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Imie i nazwisko Grupa Nr

CZER|NIEB | ZIEL |ZOLT

Zaznacz znakiem X swojg grupe

Czas: 90 min (+ 5 min na sprawdzenie kompletnosci zestawu egzaminacyjnego).
taczna liczba punktéw do zdobycia: 30

Drodzy uczestnicy!

W trakcie egzaminu wykonacie dwa zadania:

Czes€ A jest zadaniem praktyczno-teoretycznym, ktorego celem jest analiza
aktywnosci fotochemicznej izolowanych bton tylakoidéw (16 pkt),

Czes¢ B jest zadaniem praktycznym, ktérego celem jest wyodrebnienie barwnikéw
fotosyntetycznych z bton tylakoidéw (14 pkt).

Przed przystgpieniem do rozwigzywania zadan nalezy przeczyta¢ wszystkie
dostarczone materiaty (10 numerowanych stron).

Odpowiedzi nalezy udziela¢ jedynie na karcie odpowiedzi (2 strony).

Uzyskane wyniki eksperymentdéw nalezy umiesci¢ na karcie wynikow laboratoryjnych
(1 strona formatu A5).

Odpowiedzi umieszczone w arkuszu zadan nie beda oceniane.

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

Upewnij sie, ze otrzymates wszystkie niezbedne materiaty i odczynniki do wykonania
zadan znajdujace sie na zataczonej liscie. Jezeli brakuje jakiejkolwiek pozycji, podnies
reke.

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

Uzywaj rekawiczek ochronnych.

Zakoncz udzielanie odpowiedzi i odtd6z dtugopis natychmiast po zakonczeniu
egzaminu.



Materiaty i sprzet

Materiat Op|§ n? llos¢ Jednostka
etykiecie
Bufor reakcyjny BUFOR 1(8 ml) probéwka typu falkon (15 ml)
gslar:i'\:nr(]ﬁll;s;gz;:o FE(IN1) 1 (100 pl) probowka typu Eppendorf (1,5 ml)
25% kwas trifluorooctowy TCA 1 (800 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Prébka 1 P1 1 (200 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Probka 2 P2 1 (200 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Probka T T 1 (200 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Faza mobilna A A 1 (10 ml) probowka typu falkon (15 ml)
Faza mobilna B B 1 (10 ml) probowka typu falkon (15 ml)
Faza mobilna C C 1 (10 ml) probowka typu falkon (15 ml)
Etanol ETOH 1 (500 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Mieszanina ekstrakcyjna ME 1 (200 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)

Wszystkie odczynniki w probdwkach typu Eppendorf sg umieszczone w plastikowym pudetku
z przegrodkami. Prébdéwki typu falkon znajduja sie w statywie. Prébka 1, Probka 2 i Prébka T

znajdujg sie w styropianowym pojemniku z lodem

Sprzet

llos¢

Jednostka

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

zestaw

Wirdéwka laboratoryjna

1 urzadzenie na 2 uczestnikow

Wstrzasarka typu vortex 1 sztuka
Statyw na probdwki 1 sztuka
Statyw na probodwki typu Eppendorf 1 sztuka
Statyw na kuwety 1 sztuka
Probowki 10 ml (10 szt.) i korki (6 szt.) (w torebce) 1 zestaw
Lejki 4 sztuka
Saczki bibutowe okragte (w torebce) 4 sztuka
Kuwety spektrofotometryczne (w torebce) 4 sztuka
Probéwki 1,5 ml typu Eppendorf (w torebce) 5 sztuka
Probéwki 1,5 ml typu Eppendorf z etykietami (w torebce) 3 sztuka
Ptytka chromatograficzna (w torebce) 1 sztuka
Komora chromatograficzna (stoik) 1 sztuka
Kartki papieru (w torebce) 4 sztuka
Szpatutka 1 sztuka
Kalkulator 1 sztuka
Marker do podpisywania probowek 1 sztuka
Otéwek 1 sztuka
Linijka 1 sztuka
Pojemnik na odpady 1 sztuka
Reczniki papierowe kilka »listek”
Rekawiczki* 1 para
Stoper 1 sztuka

* uczestnicy otrzymali rekawiczki przed rozpoczeciem pracowni. Zapasowe rekawiczki sg

dostepne na sali.




