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VIII EDYCJA KONKURSU BIOTECHNOLOGICZNEGO
ZADANIA NA | ETAP

ISTOTNE INFORMACJE (przeczytaj uwaznie):

1. Rozwiazania zadan nalezy przesta¢ zarowno w formie elektronicznej jak i papierowej.
a) w formie elektronicznej - w formacie pdf na adres: konkurs.biotechnologiczny@pw.edu.pl.
b) W formie papierowej - uporzadkuj kartki (tre$¢ zadania 1 + odpowiedz, tres¢ zadania 2 +
odpowiedz, itd.) — prosimy, aby$ zrobit(a) to tak, aby kazde zadanie wraz z odpowiedzia byto
oddzielnym pakietem (bedziemy wdzigczni za spigcie ze soba kartek przynalezacych do jednego
zadania - bardzo utatwi nam to sprawdzanie; na odpowiedz mozesz wykorzystac tez puste miejsce

za zadaniem). W16z do koperty i wyslij poczta na adres:

Wydzial Chemiczny Politechniki Warszawskiej

ul. Noakowskiego 3

00-664 Warszawa

Z dopiskiem: KONKURS BIOTECHNOLOGICZNY

2. Obie wersje, papierowa i elektroniczna, musza by¢ tozsame. Je$li wszystkie odpowiedzi
umieszczasz w tym pliku pdf (link do Acrobat Reader: https://get.adobe.com/reader/), to wydrukuj
go do wystania poczta. Jesli wydrukujesz ten plik i recznie udzielisz odpowiedzi (np. wypetniajac
tabele, czy piszac odpowiedz na oddzielnej kartce), to zeskanuj wszystkie kartki do wystania e-
mailem biorac pod uwage punkt 1b. Mozesz rowniez zastosowac tryb mieszany udzielania
odpowiedzi, tzn. np. odrecznie uzupetnic tabele (czy tez pisa¢ w miejscach wykropkowanych) oraz
dotaczy¢ wydrukowane kartki A4 z odpowiedziami.

3. W nagtowku nad numerem kazdego zadania umie$¢ imi¢ i nazwisko (je$li tres¢ zadania zajmuje
wigcej niz jedng strong/kartke to wystarczy tylko stronie/stronach nieparzystych).

4. Kazda dodatkowa kartka zawierajaca odpowiedz/rozwigzanie musi mie¢ na gorze umieszczone imie
i nazwisko uczestnika konkursu i numer zadania, ktérego dotyczy odpowiedz.

5. Odpowiedzi musza by¢ samodzielnie sformutowane. Procedura Kopiuj/Wklej jest niedopuszczalna.
Pod kazdym zadaniem podano przyktadowe zrodla wiedzy, zachgcamy jednak do szerszych

poszukiwan.

Termin nadsytania odpowiedzi (w obu formach): do 31.01.2025 r. Liczy si¢ data stempla pocztowego.
Nie zapomnij zarejestrowac si¢ najpézniej do 31.01.2025 r. za pomoca formularza zgloszeniowego
V111 edycji, dostepnego na stronie Konkursu:
https://forms.office.com/Pages/ResponsePage.aspx?id=nCJQO3]NiEWbz5e3Yp4vDERBL Y Idu6BFIg
QPnjOnKISUMIpDOThYQ1hPTjZUVjBVNzNISEhNWWVKOWC4u

Zyczymy dobref zabowy przy rozwidzywaninw zadei U sukcesnd!!
Komitet Organizacyjny
VI Konkuwrsw Blotechnologieznego
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ZADANIE 1 (8 pkt)

7 pazdziernika 2024 r. laureatami Nagrody Nobla w dziedzinie medycyny lub fizjologii zostali
Victor Ambros 1 Gary Ruvkun. Komitet Noblowski wyr6znit ich za odkrycie mikroRNA
(miRNA) 1 jego roli w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw. Pomogto to zrozumiec
rozwdj chorob autoimmunologicznych, nowotwordéw czy cukrzycy. 18 lat wezesniej Andrew

Fire i Craig Mello otrzymali t¢ nagrodg¢ za badania nad zjawiskiem interferencji RNA u nicienia

Caenorhabditis elegans. Obecnie trwajg intensywne badania nad wykorzystaniem tej regulacji

ekspresji gendéw w terapiach rozmaitych choréb. Wyszukaj informacje na temat zjawiska
interferencji RNA z udzialem miRNA i odpowiedz na pytania:

(2 pkt) Jak i gdzie w komorce powstaja i dojrzewaja czasteczki miRNA i jaka jest
ich rola w komorce i organizmie?

(2 pkt) Przedstaw schematycznie $ciezke interferencji RNA (RNAi) zachodzaca w
cytoplazmie z udzialem miRNA i prowadzaca do wyciszenia genéw.

(1 pkt) Podaj 2 mechanizmy wyciszania genéw przez miRNA.
(2 pkt) Jak mozna wykorzysta¢ zjawisko interferencji RNA w medycynie? Podaj
mechanizm dzialania leku opartego na miRNA, poslugujac si¢ konkretnym

przykladem.

(1 pkt) Podaj 4 wyzwania, wedlug Ciebie najwazniejsze, zwigzane ze stosowaniem
MiRNA w terapiach.

Przykladowe zrodla wiedzy:

Beata Biesaga (2007) Andrew Z. Fire i Craig C. Mello Nagroda Nobla 2006 w dziedzinie medycyny i
fizjologii ,,Interferencja RNA — wyciszanie genéw przez podwodjnoniciowy RNA”. NOWOTWORY
Journal of Oncology 57: 75-78

Majorek K, Krzyzosiak WJ (2006) Rola mikroRNA w patogenezie, diagnostyce i terapii nowotworow.
Wspotczesna Onkologia 10 (8): 359-366.

Dexheimer PJ, Cochella L (2020) MicroRNAs: From Mechanism to Organism. Frontiers in Cell and
Developmental Biology 8: 409, https://doi.org/10.3389/fcell.2020.00409

Lee JW. Et al. (2023) RNAI therapies: Expanding applications for extrahepatic diseases and overcoming
delivery challenges. Advanced Drug Delivery Reviews 201: 11507,
https://doi.org/10.1016/j.addr.2023.115073



Imie i nazwisko uczestnika VII KB



Imie i nazwisko uczestnika VIII KB

ZADANIE 2 (10 pkt)

Jedng z czgsteczek pehigcych istotng rolg w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego
jest dopamina. Jest ona zwigzkiem organicznym nalezacym do grupy katecholamin, a jej
struktura zostata przedstawiona na ponizszym rysunku. Nalezy podkresli¢, ze czgsteczka ta
wykazuje wlasciwosci elektroaktywne. Kontrolowanie poziomu dopaminy w organizmie
ludzkim jest istotne ze wzglgdu na fakt, ze ma ona wptyw na rozwoj choréb takich jest ADHD,
schizofrenia czy choroba Parkinsona. Wsrod metod, ktore moga by¢ stosowane do wykrywania
dopaminy znajduja si¢ techniki elektrochemiczne - najczeséciej pradowe, wykorzystujace
elektrody ztozone np. z materialow weglowych badz metalicznych, ktore czgsto modyfikowane

sg warstwami zlozonymi z czasteczek kwasow nukleinowych.

I1.

I11.
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(2 pkt) Opisz w kilku zdaniach, jaka role biologiczng pelni dopamina w organizmie
ludzkim.

