z taSmy samoprzylepnej i potdz na niej
ptytke wielodotkowg. Nastepnie zaklej delikatnie ptytke folig samoprzylepng. Odt6z karte
wynikéw laboratoryjnych w bezpieczne miejsce.

Zadanie A.1.1. (1 pkt)

Tabela 1. Sktad mieszanin reakcyjnych
Objetos¢ w ul dodawanego roztworu
-
2 o e
0 @© S =
o - 2 2 T - ~ ™
[S) o ° = a a a
Pl ; () o Ny
a & =
—
= z
1 1A 1B 1c 1D 1E 1F 1G
Q9
c < 2 |2 28 2c 2D 2€ 2F 26
s 32
S o
=z £ 3
X X 3A 3B 3C 3D 3E 3F 3G
; o
4 |aA 4B ac 4D 4E 4F 4G
< 5 |sA 5B 5C 5D 5E 5F 5G
9
R1
o)
) 6 |e6A 6B 6C 6D 6E 6F 6G
2
c 2
E 7 |a 78 7C 7D 7E 7F 76
~
>
= 8 | s 8B 8C 8D 8E 8F 8G
) 9 9A 9B 9C 9D 9E 9F 9G
v =
c 3
G © 10 | 10a 108 10C 10D 10E 10F 10G
1%}
2 ©
= 3
T <
< o 11 |11A 11B 11C 11D 11E 11F 11G
z <
€
© 12 |12a 128 12¢ 12D 12E 12F 12G

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



Zadanie A.1.2. (1 pkt)

Podaj, w ktérych probdéwkach 1-12 znajdujg sie Slepe proby

Odp. | Slepa préba w probdéwce
(wpisz nr probdéwki)

X

Y

z

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

odpowiedzi.

Zadanie A.1.3. (6 pkt)

Wypetnij tabele 2., zaznaczajac, dla ktérych probek uzyskano pozytywne reakcje barwne.

Tabela 2. Wyniki reakcji barwnych

Pozytywna reakcja barwna:

0 1

2

(préba Slepa) | (prébka P1) (prébka P2)

3

(prébka P3)

(wykrywanie aminokwasow)

A . , 1 TAK O Iv | TAKO | vn | TAKO X TAK O
(wykrywanie cukréw)

B . Il TAK O Vv TAKO | vin | TAKO XI TAK O
(wykrywanie biatek)

¢ [} TAK O \'/| TAK O IX TAKO | xu | TAKO

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowiedzi.

Zadanie A.1.4. (6 pkt)

Na podstawie obserwacji zanotowanych w tabeli 2. wskaz, jakie zwigzki biologiczne

znajdowaty sie probkach P1, P2 i P3.

Prébka Zawartosc probki:
P1 P1 A. Cukier O/ B. Biatko ™ / C. Aminokwas [
P2 P2 A. Cukier O/ B. Biatko ™ / C. Aminokwas [
P3 P3 A. Cukier [0/ B. Biatko [ / C. Aminokwas [

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowied:zi.




Zadanie A.2. (2 pkt)

Stosowanie reakcji barwnych wg metod: Bradforda, Lowrego, biutetowej i innych, to nie
jedyna mozliwos¢ okreslenia stezenia biatka. W tym celu mozna wykorzystywac¢ bezposredni
pomiar absorbancji roztworu biatka w zakresie ultrafioletu. Wykonaj ponizsze zadanie.

Jakie jest stezenie procentowe (w/v) roztworu biatka, jezeli absorbancja przy 280 nm tego
roztworu w kuwecie o drodze promienia $wietlnego 1 cm wynosi 0,636 jednostki? Molowy
wspotczynnik absorpcji tego biatka jest rowny 18700 Mt cm™ (dla 280 nm), a masa molowa
29387,6 g/mol. Wyniki podaj z doktadnoscig do trzech miejsc po przecinku.

Tabela 3. Stezenie biatka w roztworze wynosi:

stezenie molowe

stezenie procentowe (w/v)

wartosé jednostka

wartosc jednostka

a

mM

B

%

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

odpowiedzi.

Miejsce na obliczenia:



Czesc¢ B. Analiza barwnikéw fotosyntetycznych w produktach spozywczych (14 pkt).

Wprowadzenie.

W czterech proboéwkach podpisanych E1-E4 znajdujg sie ekstrakty barwnikéw uzyskanych

z produktéw spozywczych pozyskanych z réznych organizmow fotosyntetyzujgcych.
Ekstrakty wykonano z: a) spiruliny w proszku, b) chlorelli w proszku, c) owocu papryki, d) lisci
szpinaku. Twoim zadaniem jest m.in. przyporzadkowanie ekstraktow do produktéw
spozywczych. Do dyspozycji masz zestaw do cienkowarstwowej chromatografii adsorpcyjnej
(TLC) oraz zdjecia mikroskopowe TEM (transmisyjna mikroskopia elektronowa) obrazujgce
struktury komadrkowe/subkomaérkowe organizmow, z ktdrych pozyskano ww. produkty
spozywcze.

Zadanie B.1. (4 pkt)
Wykonaj chromatografie cienkowarstwowg ekstraktéw E1-E4 wg instrukcji ponizej.

Instrukcja do czesci B.1.