Czesc A. Analiza aktywnosci fotochemicznej izolowanych bton tylakoidéw (16 pkt)
Zadanie A.1 (11 pkt)
Wprowadzenie

W dwoch prébdwkach: P1i P2 znajdujg sie wyizolowane btony tylakoiddw szpinaku o stezeniu
2,8 mg chlorofilu/ml. W trakcie procedury izolacji jednej z prébek popetniono btad, w efekcie
ktérego tylakoidy utracity w znacznym stopniu aktywnos$¢ fotochemiczng (indukowany
Swiattem transport elektronéw). Twoim zadaniem jest zidentyfikowanie probki, w ktorej
znajdujq sie btony tylakoidéw wyizolowane wg prawidtowej procedury.

Wykonaj eksperyment umozliwiajgcy pomiar aktywnosci fotochemicznej bton tylakoidow. Ta
aktywnos¢ bedzie mierzona przez redukcje heksacyjanozelazianu(lll) potasu Ks[Fe(CN)s] do
heksacyjanozelazianu(ll) potasu Kas[Fe(CN)s] w obecnosci $wiatta. Stezenie heksacyjano-
zelazianu(lll) potasu mozna okresli¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali swietlnej 420 nm.

Instrukcja do czesci A.1

1. Podpisz 2 duze (o pojemnosci 10 ml) plastikowe prébdéwki: ,reakcja P1” i, reakcja P2”.

2. Podpisz dwa zestawy po 4 duze plastikowe préobdéwki: P1 0 min, P1 10 min, P2 0 min,

P2 10 min.

3. Do jednego z zestawdw probdéwek z pkt. 2. dodaj po 200 pl 25% kwasu trichlorooctowego.
4. Do duzych probdéwek podpisanych ,reakcja P1” i ,reakcja P2” dodaj sktadniki mieszaniny
reakcyjnej (poza probkami P1i P2) wg tabeli 1.

5. Wymieszaj zawartosc probéwek na vorteksie.

6. Rozpocznij reakcje dodaniem tylakoidéw z probowek typu Eppendorf podpisanych P1i P2.
7. Po dodaniu tylakoidéw do duzych probowek natychmiast zatéz korek, wymieszaj
zawarto$é, a nastepnie pobierz po 2 ml roztworu i przenie$ do odpowiednich prébowek
zawierajgcych kwas trichlorooctowy.

8. Plastikowe préobowki z mieszaninami reakcyjnymi odstaw do statywu na gornej pétce stotu
laboratoryjnego na 10 minut (uzyj stopera do odmierzenia czasu).

9. Po 10 minutach pobierz po 2 ml roztworu i przenies do odpowiednich prébéowek
zawierajacych kwas trichlorooctowy.

10. Zakorkuj wszystkie probdwki i wymieszaj zawartosé.

11. Za pomoca lejkdw i papierowych sgczkdw przesgcz zawartosc¢ probowek wymienionych
w pkt. 10. do nowego zestawu prébdéwek.

12. Zawartosc probowek wymienionych w pkt. 11. przenie$ do 4 podpisanych w taki sam
sposob kuwet spektrofotometrycznych (podpisuj przy gérnej krawedzi kuwety). Kuwety
umies¢ w statywie i przekaz asystentowi wraz z kartg wynikéw laboratoryjnych.

13. Po pomiarze absorbancji przy 420 nm asystent zwrdci karte wynikéw laboratoryjnych.



Zadanie A.1.1. (1 pkt)

Podaj objetosci wszystkich sktadnikow mieszanin reakcyjnych P1 i P2. Stezenia poczatkowe
i koncowe podano w Tabeli 1. Koricowa objetos¢ uzyskaj przez dodanie odpowiedniej
objetosci buforu reakcyjnego.

Tabela 1. Sktad mieszanin reakcyjnych.