(3 pkt) Jako pracownik firmy biosensorowej otrzymalas/otrzymale§ zadanie
opracowania biosensora elektrochemicznego do wykrywania dopaminy. Firma
zdecydowala si¢ na zastosowanie elektrod zlotych modyfikowanych aptamerami
RNA (jednoniciowe RNA) o wysokiej selektywnosci wobec czasteczek dopaminy.
Czasteczka aptameru w wyniku wigzania dopaminy zmienia swojgq konformacje,
co pozwala na detekcje tej katecholaminy. W jaki sposob mozliwe byloby wykrycie
dopaminy za pomocg elektrod modyfikowanych aptamerem i zastosowanie
techniki pradowej — woltamperometrii fali prostokatnej? Czy sekwencja
aptamerowa poza grupa disiarczkowa na koncu 3’ lub 5°, ktora pozwala na jej
unieruchomienie na powierzchni zlotej elektrody, powinna zawiera¢ dodatkowa
modyfikacje¢? Narysuj schematycznie budowe biosensora i uzasadnij pisemnie
swoja odpowiedz.

(3 pkt) W wyniku analizy probki krwi z wykorzystaniem elektrod
modyfikowanych aptamerem otrzymano nastepujacy woltamperogram (zaleznos¢
pradu od potencjalu). Jaka jest przyczyna powstania potrojnego piku pradowego?
Czy na podstawie wykresu mozna okresli¢ stezenie dopaminy w prébce? Jakie
zmiany mozna by wprowadzi¢ w warstwie receptorowej biosensora, by poprawic¢
jego dzialanie? Uzasadnij odpowiedz.
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I[A]
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IV. (2 pkt) Po wielu miesigcach pracy w laboratorium uzyskale$ krzywa kalibracji dla
biosensora do wykrywania dopaminy, ktora przedstawiono ponizej. W jakim
zakresie ma ona charakter liniowy? Dlaczego przy wyzszych stezeniach tzn.
powyzej 33 ng/mL dochodzi do wyplaszczenia wykresu? Uzasadnij odpowiedz.
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Przykladowe zrodlo wiedzy:

e Sensory chemiczne i biosensory, pod redakcja Zbigniewa Brzozki, Elzbiety Malinowskiej i Wojciecha
Wroblewskiego, PWN, 2022



Imie i nazwisko uczestnika VIII KB

ZADANIE 3 (8 pkt)

Mikrofluidyka to dziedzina nauki zajmujaca si¢ badaniem 1 kontrolg przepltywu ptyndéw w
bardzo matej skali. Dzigki temu jest kluczowa w rozwoju laboratoriéw na chipie (ang. lab-on-
a-chip), ktore umozliwiajg przeprowadzanie skomplikowanych analiz chemicznych 1
biologicznych na bardzo matych prébkach. Technologia lab-on-a-chip znajduje szereg
zastosowan w diagnostyce, badaniach nowych lekoéw i1 wszelkiego rodzaju analizach. Jej
uniwersalnos¢ wynika z dowolnosci tworzenia sieci kanalikow 1 struktur umozliwiajacych
przeprowadzanie roéznych operacji jednostkowych np. mieszania, rozdzielania, detekcji,
rozcienczania.

I. (1,5 pkt) Jednym z materialow do tworzenia [lab-on-a-chip jest
polidimetylosiloksan (PDMS). Zapoznaj si¢ z zaproponowang literatura i
uzasadnij, dlaczego jest on dobrym materialem do tworzenia modeli
komorkowych. Podaj 3 argumenty.

II. (1,5 pkt) Zaprojektuj wlasny mikrouklad przeplywowy, w ktorym zawrzesz modul
rozcienczajacy probke oraz modul mieszajacy rozcienczona probke z
odczynnikiem reakcji biochemicznej. Zaznacz miejsca wlotu i wylotu cieczy.

III. (2 pkt) Podaj 4 zalety wykorzystania w diagnostyce medycznej technologii lab-on-
a-chip.

Technologia organ-on-a-chip (OOC) to zaawansowane podejscie, ktore pozwala na symulacje
struktury 1 funkcji ludzkich organd6w na mikroskopijnych chipach, ktore sg zaprojektowane tak,
aby jak najwierniej odwzorowywac srodowisko fizjologiczne ludzkich organéw. Dzigki temu
mozliwe jest przewidywanie reakcji organizmu na rozne bodzce, w tym odpowiedzi na zwigzki
chemiczne 1 wptyw $rodowiska. Takie modele wykorzystuje si¢ do poréwnywania skutecznosci
potencjalnych lekéw. Jednym z sposobow detekcji jest barwienie roznicowe modeli
organdw/hodowli jodkiem propidyny oraz kalceing.

IV. (2 pkt) Podaj molekularne podstawy wybarwienia Kkalceina oraz jodkiem
propidyny.
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V. (1 pkt) Dlaczego mozna powiedzieé, ze Heart-on-a-chip jest modelem serca, skoro
nie wyglada jak serce?

Polecana literatura:

Leung, C. M., De Haan, P., Ronaldson-Bouchard, K., Kim, G., Ko, J., Rho, H. S., Chen, Z., Habibovic, P., Jeon,
N. L., Takayama, S., Shuler, M. L., Vunjak-Novakovic, G., Frey, O., Verpoorte, E., & Toh, Y. (2022). A guide to
the organ-on-a-chip. Nature Reviews Methods Primers, 2(1). https://doi.org/10.1038/s43586-022-00118-6



https://doi.org/10.1038/s43586-022-00118-6
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ZADANIE 4 (10 pkt)

Mastocyty (komorki tuczne) sg w ostatnich latach intensywnie badane w celu doktadniejszego
poznania ich funkcji w infekcjach. Jednga z cech charakterystycznych tych komoérek jest

uleganie procesowi degranulacji. Podczas tego procesu wydziela si¢ B-heksozoaminidaza,
ktora jest czesto badanym markerem degranulacji. Wysoki poziom tego enzymu wskazuje na

stan zapalny. Modyfikacja testu stuzacego do oznaczenia poziomu B-heksozoaminidazy jest
inkubacja mastocytow z patogenem, np. grzybem z gatunku Candida albicans 1 zwiazkiem

hamujacym jego rozwo;.

Pytania:

I

IL.

I11.

IVv.

(1 pkt) Wyjasnij, na czym polega proces degranulacji.

(2 pkt) Wymien, w jakich procesach biora udzial mastocyty oraz opisz w 1-2
zdaniach, do czego prowadzi ich dzialanie.

(4 pkt) W trakcie testu zorientowales sie, ze brakuje Ci jednego z buforow. Stezenia
koncowe zawartych w nim skladnikow w nim wynosza: 130 mM NaCl; 5,5 mM
roztwor glukozy; 2,7 mM KCl; 1,0 mM CaClz; 0,1 % (w/v) BSA (ang. Bovine Serum
Albumin); 12 mM HEPES; 0,45 mM NaH:PQOs. Szukajac skladnikéw w szafkach
laboratoryjnych, znalazles roztwory o stezeniach: 1 M NaCl; 0,9 M roztwor glukozy;
200 mM KCI; 1M CaClz; 0,1 % (w/v) BSA; 1 M HEPES oraz NaH2PO4 w formie
stalej. Dysponujac powyzszymi odczynnikami przygotuj 10 ml tego buforu. Pamietaj
o uwzglednieniu wszystkich skladnikéw buforu i opisz sposéb jego przygotowania.

