CONATEX Instrukcja do produktu

POMOCE NAUKOWE BAPL_1086402

Dowies¢ wine na podstawie jednego pocatunku
[ BAP_ 1086402.doc ]

I Spis tresci

Il Objasnienia Strona 1
Il Materiaty Strona 2
IV Czasochtonnos$c¢ Strona 2
V  Przygotowanie do$wiadczenia Strona 3
VI Prace laboratoryjne Strona 4
VIl Informacje szczegotowe Strona 4

VIII Materiaty do kopiowania dla uczniéw od strony 5
Il Objasnienia

Zestaw ,Medycyna sadowa w laboratorium biologicznym® [Forensics in the Biology Laboratory]
stworzono, by w nowatorski sposéb przekazywac¢ naukowg wiedze z zakresu tradycyjnej biologii
laboratoryjnej, budzgc przy tym zainteresowanie uczniéw i wspierajgc ich myslenie i proces
uczenia sie. W zestawie uczniowie otrzymujg materiat dowodowy z miejsca przestepstwa oraz
podstawowe informacje zwigzane z przedmiotowg tematykg. Sami sg odpowiedzialni za
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tworzenie koncepcji i wykonanie doswiadczen, przy pomocy ktoérych doprowadzg do
»wyjasnienia” okolicznosci popetnienia przestepstwa.

Ponadto éwiczenie niejako w naturalny sposéb wymusza na uczniach prace w grupach oraz
dzielenie sie ze sobg wiedzg fachowg i pomystami w celu ustalenia najlepszego sposobu
postepowania skutkujgcego wyjasnieniem zbrodni. Pomaga to uczniom pracowa¢ we
wspotpracy z innymi i motywuje ich do wykorzystywania indywidualnej wiedzy dla dobra
zespotu. Od wszystkich ucznidw oczekuje sie aktywnego uczestnictwa w procesie
podejmowania decyzji i raportowania danych i wynikéw prac.

Celem doswiadczenia jest zapoznanie uczniow z aktywnoscig enzymu o nazwie amylaza,
podstawowego enzymu trawiennego w ludzkiej slinie.

Il Materialy

Niniejszy zestaw zawiera materiaty na osiem stanowisk dla uczniow.
Elementami zestawu sa:

1 butelka agaru skrobiowego ,Melt-N-Pour®, 500 ml
24 szalki Petriego

1 butelka ptynu Lugola, 30 ml

50 chtonnych wacikéw

8 kopert

8 wykataczek

8 stomek

8 tekturowych kubkéw

32 zamykane woreczki

Etykiety

1 materiaty dla nauczyciela

1 materiaty dla uczniéw jako arkusze do kopiowania

Elementy potrzebne, ktérych nie ma w zestawie:

Marker laboratoryjny
Woda destylowana
Wodny roztwor wybielacza o stezeniu 10% (lub inny ptyn dezynfekujgcy)

Zasady BHP: Zawsze nalezy przestrzega¢ rygorystycznych zasad bezpieczenstwa pracy w
laboratoriach. Czes¢ prac laboratoryjnych wymaga uzycia wrzgcych ptynéw. Uwaga na
oparzenia! Kazdy przedmiot, ktéry ma kontakt z ludzkag $ling, nalezy przed wrzuceniem do
kosza na smieci zdezynfekowac roztworem wybielacza.

IV  Czasochtonnos¢

Cato$¢ zadania mozna wykona¢ podczas 55-minutowe] jednostki lekcyjnej, o ile wczes$niej
przygotuje sie ptytki i materiat dowodowy zgodnie z opisem w rozdziale ,Przygotowanie
doswiadczenia“.
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V Przygotowanie doswiadczenia

1. Rozlewanie agaru na szalki: Odkre¢ zakretke butelki z agarem skrobiowym i podgrzewaj
butelke we wrzacej wodzie w garnku, zlewce lub mikrofalowce, az do zupetnego
rozpuszczenia agaru. Jesli uzywasz mikrofaléwki, zwré¢é uwage, by agar nie wykipiat.
WezZ podgrzany agar przez Sciereczke lub specjalng rekawice kuchenng do gorgcych
naczyn i wylej na szalki Petriego. Pozostaw przykrywke na wpot otwartg, by wilgoé
mogta swobodnie uchodzi¢ podczas chtodzenia i wysychania. Szalki sg gotowe do
uzycia po catkowitym zestaleniu agaru. Gotowe szalki, ktére nie sg przeznaczone do
natychmiastowego wykorzystania, mozna roéwniez przechowywa¢ do tygodnia w
lodowce.