Sktadnik mieszaniny . , . .
o Stezenie koncowe | Reakcja P1 Reakcja P2
reakcyjne;j

Bufor reakcyjny - I ml | v ml

50 mM heksacyjano-

I IV I
zelazian(lll) potasu 0,5mM H W

Tylakoidy
2,8 mg chlorofilu/ml

50 pg chlorofilu/ml | I pl v ul

Objetos¢ koncowa 4 ml 4 ml

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

Zadanie A.1.2. (6 pkt)
Wyniki absorbancji zmierzone przez asystentdéw zostang ocenione przez egzaminatora.
Upewnij sie, ze znajdujg sie one na karcie wynikéw laboratoryjnych.

Zadanie A.1.3. (2 pkt)
Na podstawie uzyskanych wynikéw absorbancji okresl, w ktérej probdwce znajdowaty sie
tylakoidy wykazujgce aktywnosé fotochemiczng. Odpowiedz uzasadnij.

Tylakoidy wyizolowane wg prawidtowe] procedury znajdowaty sie
w probdéwece

poniewaz (podaj jednozdaniowe uzasadnienie)

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



Zadanie A.1.4 (2 pkt)

Wykorzystujgc prawo Lamberta-Beera, mozna wyznaczy¢ stezenie heksacyjanozelazianu(lll)
potasu, ktéorego milimolowy wspotczynnik absorpcji przy 420 nm wynosi 1,04 mM™ x cm™.,
Zaktadajac, ze heksacyjanozelazian(lll) potasu odbiera elektrony wytgcznie od fotosystemu ll,
oblicz, ile tlenu czasteczkowego powstato w trakcie 10-minutowego oswietlania prébki
tylakoidéw o objetosci 10 ml, zawierajacej 50 pg chlorofilu. Uzyj wartosci absorbancji
podanych ponizej. Wyniki podaj z doktadnoscig do dwdch miejsc po przecinku.

Wartosci absorbancji przy 420 nm zmierzone w kuwetach o dtugosci drogi swietlnej 1 cm:

A t 0 min = 0,822
A t10 min = 0,250.

Do obliczen stezenia molowego wykorzystaj prawo Lamberta-Beera:
A =¢Cl
A —absorbancja roztworu przy danej dtugosci fali [jednostka bezwymiarowa];
€ — molowy wspotczynnik absorpcji dla danego zwigzku przy danej dtugosci fali [M™ x cm™];
C — stezenie molowe substancji w badanym roztworze [mol x dm3, M];
[ — dtugosc drogi fali Swietlnej przechodzacej przez roztwoér [cm].

Tabela 2. Podaj liczbe moli:
Zuzyty heksacyjanozelazian(lll) potasu Powstaty tlen czasteczkowy
wartosé jednostka wartosé jednostka
o pmol B pmol

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

Miejsce na obliczenia:

Zadanie A.2. (5 pkt)
Wprowadzenie

Aktywnosc¢ fotosyntetycznego taricucha transportu elektronéw w btonach tylakoidéw mozna
bada¢ w warunkach in vitro z wykorzystaniem elektrody tlenowej Clarka przez rejestracje
zmian stezenia tlenu w komorze reakcyjnej. Stosujagc odpowiednie akceptory i donory
elektronéw oraz specyficzne inhibitory, mozna mierzy¢ aktywnos¢ wybranych fragmentow
fotosyntetycznego tfanicucha transportu elektronéw. Jedng z typowych metod jest
zastosowanie metylowiologenu — akceptora elektronéw z fotosystemu |. Zredukowany



metylowiologen w wyniku reakcji z tlenem rozpuszczonym w mieszaninie reakcyjnej utlenia
sie, zuzywajac tlen, zatem spadek stezenia tlenu bedzie swiadczyt o przeptywie elektrondéw.
Na rys. 1A przedstawiono schemat przeptywu elektrondw w fazie jasnej fotosyntezy.
Wykorzystaj go do odpowiedzi na ponizsze zadanie.

Zadanie A.2.

Do mieszaniny reakcyjnej (roztwdér wodny), zawierajgcej akceptor elektronéow dla PSI
(metylowiologen) i umieszczonej w komorze pomiarowe] elektrody tlenowej Clarka, dodano
tylakoidy.