(3 pkt) Po przeprowadzeniu testu wraz z potencjalnym zwiazkiem
przeciwgrzybiczym otrzymale§ wynik, ktory przedstawiasz w postaci Ryciny 1.
Zinterpretuj ten wykres oraz wskaz, czy ktory$ ze zwiazkow (1 lub 2) méglby by¢
stosowany jako potencjalna substancja przeciwgrzybicza. Odpowiedz uzasadnij.
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Rycina 1. Wplyw zwigzkow 1 i 2 na degranulacje mastocytow. Kontrola negatywna — mastocyty, kontrola
pozytywna — mastocyty inkubowane z patogenem, probka 1 — mastocyty inkubowane z patogenem i ze
zwiqgzkiem 1, probka 2 — mastocyty inkubowane z patogenem ze zwigzkiem 2.

Polecana literatura:

e Baran, J. ef al. Mast Cells as a Target—A Comprehensive Review of Recent Therapeutic Approaches.
Cells 12, 1187 (2023).

e Liao, H. ef al. Novel reactivation and degranulation of mast cells. Biomedicine & Pharmacotherapy 127,
110157 (2020).

e Soria-Castro, R. ef al. Valproic acid restricts mast cell activation by Listeria monocytogenes. Scientific
Reports 12, 15685 (2022).
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ZADANIE 5 (10 pkt)

Wirusy stanowig jeden z tematodw najbardziej eksplorowanych przez naukowcéw, zwlaszcza w
kontekscie obecnych i przysztych epidemii, a takze diagnostyki i nowoczesnych metod
leczenia. Sg to niewielkie czastki o rozmiarach w granicach od 20 do 300 nm lecz najwi¢ksze
wirusy potrafig osigga¢ rozmiary nawet 400 nm i wigcej. Nie sg one natomiast organizmami,
gdyz nie sa wykazujg czynnosci zyciowych takich jak przemiana materii, a takze zdolno$¢ do
samodzielnego rozmnazania.

I. (1 pkt) Wymien trzy jednostki budulcowe, z ktorych najczesciej skladaja si¢
wirusy i krotko opisz (max. 2 zdania) jakie majg zadania w budowie wirusa.

II. (2,5 pkt) Opisz 5 glownych etapow cyklu infekcyjnego wirusa Herpes simplex 1
(HSV-1). Do kazdego z etapéw cyklu, dolacz krotki opis, na czym on polega.

Wirusy sg trudne do sklasyfikowania. Niewielki rozmiar, pozwalajacy ujrze¢ je dopiero dzigki
zastosowaniu skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) dodatkowo utrudnia to zadanie.
Ponadto czgsto roznig si¢ znaczaco w kwestii ksztattu jak i namnazania. Sposoby wejscia do
wnetrza komorki gospodarza jak i sposoby jej opuszczania czg¢sto réznig si¢ na poziomie
molekularnym. Wirulencja tych wiruséw takze bywa rozna, niektore sa w stanie zakazi¢
organizm znikoma ilo$cig materiatu. Niektore wirusy (np. norowirusy) potrzebuja do infekcji
zaledwie kilkanascie czastek.

Ostatecznie, aby sklasyfikowa¢ wirusy, podjeto decyzj¢ o podzieleniu ich wzgledem
posiadanego materialu genetycznego oraz procesu wytworzenia mRNA pozwalajacego na
syntezg biatek wirusa. Klasyfikacj¢ ta nazywamy Systemem Baltimore.

II1. (3 pkt) Uzupelnij Tabele 1 dotyczaca systemu klasyfikacji Baltimore.

Do podstawowych informacji jakie powinnismy mie¢ o probce wirusa, oprocz powyzszych
informacji systematyzujacych, jest miano wirusa. Ze wzgledu na nanometrowe rozmiary
wirusOw, przy oznaczaniu positkujemy si¢ metodami, ktore posrednio informuja nas o
zakazeniu. Wykorzystuje si¢ w zwigzku z tym dziatanie wirusow na linie komorkowe, a
nastepnie ocen¢ mikroskopowa efektu cytopatycznego (CPE) i/lub testu wybarwienia fioletem
krystalicznym po okre$lonym czasie od zakazenia. Jednostka okres§lajacg miano wirusa jest
TCIDso/mL (ang. Tissue Culture Infectious Dose - liczba czastek wirusa w mL zawiesiny,
powodujaca infekcje 50% probek linii komorkowej) lub IU/mL (ang. Infectious Units -
jednostki infekujace/mL).

IV. (0,5 pkt) Wymien przykladowe trzy, wykorzystujace hodowle komorkowe, metody,

za pomocg ktorych oznacza si¢ miano wirusa. Podaj, w jakich jednostkach podaje
si¢ otrzymane wyniki w kazdej z metod.

11
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Tabela 1. System Baltimore klasyfikacji wirusow

Wirusy

(dwuniciowy DNA)

Grupa
Klas ﬁT(ac" Materiat genetyczny Sposadb transkrypcji na reprezentujace dang
i
Y ) wirusa mRNA grupe (1 przyktad dla
Baltimore L
kazdej grupy)
mRNA transkrybowany
bezposrednio z DNA
dsDNA
| HPV

Vi

Vi

12



Imie i nazwisko uczestnika VIl KB

Najmniejsze widoczne odbiegnigcia od kontroli negatywnej lub najmniejsze widoczne
odbarwienia w te$cie wybarwiania fioletem krystalicznym powinny zosta¢ uznane za dodatni
wynik na zaistnienie CPE.

V. (3 pkt) Przeprowadzono analize¢ otrzymanej probki krwi od pacjenta zakazonego

wirusem RSV. NamnoZono do poziomu pelnej monowarstwy lini¢ komdérkowa
odniesienia wobec wirusa RSV (np. 16HBE140) na plytce 96-doltkowej. Nastepnie,
po odpowiednim przygotowaniu otrzymanej probki, zakazono lini¢ komorkow3 i
po 5 dniach oceniono plytke pod mikroskopem odwrdéconego pola. Literg K
oznaczono kolumne 12. - kontrol¢ niezakazong wirusem. Przyjmij, Zze objetos¢
pozywki w kazdym dolku plytki 96-dotkowej wynosi 100 pL, a objetos¢ probki w
trakcie przygotowania nie zmienila si¢. Wynik podaj w IU/mL z dokladnoscia do 3
cyfr znaczacych.

Rozcienczenie K

101
102
103
104

105

- - 9000000000000
v - 900000000000
v | 900000000000

Polecane zrédla wiedzy:

Khan Academy, Lekcja 1 — Wirusy, data dostgpu 11.11.2024
https://pl.khanacademy.org/science/biology/biology-of-viruses/virus-biology/a/animal-viruses-hiv
Kornelia Polok, WO08. Genetyka wirusow, data dostgpu 11.11.2024,
https://www.matgen.pl/P5%20Lekarski/W08%20Genetyka%20wirusow%20L.pdf

Zaktad Immunopatologii Chorob Zakaznych i Pasozytniczych, Diagnostyka Wirusologiczna w Praktyce
Klinicznej, data dostgpu 11.11.2024,
https://immunopatologia.wum.edu.pl/sites/immunopatologia.wum.edu.pl/files/seminarium-diag-pol.pdf
Virology Research Services, Virology through numbers: converting TCID50 to IU, data dostepu
11.11.2024, https://virologyresearchservices.com/2024/07/15/virology-through-numbers-converting-
tcid50-to-iu/
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https://pl.khanacademy.org/science/biology/biology-of-viruses/virus-biology/a/animal-viruses-hiv
https://www.matgen.pl/P5%20Lekarski/W08%20Genetyka%20wirusow%20L.pdf
https://immunopatologia.wum.edu.pl/sites/immunopatologia.wum.edu.pl/files/seminarium-diag-pol.pdf
https://virologyresearchservices.com/2024/07/15/virology-through-numbers-converting-tcid50-to-iu/
https://virologyresearchservices.com/2024/07/15/virology-through-numbers-converting-tcid50-to-iu/
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Virology Research Services, Virology through numbers: Plaque and TCID50 assays, data dostepu
11.11.2024, https://virologyresearchservices.com/2024/07/15/virology-through-numbers-
plaque-and-tcid50-assays/