1. Wyjmij ptytke chromatograficzng z woreczka. Narysuj za pomocg otéwka linie startu

w odlegtosci 1 cm od dolnej krawedzi ptytki (po ptytce nalezy pisa¢ bardzo delikatnie, aby nie
spowodowac zadrapan). Przy gornej krawedzi ptytki podpisz sciezki E1-E4 (rys. 2.).

2. Za pomocg pipety automatycznej nanie$ na ptytke (na linii startu) 3 pl kazdego

z ekstraktow E1—-E4. Prébki powinny by¢ umieszczone w takiej samej odlegtosci od siebie
oraz 1 cm od bocznych krawedzi ptytki (rys. 2.).

4. Po okoto 2 minutach umies¢ ptytke w komorze chromatograficznej (stoik). Pokrywke stoika
odkrec¢ tuz przed wtozeniem ptytki i natychmiast zakreé po jej umieszczeniu w $rodku.

5. Po zakonczeniu rozdziatu chromatograficznego (sam zdecyduj kiedy go zakonczy¢) wyjmij
ptytke ze stoika i natychmiast zakre¢ wieczko.

6. Zaznacz otéwkiem na ptytce wysokos¢, jakg osiggneto czoto rozpuszczalnika w momencie
zakonczenia chromatografii.

E1 E2 E3 E4 |« opis natozonych prébek

linia startu

OO Oro (1 em od dolnej krawedzi)

S
miejsca Rys. 2. Schemat naktadania prébek na

nanoszenia probek
(odstepy 1 cm) ptytke TLC.




7. Po wykonaniu wszystkich polecen do zadan B.1.—B.3. umies¢ ptytke TLC na karcie wynikéw
laboratoryjnych — odklej folie z tasmy samoprzylepnej i potéz na niej ptytke TLC. Odto6z karte
wynikow laboratoryjnych w bezpieczne miejsce.

Zadanie B.2. (2,5 pkt)
Na podstawie podanych w tabeli 4. wartosci Rs zidentyfikuj na chromatogramie z rys. 3.
rozdzielone barwniki wyizolowane z lisci szpinaku.

Tabela 4. Wartosci R barwnikow z lisci
szpinaku dla chromatogramu na rys. 3.
Barwnik Wspdtczynnik Rs
chlorofil a 0,29

chlorofil b 0,28

feofityna a 0,31

B-karoten 0,94

luteina 0,25

Rys. 3. Rozdziat chromatograficzny ekstraktu barwnikow z lisci szpinaku.



Nr prazka Zidentyfikowany barwnik:
narys. 3.
1 1 A. chlorofil a 1/ B. chlorofil b 1/ C. feofityna a LI/
D. B-karoten [/ E. luteina [J
5 5 A. chlorofil a 1/ B. chlorofil b 1/ C. feofityna a 1/
D. B-karoten [/ E. luteina [J
3 3 A. chlorofil a 1/ B. chlorofil b 1/ C. feofityna a 1/
D. B-karoten [ / E. luteina [
4 4 A. chlorofil a 1/ B. chlorofil b 1/ C. feofityna a L1/
D. B-karoten [/ E. luteina [1
5 5 A. chlorofil a 1/ B. chlorofil b 1/ C. feofityna a (1 /
D. B-karoten [/ E. luteina [

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowiedzi.

Zadanie B.3. (1,5 pkt)

Przeanalizuj chromatogram z zadania B.1. i odpowiedz na ponizsze pytania. Jako odpowiedzi
wpisz: E1, E2, E3 lub E4.

Pytanie Odpowiedz
W ktérym ekstrakcie/ekstraktach znajduje sie

. 1
chlorofil b?
W ktdrym ekstrakcie/ekstraktach znajduje sie 2
fikoerytryna?
W ktdrym ekstrakcie/ekstraktach znajduje sie 3
B-karoten?

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

Zadanie B.4. (2 pkt)

Na rys. 4. znajduja sie zdjecia wykonane technika TEM przedstawiajgce komorki lub organella
komédrkowe przedstawicieli grup organizmoéw fotosyntetyzujgcych, z ktérych wykonano
ekstrakty E1-E4. Odpowiedz na ponizsze pytania jednym stowem.




Pytanie Odpowiedz
Organellum na rys. 4A to: 1
Okragte, ciemne struktury we wnetrzu 5
chloroplastu na rys. 4B to:

Na rys. 4C znajduje sie przedstawiciel:

zielenic, sinic, euglenin, okrzemek czy 3
bruzdnic?

Biata struktura we wnetrzu chloroplastu na a

rys. 4D to:

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

odpowiedzi.

Rys. 4. Obrazy mikroskopowe organellow lub komadrek
przedstawicieli organizmow, z ktdorych uzyskano
ekstrakty E1-E4. A) ekstrakt E1, B) ekstrakt E2, C)
ekstrakt E3, D) ekstrakt E4.
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Zadanie B.5. (4 pkt)

Zidentyfikuj produkt spozywczy, z ktérego wyizolowano ekstrakty E1-E4.

Ekstrakt Wyizolowano z:

£1 1 A. spirulina [J/ B. chlorella 1/

C. owoc papryki [/ D. liscie szpinaku [
£ ) A. spirulina I/ B. chlorella I/

C. owoc papryki [1/ D. liscie szpinaku [1
£3 3 A. spirulina [J/ B. chlorella 1/

C. owoc papryki [/ D. liscie szpinaku [
E4 a A. spirulina [J/ B. chlorella 1/

C. owoc papryki [/ D. liscie szpinaku [

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowied:zi.
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