ЗАДАНИЯ 
практического тура заключительного этапа XXXVII Всероссийской 
олимпиады школьников по биологии. г. Уфа. 2020-21 уч. год. 10 класс
БИОХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ
Реактивы и оборудование:
1. Стандартный раствор фосфата калия, содержащий 20 мкг/мл фосфора (подписано Фн)
2. Молибденовый реактив - (NН4)2MoO4, 2% раствор в 0,01 М серной кислоте (подписано Мо)
3. Раствор аскорбиновой кислоты с концентрацией 10 мг/мл (подписано Аск)
4. Пробирки с образцами культуральной жидкости А, В и С (подписано А, В и С)
5. Дистиллированная вода (подписано Н2О)
6. 8 пустых пробирок в штативе, которые надо пронумеровать маркером, для стандартного ряда фосфата (пробирки 1-5) и для опытных проб с образцами культуральной жидкости (пробирки 6 - 8).

В эксперименте для выращивания выделенной из активного ила бактерии была приготовлена среда, содержащая все необходимые минеральные соли, в том числе фосфат калия (21 мг/л в расчете на фосфор), и 5 г/л глюкозы в качестве источника углерода. Среду разлили в три колбы (А, В и С) и внесли в них одинаковое количество (инокулят) культуры бактерий (объёмом и биомассой инокулята можно пренебречь). Одну колбу инкубировали в анаэробных условиях, другую – в аэробных, а третью – в аэробных в присутствии разобщителя динитрофенола (ДНФ). Концентрация ДНФ была подобрана таким образом, чтобы он полностью разобщал дыхание и окислительное фосфорилирование, но не подавлял другие метаболические процессы. Температура выращивания – 37°С. Через 12 часов культивирования клетки удалили центрифугированием и провели анализ ряда компонентов в оставшихся культуральных жидкостях. Определение кислотности показало, что в одной колбе значение рН составило 3,0, а в двух других – 6,8. Биомасса бактерий в колбах составила 1,5 г/л, 0,5 г/л и 0,1 г/л (в расчете на сухое вещество). Вам необходимо определить содержание фосфата и глюкозы в культуральных жидкостях, после чего установить, в каких условиях происходило выращивание бактерий в каждой из трех колб (А, В и С).
Задание 1. Для определения фосфата в культуральных жидкостях Вам необходимо провести цветную реакцию. Заполните пробирки реактивами в соответствии с Таблицей 1. В пробирки 1-5 внесите необходимые количества стандартного раствора фосфата (Фн) и доведите объем водой (Н2О) до 1 мл, в пробирки 6-8 внесите по 1 мл исследуемой культуральной жидкости из пробирок А, В и С, добавьте 1 мл молибденового реактива (Мо) и 0,2 мл раствора аскорбиновой кислоты (Аск). Содержимое пробирок тщательно перемешайте и оставьте на 10-15 мин при комнатной температуре. После развития окраски сравните окраску в пробирках 6-8 (культуральная жидкость А, В, С) с окраской стандартного ряда и определите концентрацию фосфата в культуральных жидкостях А, В и С. Заполните все незаполненные клетки в Таблице 1 в Листе ответов.
Таблица 1.
	№ пробирки
	Объем стандартного раствора фосфата, мл
	Объем добавленной воды, мл
	Объем культуральной жидкости
	Содержание фосфата в пробе, мкг (в расчете на фосфор)
	Концентрация фосфата в культуральной жидкости, мг/л (в расчете на фосфор)

	1
	
	
	-
	0
	-

	2
	
	
	-
	5
	-

	3
	
	
	-
	10
	-

	4
	
	
	-
	15
	-

	5
	
	
	-
	20
	-

	6
	
	-
	А, 1 мл
	
	

	7
	
	-
	В, 1 мл
	
	

	8
	
	-
	С, 1 мл
	
	


Пока развивается окраска, приступите к выполнению Задания 2.



Задание 2. Для измерения содержания глюкозы в культуральных жидкостях была проведена реакция с динитросалициловой кислотой. К 1,0 мл анализируемого раствора приливали 2 мл раствора динитросалициловой кислоты, инкубировали на кипящей бане 5 минут, охлаждали и измеряли оптическую плотность при длине волны 490 нм. Калибровочный график строили, используя стандартный раствор глюкозы с концентрацией 500 мкг/мл. Условия проведения и результаты приведены в Таблице 2:

	№ пробирки
	Объем 
внесенного стандартного раствора глюкозы, мл
	Объем внесенной культуральной жидкости, мл
	  Объем добавленной воды, мл
	Оптическая плотность при 490 нм
	Содержание глюкозы в пробе, мкг
	Концентрация глюкозы в культуральной жидкости, мг/л

	1
	0
	-
	1,0
	0
	
	

	2
	0,2
	-
	0,8
	0,070
	
	

	3
	0,4
	-
	0,6
	0,140
	
	

	4
	0,6
	-
	0,4
	0,210
	
	

	5
	0,8
	-
	0,2
	0,280
	
	