Miranda-Saksena, Monica & Denes, Christopher & Diefenbach, Russell & Cunningham,
Anthony. (2018). Infection and Transport of Herpes Simplex Virus Type 1 in Neurons: Role
of the Cytoskeleton. Viruses. 10. 92. 10.3390/v10020092. Data dostepu: 17.11.2024
https://www.researchgate.net/figure/Entry-of-HSV-1-into-neurons-HSV-1-enters-neuronal-
cells-by-attachment-and-fusion-of-the_fig2_323373096
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ZADANIE 6 (15 pkt)

Biologia molekularna jest nauka, ktora bada czasteczki biologiczne, ich strukture i mechanizmy
funkcjonowania. Jest to bardzo szeroka dziedzina, do ktorej zaliczaja si¢ m.in. analiza
metabolizmu, genomika, proteomika, inzynieria genetyczna itd. Obecnie wiele technik biologii
molekularnej zostato znacznie usprawnionych dzieki zastosowaniu nowoczesnych technologii
1 komputerow. Dziedzing, ktora zajmuje si¢ informatycznymi narzedziami stosowanymi do
biologicznych analiz in silico (tj. analiz komputerowych) jest bioinformatyka.

Zadanie sktada si¢ z dwoch czesci — teoretycznej i praktycznej. Obydwie dotyczg zar6wno
biologii molekularnej, jak i1 bioinformatyki. Wykonanie cze$ci praktycznej wymaga od
Uczestnika rzeczywistego wykorzystania narzedzi bioinformatycznych. Sg one ogdlnodostepne
1 darmowe, a w internecie znajduje si¢ wiele materialéw dotyczacych sposobu ich uzytkowania.
Umiejetnos$¢ korzystania z tych narzedzi jest duzym ulatwieniem w pracy biotechnologa,
dlatego warto si¢ z nimi oswoié. Czgs¢ odpowiedzi w czesci praktycznej nalezy przekazac
wylacznie droga elektroniczng — doktadne instrukcje sa umieszczone w kazdym podpunkcie
oraz pliku README.pdf, ktéry jest dostgpny w zaktadce PLIKI na stronie konkursu.

Czes¢ teoretyczna (3,5 pkt)

I. (0,5 pkt) Krétko (maksymalnie 3 zdania) opisz 3 zastosowania baz danych w
bioinformatyce i biologii molekularnej. Podaj 3 przyklady baz danych bialek.
Rozwin skrot PDB.

II. (2 pkt) W Tabeli 1 wymieniono kilka kluczowych zwiazkéw uzywanych w
technikach biologii molekularnej. Uzupelnij (wg wzoru) brakujace miejsca,
wpisujac odpowiednio funkcje zwigzku oraz w jakiej technice/metodzie jest
najczesciej stosowany.

III. (1 pkt) Co to jest plazmid? Podaj glowng réznice miedzy plazmidem, a
wektorem plazmidowym.
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Tabela 1. Kluczowe zwiazki uzywane w technikach biologii molekularnej oraz ich funkcje

ZWIAZEK FUNKCJA TECHNIKA/METODA
ANTPs 1o 4 deoksyrybonukelotydy niezbedne do utworzenia PCR
nowego DNA
Enzymy restrykcyjne

Bufor z jonami Mg?*

Polimeraza DNA Taq

Bromek etydyny

SDS

Ligaza faga T4
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Czes¢ praktyczna (11,5 pkt)

A. (4,5 pkt) W zakladce PLIKI na stronie konkursu umieszczono pliki tekstowe rtf
zawierajgce 5 sekwencji nukleotydowych zapisanych w konwencji FASTA:
Sekwencja0.rtf, Sekwencjal.rtf, Sekwencja2.rtf, Sekwencja3.rtf, Sekwencja4.rtf. Za
pomoca programu ApE (A plazmid Editor) badz dowolnego innego programu do edycji
sekwencji nukleotydowych ustal czy przypisany w ponizszej tabeli enzym przetnie
sekwencje. Jezeli tak, to na ile fragmentow? Podaj dlugos$¢ powstalych fragmentéow. W
odpowiedzi uwzglednij rowniez obraz elektroforezy na zelu agarozowym strawionego
in silico DNA.

Zaloz, ze podane sekwencje sa poddawane cieciu jako fragmenty liniowe.
Pamietaj, ze sekwencje podano zgodnie z ogolnie przyjeta konwencja: gorna ni¢ DNA
w kierunku 5° 2 3°.

DLUGOSC

PRZETNIE? NAILE UZYSKANYCH
(TAK/NIE) | FRAGMENTOW? | FRAGMENTOW (liczba

nukleotydéw w jednej nici)

SEKWENCJA ENZYM

1. 2096 nt
Sekwencja0 EcoRV tak 3 2. 805 nt
3. 424 nt
Sekwencjal EcoR1
Sekwencja2 Xeml
Sekwencja3 BamH]I
Sekwencja4 Hindlll

Obrazy elektroforezy nalezy przesta¢ elektronicznie w formie pliku pdf. Pliki nalezy nazwacé
wedlug ponizszego wzoru (JanKow zastapi¢ swoim imieniem i nazwiskiem):

Obraz elektroforezy sekwencjal: <Sekwencjal JanKow_elektro.pdf>

Obraz elektroforezy sekwencja2: <Sekwencja2 JanKow_elektro.pdf >

Obraz elektroforezy sekwencja3: <Sekwencja3 JanKow elektro.pdf >

Obraz elektroforezy sekwencja4: <Sekwencja4 JanKow elektro.pdf >

Przyktadowy obraz elektroforezy fragmentu Sekwencja0 jest dostepny w zaktadce PLIKI na
stronie konkursu w pliku <Sekwencja0_przyklad_elektro.pdf>.
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B.(3 pkt) W zakladce PLIKI na stronie konkursu umieszczono plik
Sekwencja_kodujaca_bialkoX.rtf zawierajacy sekwencj¢ nukleotydowa mRNA
kodujacego bialko X. Okresl, ktory wektor i enzym restrykcyjny bedzie najlepszy do
sklonowania tego genu. Do dyspozycji masz:

e Enzymy restrykcyjne: Hincll, EcoRl, Xbal, Notl

e Wektory: pUC19, pET-28a(+), pBR322
Do okreslenia, ktéry wektor bedzie najbardziej odpowiedni najlepiej bedzie uzy¢ ich
map restrykcyjnych. Sa one ogolnodostepne w internecie, przykladowo na stronie
snapgene.com

Odpowiedz:

Uwaga: W podanych w bazach sekwencjach mRNA (oraz sekwencjach 7 zaktadki PLIKI na
stronie konkursu) zamiast uracylu wystepuje tymina (T), tak jak w DNA kodujgcym biatko.