Po rozpoczeciu o$wietlania komory pomiarowej zaobserwowano spadek stezenia tlenu.
Nastepnie przez dodawanie kolejno zwigzkéw chemicznych 1-5, uzyskano wykres zmian
stezenia tlenu przedstawiony na rys. 1B. W oparciu o schemat na rys. 1A okresl funkcje
zwigzkow 1-5.
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Rys. 1. (A) Schemat przeptywu elektronéw w fazie jasnej fotosyntezy; (B) zmiany stezenia
tlenu podczas pomiaru in vitro aktywnosci fotosyntetycznego tancucha transportu
elektronow.



UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowiedzi.

Nr dodanego
zwigzku
chemicznego
na rys. 1B.

Funkcja dodanego zwigzku chemicznego:

1

A. inhibitor PSI [J / B. inhibitor PSII [ / C. inhibitor Cyt. bef [1/ D.
donor elektronéw dla PSI L1/ E. donor elektronéw dla Cyt. bef [1

A. inhibitor PSI [/ B. inhibitor PSII [ / C. inhibitor Cyt. bef [1/ D.
donor elektronéw dla PSI L1/ E. donor elektronéw dla Cyt. bef [1

A. inhibitor PSI [J / B. inhibitor PSII [ / C. inhibitor Cyt. bef [1/ D.
donor elektronéw dla PSI L1/ E. donor elektronéw dla Cyt. bef [1

A. inhibitor PSI [J / B. inhibitor PSII [ / C. inhibitor Cyt. bef [1/ D.
donor elektronéw dla PSI L1/ E. donor elektronéw dla Cyt. bef [1

A. inhibitor PSI [/ B. inhibitor PSII [ / C. inhibitor Cyt. bef [1/ D.
donor elektronéw dla PSI L1/ E. donor elektronéw dla Cyt. bef [1




Czes¢ B. Wyodrebnienie barwnikéw fotosyntetycznych z bton tylakoidow (14 pkt).

Wprowadzenie.
W prébdéwce podpisanej T znajduja sie btony tylakoidow wyizolowane z lisci szpinaku. Twoim
zadaniem jest wyekstrahowanie frakcji barwnikdw, a nastepnie wykonanie cienkowarstwowej
chromatografii adsorpcyjnej (TLC) w celu pozyskania B-karotenu, chlorofilu a oraz ksantofili.
Do dyspozycji masz zestaw do TLC oraz trzy fazy mobilne: A, B, C.
Musisz wybra¢ faze mobilng, ktérej uzyjesz do chromatografii. Wykorzystaj ponizsze
informacje:
1) Optymalny rozdziat barwnikéw bton tylakoidoéw pozwala na rozdzielenie: B-karotenu,
feofityny a, chlorofilu a, chlorofilu b, ksantofili. Wymienione zwigzki uszeregowano wg
rosngcej polarnosci.

2)
Tabela 3. Wartos¢ wspotczynnika Rs dla ksantofili.
Faza mobilna A 0-0,11
Faza mobilna B 0,78-0,87
Faza mobilna C 1

Instrukcja do czesci B

1. Do probowki typu Eppendorf dodaj 50 pl prébki T oraz 100 pl mieszaniny ekstrakcyjnej.
2. Wymieszaj prébdéwke na vorteksie przez okoto 30-45 sekund.

3. Umies¢ préobdwke w wirdwce laboratoryjnej i wiruj przez 1 minute. Nie zmieniaj
parametréw wirowania. Przy wiréwkach bedg pomagac asystenci. Jezeli w wirdwce bedzie
nieparzysta liczba prébdowek, uzyj przeciwwagi (czarna prébdéwka lezgca obok wirdwki).

4. Dolng faze o intensywnie zielonej barwie przenies do nowej probowki typu Eppendorf.

5. Do komory chromatograficznej (stoik) wlej wybrang faze mobilna: A, B lub C. Natychmiast
zakrec stoik oraz pustg probdéwke.

6. Wyjmij ptytke chromatograficzng z woreczka. Narysuj za pomocg otédwka linie startu

w odlegtosci 1,5 cm od dolnej krawedzi ptytki (po ptytce nalezy pisa¢ bardzo delikatnie, aby
nie doprowadzi¢ do zadrapan) (rys. 2.).

7. Za pomocg pipety automatycznej nanie$ na ptytke (na linii startu) 5 pl uzyskanego
ekstraktu. Ekstrakt nanies w dwdch powtdrzeniach. Prébki powinny byé umieszczone w
takiej samej odlegtosci od siebie oraz 1 cm od bocznych krawedzi ptytki (rys. 2.). Po okoto
minucie nanie$ drugg warstwe (5 pl ekstraktu).