	6
	1,0
	-
	0
	0,350
	
	

	7
	-
	А, 1,0
	0
	0
	
	

	8
	-
	А, 1,0
	0
	0
	
	

	9
	-
	В, 0,8
	0,2
	0,251
	
	

	10
	-
	В, 0,8
	0,2
	0,253
	
	

	11
	-
	С, 0,1
	0,9
	0,314
	
	

	12
	-
	С, 0,1
	0,9
	0,316
	
	



По приведенным в Таблице 2 данным постройте калибровочный график (график зависимости оптической плотности от содержания глюкозы в пробе) в Листе ответов. Определите по этому калибровочному графику содержание глюкозы в пробах А, В и С, возьмите средние значения и рассчитайте концентрацию глюкозы в культуральных жидкостях А, В и С. Заполните все незаполненные клетки в Таблице 2 в Листе ответов.
Задание 3. Заполните Таблицу 3 в Листе ответов. Для этого пересчитайте концентрацию глюкозы и фосфата из мг/л в мМ. Атомный вес фосфора – 31, молекулярная масса глюкозы – 180. 
Задание 4. Какая кислота скорее всего обеспечивает снижение рН до 3,0 в одной из колб? Запишите ответ в Листе ответов.
Задание 5. Считая, что это сильная кислота и она полностью диссоциирует, сколько глюкозы (в миллимолях на литр) превратилось в эту кислоту? Запишите ответ в Листе ответов.
Задание 6. Условия выращивания в какой колбе являются наиболее подходящими для удаления фосфата из сточных вод? Поставьте знак «Х» в табличке в Листе ответов.
Задание 7. Условия выращивания в какой колбе являются наиболее подходящими для удаления органических веществ из сточных вод? Поставьте знак «Х» в табличке в Листе ответов.
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Задание 1. Таблица 1 (8 баллов)

	№ пробирки
	Объем стандартного раствора фосфата, мл
	Объем добавленной воды, мл
	Объем культуральной жидкости
	Содержание фосфата в пробе, мкг (в расчете на фосфор)
	Концентрация фосфата в культуральной жидкости, мг/л (в расчете на фосфор)

	1
	
	
	-
	0
	-

	2
	
	
	-
	5
	-

	3
	
	
	-
	10
	-

	4
	
	
	-
	15
	-

	5
	
	
	-
	20
	-

	6
	-
	-
	А, 1 мл
	
	

	7
	-
	-
	В, 1 мл
	
	

	8
	-
	-
	С, 1 мл
	
	



Задание 2. Калибровочный график (5 баллов)
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Задание 2. Таблица 2 (5 баллов)

	№ пробирки
	Объем внесенного стандартного раствора глюкозы, мл
	Объем внесенной культуральной жидкости, мл
	  Объем добавленной воды, мл
	Оптическая плотность при 490 нм
	Содержание глюкозы в пробе, мкг
	Концентрация глюкозы в культуральной жидкости, мг/л

	1
	0
	-
	1,0
	0
	
	-

	2
	0,2
	-
	0,8
	0,070
	
	-

	3
	0,4
	-
	0,6
	0,140
	
	-

	4
	0,6
	-
	0,4
	0,210
	
	-

	5
	0,8
	-
	0,2
	0,280
	
	-

	6
	1,0
	-
	0
	0,350
	
	-

	7
	-
	А, 1,0
	0
	0
	
	

	8
	-
	А, 1,0
	0
	0
	
	

	9
	-
	В, 0,8
	0,2
	0,251
	
	

	10
	-
	В, 0,8
	0,2
	0,253
	
	

	11
	-
	С, 0,1
	0,9
	0,314
	
	

	12
	-
	С, 0,1
	0,9
	0,316
	
	



Задание 3. Таблица 3 (18 баллов)
	Условия выращивания
	Анаэробные
	Аэробные
	Аэробные с добавлением ДНФ

	Колба (А, В или С)
	
	
	

	Остаточная концентрация глюкозы в культуральной жидкости, мМ
	
	
	

	Остаточная концентрация фосфата в культуральной жидкости, мМ
	
	
	

	рН культуральной жидкости
	
	
	

	Биомасса выросших бактерий
	
	
	

	Что лимитирует рост бактерий в этих условиях?
	
	
	



Задание 4. (1 балл) Какая кислота скорее всего обеспечивает снижение рН до 3,0 в одной из колб?
____________________________________________________________________

Задание 5. (1 балл) Считая, что эта кислота сильная и она полностью диссоциирует, сколько глюкозы (в миллимолях на литр) превратилось в эту кислоту?
____________________________________________________________________

Задание 6. (1 балл) Условия выращивания в какой колбе являются наиболее подходящими для удаления фосфата из сточных вод?
	Колба А
	Колба В
	Колба С

	
	
	


Задание 7. (1 балл) Условия выращивания в какой колбе являются наиболее подходящими для удаления органических веществ из сточных вод?
	Колба А
	Колба В
	Колба С
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