(4 pkt) Bialko X jest lekko zmodyfikowang wersja prawdziwego bialka wystepujacego
w naturze. W programie ApE dokonaj translacji sekwencji nukleotydowej na
aminokwasowa (sugerowane jest uzycie jednoliterowych skrotow aminokwasow).
Naste¢pnie, postugujac si¢ narzedziem BLAST, okresl jakie rzeczywiste bialko jest
najblizsze bialku X. W odpowiedzi uwzglednij plik z sekwencja aminokwasowg w
formacie .txt lub .rtf. Nazwij plik wg wzoru (dla imienia Jan Kowalski):
<BialkoX JanKow_transl.txt>. Zalacz réowniez zrzut ekranu z wynikami z programu
BLAST w pliku .pdf. Nazwij go wg wzoru: <BialkoX JanKow_BLAST.pdf>.

W wypadku, w ktorym program BLAST zwroci odpowiedz ,,unnamed protein product”
nalezy ja pominac, a wzia¢ pod uwagg te, ktora zawiera konkretne, nazwane bialko.

Zrodla wiedzy:

o Krotkie wykiady. Biologia molekularna. A. McLennan, P. Turner, A. Bates, M. White Genomy. T.A. Brown
o Mikrobiologia. J. Baj

¢ Filmy z kanatlu na YouTube A plasmid Editor: https://www.youtube.com/@ape-aplasmideditor]1346/videos

e Strona do pobrania programu (za darmo, na MacOS oraz Windows):
https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/

¢ Film instruktazowy o uzytkowaniu programu BLAST:
https://www.youtube.com/watch?v=WRKQGwh_ Mw0
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ZADANIE 7 (8 pkt)

Janek jest utalentowanym studentem zainteresowanym genetyka, ktorego czasem przesladuje
pech. Ostatnio na zajeciach z genetyki byty przerabiane choroby sprz¢zone z plcig i ich
dziedziczenie. Niezmiernie zainteresowato to Janka, poniewaz zar6wno jego siostra blizniaczka

jak 1 ich tata sg daltonistami. Mtody student postanowil wigc przesledzi¢ rodowod genetyczny
swojej rodziny pod wzgledem wystepowania genu warunkujgcego daltonizm. W tym celu zebrat
informacje o czlonkach rodziny i rozpisat je w postaci potencjalnego rodowodu genetycznego.
Niestety akurat w dniu, gdy chciat pokaza¢ swojg pracg profesor prowadzacej zajecia z genetyki
padat deszcz, a poniewaz Janek nie schowal kartki z rodowodem do teczki tylko trzymat ja w
rece, Spieszac si¢ na zajecia, krople deszezu spowodowaty, ze niektore dane w rodowodzie staty

si¢ nieczytelne.

I. (1,5 pkt) Poméz Jankowi uzupelni¢ rodowod genetyczny jego rodziny (XP oznacza

zdrowy allel a X9 oznacza allel warunkujacy daltonizm) postugujac si¢ informacjami,
ktore zebral:

Dziadek Jerzy nie byt daltonista.
Siostra Janka, Basia, jest daltonistka.
Ciocia Wanda ma syna daltoniste.

Kuzyn Mateusz jak 1 jego zona Kaja nie sg daltonistami, ale majg syna daltonistg.

Ciocia Luiza nie jest daltonistka, ale jej brat Pawet jest.
Ciocia Marta nie jest daltonistka.
Maz cioci Marty Julian nie jest daltonista.
Kuzyn Jacek jest daltonista.
Babcia Maria nie jest daltonistka

Dziadek ,/ Babcia \ Dziadek I/Babcia \
Jerzy : Maria | Zbyszek > loasia |
\ / \ Dy D /
KX
\\".'_":f"// \\- .__. //
Wujek 3 Cio_cia ; \ Tata A Mama N /'C.iocia‘ B Wujek
Pawet Luiza ‘} Marek ._.l Justyna | [ Marta Julian
| XoCuwb oy \ ]| j
......... \_VXGXD_,,/ N P \ //
r/ Siostra ™\ Janek Kuzyn l/K'-'Z}’r.'ka\ Kuzyn
[ Basia | xoy Jacek [ Alicja ) Mateusz
\ s :J \OXBPlub
\X X,,.// \ ?(dxll-ﬁ .........

Bartek

XY
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Janek w ramach stazu na studiach zatrudnit si¢ w laboratorium zajmujacym si¢ mi¢dzy innymi
przeprowadzaniem testow na ojcostwo. Pewnego dnia dostal polecenie okreslenia ojcostwa na
podstawie analizy probek umieszczonych ponizej. Pomdéz Jankowi w tym zadaniu.

II. (1,5 pkt) Na podstawie profili genetycznych okresl kto jest ojcem dziecka. Odpowiedz
uzasadnij

Mezczyzna 1 Dziecko Matka Mezczyzna 2

[

[L1T]
[I[_[T]
min

Odpowiedz:

Ojcem dziecka jest Mezczyzna............

(022 1T=To a1 =1 o 11T RN
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Janek w ramach przygotowania do egzaminu z inzynierii genetycznej zrobil sobie fiszki
dotyczace réznych systemoéw klonowania, jednak okazalo si¢, ze przy ich robieniu niektorym
okresleniom nie przypisat rodzaju klonowania, ktére to okreslenie charakteryzuje.

III. (1 pkt) Poméz Jankowi okresli¢ cechy, ktore najlepiej opisuja rodzaje klonowania.
Wstaw w miejsce kropek odpowiednie oznaczenia literowe tych cech

Rodzaje systemow do klonowania:

Cechy:

a. uporzadkowane sktadanie 2-50 fragmentow DNA jednocze$nie przy uzyciu enzymow
restrykcyjnych typu IIS i ligazy DNA

b. wymaga uzycia klonaz

c. wykorzystuje si¢ 5’-egzonukleaze, polimeraz¢ DNA i ligazg DNA

d. wykorzystuje topoizomeraze I

e. wykorzystuje wigzanie adeniny z tyming

f.  wymaga fragmentéw DNA z homologicznymi fragmentami o dtugosci 15-20 par zasad na
koncach

g.  wykorzystuje miejsca rekombinacji attB i attP

h. pozwala na klonowanie w wektorze kilku wstawek jednocze$nie

1. wykorzystuje polimeraze Taq
J. enzymy restrykcyjne tng DNA poza miejscami rozpoznawania i generujg zwykle
niepalindromowe, 3 lub 4 nukleotydowe konce

W ramach swojej pracy inzynierskiej Janek mial z pomoca tej metody namnozy¢ pewien gen
wykorzystujac wektor bakteryjny pBluescript II KS i szczep bakterii E. coli.

IV. (1 pkt) Zaznacz wszystkie poprawne odpowiedzi
1. Klonowanie genow:
a. ma na celu uzyskanie doktadnej kopii calego organizmu
b. polega na namnazaniu genu wykorzystujac organizm zywy
c. wymaga uzycia enzymow restrykcyjnych 1 ligaz
d. jest niezgodne z prawem
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2. Klonowanie genéw wymaga uzycia plazmidu bakteryjnego jako wektora.
a. Tak
b. Nie
3. Gen mozemy sklonowaé wykorzystujac:
a. komorki bakteryjne
b. komorki roslinne
c. drozdze
d. komorki zwierzece
4. Klonowanie genu wymaga:
a. usunigcia catego DNA z organizmu, ktoéry wykorzystujemy do klonowania
b. wprowadzenia obcego DNA do organizmu
c. przygotowania zrekombinowanego wektora
d. zsyntetyzowania DNA

(2 pkt) Uléz podane ponizej czynnos$ci w schemat przedstawiajacy klonowanie genow.
Kroétko wyjasnij cel kazdego z tych etapow

a. Trawienie enzymami restrykcyjnymi wektora

b. Transformacja E.coli zrekombinowanym plazmidem
c. Ligacja genu do wektora

d. Przygotowanie genu

e. Wysianie bakterii na pozywce selekcyjne;j

Kolejnosé etapow (wpisz litery odpowiadajace odpowiednim krokom)

l. 2. 3. 4. 5.