8. Po minucie umies$¢ ptytke w komorze chromatograficznej (stoik). Pokrywke stoika odkrec
tuz przed wiozeniem ptytki i natychmiast zakre¢ po jej umieszczeniu w srodku.

9. Po zakonczeniu rozdziatu chromatograficznego (sam zdecyduj, kiedy go zakonczy¢;
chromatografie prowadz maksymalnie 10 minut) wyjmij ptytke ze stoika i natychmiast zakre¢
wieczko.

10. Zaznacz otowkiem na ptytce wysokosc, jakg osiggneto czoto rozpuszczalnika w momencie
zakonczenia chromatografii.

11. Ptytke odtéz w bezpieczne miejsce na 2—3 minuty, aby wyschta.



12. Za pomocag szpatutki z jednej sciezki chromatograficznej wydrap na kartki papieru barwne
pasma zawierajgce B-karoten, chlorofil a oraz ksantofil (jeden wybrany). Mozesz wczesniej
obrysowac pasma otdwkiem. Jezeli nie uzyskate$ petnego rozdziatu, mozesz wyodrebnic¢
mniej niz trzy barwniki (w tym ewentualne mieszaniny barwnikéw).

13. Przesyp uzyskany zel krzemionkowy z barwnikami do 3 prébdéwek typu Eppendorf

o objetosci 1,5 ml.

14. Do kazdej z prébéwek wymienionych w pkt. 13. dodaj po 100 pl etanolu i wymieszaj na
vorteksie.

15. Umies¢ probowki w wirdwce laboratoryjnej i wiruj przez 1 minute. Nie zmieniaj
parametréw wirowania. Przy wiréwkach beda pomagac asystenci. Jezeli w wirdwce bedzie
nieparzysta liczba probdwek, uzyj przeciwwagi (czarna prébéwka lezgca obok wirdwki).

16. Po zakonczeniu wirowania przenies$ supernatant (uwazaj, aby nie pobrac osadzonego
zelu krzemionkowego) do 3 probdwek typu Eppendorf podpisanych numerem uczestnika
oraz oznaczeniami B1, B2, B3 (probdwki w zestawie sg juz podpisane).

17. Przekaz prébdéwki asystentowi. W celu identyfikacji asystenci zmierzag widma absorpcyjne
wyizolowanych barwnikdw, a wyniki pomiaréw zostang dotgczone do kart odpowiedzi po
zakonczeniu egzaminu.

18. Ptytke TLC umies¢ na karcie wynikéw laboratoryjnych —odklej folie z tasmy samoprzylepne;j
i potdz na niej ptytke TLC. Odtd6z karte wynikéw laboratoryjnych w bezpieczne miejsce.

linia startu

. @ . O s -— (1 ’5 om Od dolnej krawedzi)

|

L

miejsca Rys. 2. Schemat naktadania préobek na

nanoszenia prébek
(odstep ok. 1 cm) ptytke TLC.




Zadanie B.1.1 (9 pkt)

Wyekstrahuj barwniki z prébki T, a nastepnie wykonaj chromatografie cienkowarstwowa
i wyodrebnij B-karoten, chlorofil a oraz wybrany ksantofil. Wykorzystaj instrukcje do czesci B.

Zadanie B.1.2 (2pkt)

Do chromatografii cienkowarstwowej wybieram faze mobilng

A. Faza mobilna A O / B. Faza mobilna B O C. Faza mobilna C O

Zadanie B.1.3 (3 pkt)

Oblicz wartosci Rf (podaj z doktadnoscig do dwdch miejsc po przecinku) dla wyodrebnionych
barwnikéw, ktdére umiescites w probowkach B1-B3. Jezeli wyodrebnites mniej niz trzy
barwniki, w odpowiednich polach Tabeli 4. wstaw znak ,—".

Tabela 4. Wyznaczanie wartosci R.
Dtugos¢ migracji na .,

Nazwa pasma Wartos¢ Re
ptytce [mm]

Linia czota 1

B1 2 5

B2 3 6

B3 4 7

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