Wyjasnienie czemu shuzy kazdy z wymienionych wyzej etapow klonowania genow:
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Janek w swoich badaniach wykonuje transformacj¢ bakterii zrekombinowanym plazmidem za
pomoca metody szoku termicznego.

VI. (3 pkt) Wyjasnij na czym polega transformacja metoda szoku termicznego. Pomoz
Jankowi zaproponowa¢ etapy przeprowadzenia tej procedury. Jakie sa inne metody
transformacji jakich moglby uzy¢ Janek?

Proponowane zrédla:

e  https://www.addgene.org/mol-bio-reference/cloning/
e  https://ppm.edu.pl/docstore/download/SUM7ae€95d1351b4f1bb8107817896754¢e7/Transformacja+bakter
iitklasyczny-A.wcag.pdf?entity Type=article

e  Genomy T.A. Brown

e  https://pl.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-cloning-tutorial/a/overview-dna-
cloning

e  https://zpe.gov.pl/a/przeczytaj/DAXgViX4m

e  https://zpe.gov.pl/a/przeczytaj/DfJcMS5Z8Y
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ZADANIE 8 (8 pkt)

Wedlug definicji EFSA (ang. European Food Safety Authority): mikroplastik (MP) to
heterogeniczna mieszanina réznego ksztaltu materialdow w postaci fragmentéw, widkien,
elipsoid, granulek, $rutu, ptatkow o wielkosci w zakresie od 0,1 um do 5 mm. Czastki o
mniejszej Srednicy sg zaliczane do nanoplastiku. Struktura mikroplastiku tworzona jest przez
roézne polimery, takie jak polietylen (PE), polipropylen (PP), poli(tereftalan etylenu) (PET) i
wiele innych.

Mikroplastik dzieli si¢ na pierwotny 1 wtorny. MP pierwotny to czastki dodawane m.in. do
kosmetykow, materiatow budowlanych i innych produktow jako element zaggszczajacy lub
nadajacy inne pozadane cechy produktowi koncowemu. Mikroplastik wtorny powstaje w
wyniku uzytkowania i produkcji innych wyrobéw plastikowych podczas m.in. $cierania si¢
ubran lub degradacji plastikowych butelek. Mikroczastki plastiku moga by¢ mimowolnie
akumulowane przez organizmy wodne, stanowigc dla nich ogromne zagrozenie. W dalszej
kolejnosci te szkodliwe czastki moga przedostawa¢ si¢ w gore tancucha pokarmowego,
docierajac rowniez do organizméw ludzi.

Mikroplastik jest szkodliwy takze w inny sposob: na jego powierzchni mogg adsorbowac si¢
toksyczne zwigzki chemiczne takie jak [...ceeeveineinnnnnne. ] oraz inne sktadniki aktywne. To
powoduje wzrost ich akumulacji w $srodowisku oraz utatwia ich transport, prowadzac do
zwigkszenia ich szkodliwosci.

Ze wzgledu na to, ze mikroplastik stanowi powazne zagrozenie dla srodowiska naturalnego
oraz dla czlowieka, pojawia si¢ potrzeba opracowania metod, dzigki ktorym mozliwe bedzie
wykrywanie i oznaczanie st¢zenia tych szkodliwych czastek oraz sposobow na neutralizowanie
skutkéw ich obecnosci i ograniczanie przedostawania si¢ mikroplastiku do srodowiska. W tym
pomocna moze okaza¢ si¢ biotechnologia.

I. (1 pkt) Podaj cztery przyklady zwiazkéw chemicznych, ktore moglyby uzupehi¢é
luke¢ w powyzszym tekscie:

Il. (3,5 pkt) Zaproponuj jakie mikroorganizmy wystepujace naturalnie mozna
wykorzystaé do przeksztalcenia poli(tereftalanu etylenu) (PET) w CO2. Przedstaw
jedna z mozliwych S$ciezek procesu na schemacie ideowym
Na schemacie uwzglednij:

e nazwg reakcji, ktorej ulega dany zwiazek,

e  substrat,

e  produkty posrednie,

e produkty uboczne,

e produkt koncowy,

e enzymy odpowiedzialne za przeksztatcenia na kazdym z etapow,

e mikroorganizm (nazwa gatunkowa), ktory jest odpowiedzialny za dane
przeksztalcenie.
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Podane elementy umies¢ na schemacie ideowym analogicznie do schematu ponizej:

mikroorganizm 1
(enzym 1)

v

nazwa reakgcji 1

substrat

mikroorganizm 2

(enzym 2) produkt posredni 1

nazwa reakcji 2

produkt uboczny

produkt posredni 2
v

v
co,

Rycina 1. Przyktadowy schemat ideowy.

I11. (2 pkt) Podaj trzy przykladowe metody wykrywania lub oznaczania stezenia
mikroplastiku w probkach wodnych wraz z krotkim opisem kazdej z nich oraz
wskazaniem wad i zalet. Jakie sa najwi¢ksze trudnosci w wykrywaniu
mikroplastiku? Wyjasnij ich przyczyny.

IV. (1,5 pkt) Zaproponuj wlasng metode wychwytywania mikroplastiku ze
srodowiska wodnego (np. z jeziora, rzeki) i wyjasnij zasade jej dzialania.

Proponowane zrodta:
e M. Kossakowska-Zwierucho, ,,Mikroorganizmy w walce z mikroplastikiem”, Biotechnologia.pl. [Online].
Dostepne na: https://biotechnologia.pl/biotechnologia/mikroorganizmy-w-walce-z-mikroplastikiem,21479.
e S.H. Joo, Y. Liang, M. Kim, J. Byun, i H. Choi, ,,Microplastics with adsorbed contaminants: Mechanisms
and Treatment”, Environ. Chall., t. 3, s. 100042, kwi. 2021, doi: 10.1016/j.envc.2021.100042.
o K. Samsonowska i A. Kaszuba, ,,Mikroplastik w srodowisku naturalnym”, p, t. 67, nr 1, s. 28-33, sty. 2022,
doi: 10.14314/polimery.2022.1.4.
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ZADANIE 9 (7 pkt)

Mikroalgi w ostatnim czasie stajg si¢ coraz popularniejszym obiektem badawczym dla
naukowcow na calym $wiecie. Wykorzystywane sa w wielu galeziach przemystu, migdzy
innymi w kosmetologii, przemysle spozywczym czy w farmacji, co wynika ze zdolnosci
produkcji réznorodnych i wartosciowych zwigzkow chemicznych. Majg takze bardzo
pozytywny wptyw na srodowisko. Dzieki przeprowadzanej fotosyntezie pochtaniajg duze ilosci
dwutlenku wegla i wytwarzajg tlen niezbedny Nam wszystkim do zycia. Na tym ich
srodowiskowe znaczenie si¢ nie konczy. Naukowcy udowodnili mozliwo$¢ wykorzystania
mikroalg w walce z problemem duzych ilosci odpadow plastikowych.

I. (1,5 pkt) Podaj trzy mozliwosci wykorzystania mikroalg w walce z plastikiem.

Il. (1,5 pkt) Podaj trzy argumenty przemawiajace za przewaga mikroalg nad
bakteriami w zastosowaniach wymienionych w punkcie 1.

1. (1,5 pkt) Podaj trzy inne przyklady wykorzystania mikroalg o pozytywnym
wplywie na Srodowisko.

IV. (2,5 pkt) Narysuj/zaprojektuj schemat instalacji do hodowli mikroalg w celu
degradacji plastiku. Wypisz niezbedne elementy/czynniki Srodowiskowe do
wzrostu mikroalg.

Przykladowe zZrodia:

e https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9488055/

e  https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141391017303816

e https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-019-1220-z
e  https://www.nature.com/articles/s41598-021-96315-6
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ZADANIE 10 (5 pkt)

Do laboratorium ,,Mikrob Wielki” wplyneto zlecenie od producenta ptynoéw do higieny jamy
ustnej na wykonanie badan mikrobiologicznych zgodnie z normami ISO.

Pani Maria pobrata 1 ml ptynu do higieny jamy ustnej i dodata do 9 ml bulionu Eugon LT100,
ktory neutralizuje aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wigkszosci komercyjnie dostepnych
srodkoéw konserwujgcych dodawanych do kosmetykoéw. Po 20 h preinkubacji probek ptynu do
higieny jamy ustnej w temperaturze 35°C, pani Maria wykonata nast¢gpujace oznaczenia:

a) ocena ilosci drobnoustrojow tlenowych mezofilnych w probce kosmetyku poprzez
wykonanie 10-krotnego rozcienczenia poprzez zmieszanie 1 ml probki + 9 ml ptynu do
rozcienczen z ktorego wykonata posiew po 100 ul na agar tryptonowo-sojowy W trzykrotnym
powtorzeniu. Plytki wstawita do inkubacji do cieplarki nastawionej na 37°C na 24 h. Po tym
czasie, pani Maria zliczyla wyrosénigte kolonie, gdzie na ptytkach odpowiednio wyrosto: 17, 23
i 29 kolonii.

b) jednoczesnie, Pani Maria dokonata posiewu probki kosmetyku (100 pl) na podtoze Baird-
Parkera, podloze z cetrymidem, podtoze MacConkeya, podloze Sabourauda z dekstrozg i
chloramfenikolem. Po 24 h inkubacji w temperaturze 37°C ptytek z podtozem Baird-Parkera,
podtozem z cetrymidem, podlozem MacConkeya nie zaobserwowano wzrostu
mikroorganizmoéw. Réwniez na podtozu Sabourauda z dekstrozg i chloramfenikolem po 48 h
inkubacji w 30°C nie zaobserwowano wzrostu mikroorganizmow.

Pani Maria to dos§wiadczony mikrobiolog i doskonale wie, Zze zgodnie z normami ISO, aby ptyn
do higieny jamy ustnej byt dopuszczony do obrotu powinien spetnia¢ jednoczesnie wymagania
ilosciowe jak i jakosciowe czystosci mikrobiologicznej kosmetykow.

WYMAGANIA ILOSCIOWE

o kosmetyki kategoria | — kosmetyki przeznaczone dla dzieci ponizej trzeciego roku zycia,
kosmetyki stosowane w okolicach oczu i na btony $luzowe - maksymalny limit
akceptacji ogolnej liczby drobnoustrojow tlenowych mezofilnych wynosi 2,0 x 107 jtk/g

e pozostale kosmetyki stanowig kategorig¢ II - maksymalny limit akceptacji ogolnej liczby
drobnoustrojow tlenowych mezofilnych wynosi 2,0 x 10 jtk/g

WYMAGANIA JAKOSCIOWE

e Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli Candida albicans
nieobecne w 1 g kosmetyku
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Otrzymane wyniki badan czystosci mikrobiologicznej ptynu do higieny jamy ustnej trafity na

Twoje

biurko (jeste$ kierownikiem laboratorium mikrobiologicznego ®)). Po

przeanalizowaniu tych wynikéw odpowiedz na pytania:

(0,5 pkt) Do jakiej kategorii kosmetykow zaliczany jest plyn do higieny jamy
ustnej?

(25 pkt) Czy plyn do higieny jamy ustnej spelnia wymagania iloSciowe?

Koniecznie poprzyj swoje stwierdzenie obliczeniami.

(1 pkt) Kolonie jakich mikroorganizméw wyrosly na podlozu Baird-Parkera,
podlozu z cetrymidem, podlozu MacConkeya, podlozu Sabourauda z dekstrozg i
chloramfenikolem? Jakie kolory kolonii obserwujesz na powyzszych podlozach?
(0,5 pkt) Czy kosmetyk spelnia wymagania jakoSciowe?

(0,5 pkt) Czy plyn do higieny jamy ustnej jest czysty mikrobiologicznie i moze by¢
dopuszczony do obrotu? Uzasadnij odpowiedz.
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ZADANIE 11 (11 pkt)

(Zadanie zostato ulozone w postaci opracowania podzielonego na rozdziaty)

WSTEP

Na opakowaniu jednego z bardzo popularnych napojow mozna przeczytac, co nastepuje:
Sktadniki: woda, dwutlenek wegla, barwnik (E150d), substancje stodzace (aspartam,
acesulfam K), kwasy (kwas fosforowy, kwas cytrynowy), regulator kwasowosci (cytryniany
sodu), aromaty, w tym kofeina.

Zawiera zrodto fenyloalaniny.

Srednia warto$¢ odzywcza 100 ml 250 ml 0p* (250 m|)
Energia 2 kd/<1kcal 5kJ/1kcal <1%
Thuszcz Og Og 0%

- w tym kwasy nasycone Og Og 0%

Biatko Og Og 0%
Weglowodany Og Og 0%

- W tym cukry Og Og 0%

Sol 0,019 0,04g 1%

*Referencyjna warto$¢ spozycia dla przecietnej osoby dorostej (8400 kJ/2000 kcal

ROZDZIAL 1.

SKELAD NAPOJU
Pytania:

I. (1 pkt) Uzupekij Tabele 1: narysuj wzory chemiczne wszystkich skladnikow
(bardziej rozbudowane zwiazki mozna narysowac¢ pod tabela) i okresl ich role w
recepturze. Zaznacz krzyzykiem te skladniki receptury, ktore mogly wygenerowa¢é
wartos¢ energetyczna 2kJ/<lkcal.

(informacje o sktadnikach, ktérych nie ma w podrgcznikach szkolnych sa w artykutach
podanych pod Tabela 1, dostgpnych w internecie).

1. (0,5 pkt) Dlaczego na etykiecie zaznaczono, ze napdj jest zrodlem fenyloalaniny?
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Tabela 1. Uzupelnij dane wymagane w punkcie I:
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. . Mo
Wzér chemiczny lub g4
Lp Nazwa . . Rola w recepturze generowaé
opis zwiazku 2kJ/<1kcal,
uzupetnia ilos¢ wody w
1 woda p OS¢ wody
organizmie
2 | dwutlenek wegla
3 E150d?
4 Aspartam®
5 Acesulfam K
6 | Kwas fosforowy
7 | Kwas cytrynowy
8 | Cytryniany sodu
Patent firmowy nie
9 Aromaty Wy
udostepniony
10 Kofeina
a. Jarostawski L., Zielonka R., Karmel a ksztaltowanie brazowej barwy, Postepy Nauki i Technologii
Przemystu Rolno-Spozywczego 2017 t. 72 nr 3
b. Krzyzewska I., Koziarska A. Techniki i metody, Srodowisko, rok 22, nr 2, Substancje stodzace

(Krzyzewska_Kozarska_Substancje_2 2017-2.pdf) Uwaga! w artykule acesulfam wystepuje w postaci

anionu. W napoju jest to sol potasowa Acesulfam K

32



Imie i nazwisko uczestnika VII KB

ROZDZIAL II.
ASPARTAM — OTRZYMYWANIE I WEASCIWOSCI

W latach 60-tych i 70-tych ubiegltego wieku prowadzono intensywne badania nad peptydem
wydzielanym przez btong $luzowa zotadka - gastryng I, zbudowang z siedemnastu
aminokwasow:

pGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr:Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHa.

Odkryto, ze tetrapeptyd zlozony z czterech koncowych aminokwaséw wystepujacych w
gastrynie tez wykazuje aktywno$¢ biologiczng i szukano dalej. Ponizej fragment artykutu
opisujacy odkrycie aspartamu:

During the synthesis of gastrin C-terminal tetrapeptide, tryptophylmethionylaspartylphenylalaninamide,
one of us (J.M. S.) discovered that an intermediate, L-Asp-L-Phe Me ester, was intensely sweet.
Subsequent organoleptic evaluation has shown that the compound is 100-150 times as sweet as sucrose and
free of unpleasant aftertaste. Structural variations' in the Asp, Phe, and Me ester parts of the molecule were
made. The presence of (...) free, unsubstituted CO,H of Asp as well as the distance between them and the
absolute configuration of the asymmetric C were completely critical for sweetness; the requirement of
absolute L configuration also held for Phe. Sweetness fell off rapidly with increasing size of the ester
radical. For example, the n-Pr ester had about 1% the potency of the Met ester

(Mazur R.H., Goldkamp A.H., James P.A., Schlatter J.M., Journal of Medicinal Chemistry 18, 1217,1970)

Pytania:

1. (2,5 pkt) Zaprojektuj synteze slodkiego peptydu - estru metylowego aspartylo-
fenyloalaniny. W Tabeli 2 zestawiono surowce i odczynniki, z ktorych mozna
skorzystaé.

Nie trzeba wykorzystywaé wszystkich surowcoéw; w podjeciu decyzji moze pomoc lektura rozdziatu 2.2 o
syntezie peptydow W A .Kotodziejczyk, Naturalne zwigzki organiczne, WN PWN, Warszawa 2013.

IV. (1 pkt) Co si¢ dzieje z aspartamem w przewodzie pokarmowym czlowieka? Podaj
rownania zachodzacych reakcji.

V. (2 pkt) Oblicz ile mg metanolu moze powsta¢ w twoim organizmie po wypiciu
standardowej puszki omawianego napoju (250 ml), wiedzac, zZe Srednia zawarto$¢
aspartamu w tego typu napojach jest regulowana przepisami EU i nie moze
przekroczy¢ stezenia 600 mg/l.

VI. (0,5 pkt) Ocen potencjalna szkodliwos$¢ tego napoju dla twojego organizmu. Czy
co$ si¢ zmieni w ocenie potencjalnej szkodliwosci jesli poczestujesz taka sama
puszka napoju dwuletnia kuzynke wazacg 13 kg?*

VII. (0,5 pkt) Dlaczego uzywa si¢ jako stodzika estru metylowego a nie estru ktéregos
z mniej toksycznych alkoholi?

*Toksyczna dawka metanolu to 200 — 500 mg/kg wagi ciata.
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Tabela 2. Surowce i1 odczynniki do syntezy stodkiego peptydu

Nazwa zwigzku Wzor Uwagi
Alkohole: metylowy, etylowy CHs0OH, C;HsOH
Wodorotlenek sodu NaOH staly
Kwas siarkowy H2S04 stezony

CH; O O CII

Piroweglan di-tert-butylowy H3C7A )J\ )J\O)FCH,;

H;C © © CH;

Kwas asparaginowy racemat;
Kwas D-asparaginowy; ~CO0H _~COoH ~COOH
Kwas L-asparaginowy*

H;N~ “COOH HN~~ “COOH H:N~  COOH
Fenyloalanina racemat; ” ] '*--H
L-fenyloalanina N L

D-fenyloalanina* L !
HoN~ ‘EJJUH HoN™ - (‘3'- OH N~ -9
|

o 0

Preparaty enzymatyczne: Bialko enzymatyczne Obce biatko =
termolizyna (proteaza), immobilizowane na statych alergie;
esteraza, nosnikach; mozna je stosowa¢ w przechowywaé
lipaza * $rod. wodnym lub w w lodéwee

rozpuszczalnikach.
*Trzy osobne odczynniki, trzy osobne opakowania

ROZDZIAL 111

ACESULFAM K — BUDOWA I WEASCIWOSCI

Przeczytaj fragment rozdzialu z ksiazki “Sweeteners and Sugar Alternatives in Food
Technology "

0 NH, 0O O

O
// ’ O_é_l: NEt3 )J\/U\ O\\S// —’.KOHaqua
- e >SS
//DO (|)| rozpuszczalnik N F ACESULFAM K
H

,Acesulfame K, was accidentally dicovered in 1967 by Claus and Jensen. It belongs to the class of
dihydrooxathiazinone dioxides, which were then synthesised for the first time. Today it is one of the most
important intense sweeteners.(...) As the dry substance, acesulfame K can be stored for years without visible or
analytically detectable changes. Dry, solid acesulfame K withstands high temperatures. The decomposition limit
depends on the rate of heating and is around 225°C under conditions of melting point determination.(...) In the
human body acesulfame K is absorbed quickly, but excreted similarly fast. After a single dose, excretion is
virtually complete within 24 h and it is excreted completely unchanged. Therefore it is non-caloric. No
metabolism was observed in humans or other animal species

(Mitchell H.(edit),Sweeteners and Sugar Alternatives in Food Technology, 2006)
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Pytania:

VIIL. (0,5 pkt) Czy uwazasz, ze wyjatkowa trwalos$¢ czasteczki acesulfamu w polaczeniu
ze stodkim smakiem w ustach jest jego wspanialg zaleta? Odpowiedz krétko
uzasadnij.

IX. (1,0 pkt) Przeczytaj fragment nast¢pnego opracowania i napisz co sadzisz o
zrelacjonowanych w nim wynikach analiz prébek wody pobranych z jezior, rzek i
zatok morskich w réznych czesciach Swiata.

The present work in Hong Kong revealed a median level of 0.06 mg L-* for sucralose. This falls in the lower end
of the general European range. In comparison, acesulfame with an average of 0.22 mg L-! was the significant
contributor to the local artificial sweetener contamination in Hong Kong waters. These results match the
occurrence worldwide: In the surface and underground water environments in Spain, acesulfame was the most
prevalent sweetener detected (53.7 mg L-*,Ordonez et al., 2012), Canada (33.6 mg L-, Van Stempvoort

et al., 2011), Switzerland (7.35 mg L-%, Berset and Ochsenbein,2012), China (4.65 mg L-!, Gan et al., 2013), and
Germany (2.00 mg L-%, Scheurer et al., 2009). After acesulfame, the highest contaminations were also found in
Spain where profiling studies uncovered the highest figures between 5.3 and 19.7 mg L-! in surface
waters,(...)The same trend was found in Switzerland and presently in Hong Kong (Berset

and Ochsenbein, 2012; Buerge et al., 2009).

(Ziye Sang, Yanan Jiang, Yeuk-Ki Tsoi, Kelvin Sze-Yin Leung, waterre search52(2014)260e27 4)

ROZDZIAL 1TV
PODSUMOWANIE

X. (1,5 pkt) Dlaczego syntetyczne zwiazki slodzace sa powszechnie stosowanymi
dodatkami obecnymi w wielu produktach spozywczych ? (Pi¢¢ zdan).
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