2. Przygotowanie probek z materiatem dowodowym: Kazde stanowisko dla uczniow
powinno by¢ wyposazone w jeden zestaw materiatbw dowodowych 2z miejsca
przestepstwa, czyli wykataczke, koperte, stomke i tekturowy kubek. Kazdy dowdd musi
by¢ zapakowany pojedynczo w szczelnie zamkniety woreczek, by slina nie przeniosta
sie na inny materiat dowodowy. Zwilz wybrane przedmioty prébkg sliny (np. poliz kilka
kopert lub kubek, nagryz lub possij stomke i wykataczke). Jesli pominiesz ten krok,
materiat dowodowy nie zareaguje pozytywnie podczas testu. Wktadajgc kazdy
materiat dowodowy do osobnego woreczka, naklejaj jednoczeénie etykiete na woreczek i
sporzadz liste z informacjg, w jaki sposob spreparowates dany materiat dowodowy.
Moze sie na przyktad zdarzyC, ze jeden zespdt bedzie testowat koperte A-1, wykataczke
B-3 i stomke C-2. Jesli naniostes sling tylko na koperty A-1, A-3 i A-7, pozostate zas
pozostawite$ czyste, bedziesz potrzebowac listy, by wspoméc swg pamie¢ w chwili, gdy
bedziesz chciat poréwnac wyniki pracy uczniow.

3. Rozciehcz ptyn Lugola z wodg destylowang w proporcji 1:10, mieszajagc 30 ml ptynu
Lugola z 270 ml wody. Uzyskasz w ten sposob podstawowy roztwor roboczy.

4, Przedyskutuj z uczniami temat zwigzany z amylazg i probg jodowag zgodnie z opisem
zawartym w rozdziale ,Informacje szczegdtowe*, by zapoznac uczniéw z enzymem i jego
aktywnoscia.

Uwaga: Niniejsze ¢wiczenia stworzono, by zacheci¢ uczniéw do myslenia i kreatywnosci oraz
by odejs¢ od typowych ,doswiadczeh wykonywanych $cisle wedlug zadanego przepisu®.
Informacje szczegdétowe zawarte w niniejszym podreczniku majg przekaza¢ podstawowg wiedze,
ktérej uczniowie potrzebujg w celu efektywnego wykonania doswiadczenia. Przed etapem
teoretycznego wprowadzenia sam podejmij decyzje, ile i jakg cze$é lub czesci informacji
pragniesz przekaza¢ swoim uczniom. Ewentualnie mozesz wigczyé w tok zaje¢ inne zasoby,
ktére bedg dla uczniéw okazjg do skonfrontowania wtasnej wiedzy lub zleci¢ uczniom pozyskanie
dodatkowych informacji w toku poszukiwan w bibliotece lub Internecie. By¢ moze zdecydujesz, by
na poczatku nie pokazywac¢ uczniom fragmentu opisujgcego ,Metody*, by zespoty mogty najpierw
przeczytaé opis przypadku, zapozna¢ sie z dostepnym wyposazeniem i materiatami i
samodzielnie stworzy¢ swe wiasne metody. Jesli tak bedzie, z pewnoscig bedziesz chodzit po sali
i wspieratl ucznidw w procesie generowania metod. Zwro¢ przy tym szczegdlng uwage, czy i w
jaki sposéb uczniowie zdecyduja o sporzadzeniu i wykonaniu kontroli pozytywnych i

negatywnych.
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VI  Prace laboratoryjne

1. Jesli ten sam materiat dowodowy bedzie pdzniej wykorzystywany do oznaczania
DNA, nalezy zwroci¢ uwage uczniom, by nie przecierali wacikiem catej
powierzchni materiatu. W laboratorium kryminalistycznym bada sie wyfgcznie
matly segment dostepnej powierzchni pod kgtem aktywnosci amylazy, a wiekszg
czesc¢ probki pozostawia sie na potrzeby trudniejszej i niezbednej izolacji DNA.

2. W wielu przypadkach wyniki uzyskuje sie po inkubacji trwajagcej okoto 10 minut.
Czas ten moze by¢ rézny w zaleznosci od stopnia rozcienczenia probki. Im
diuzszy jest czas inkubacji, tym wyrazniej widoczne sg wyniki. Ponadto
aktywnos¢ amylazy wzrasta w temperaturze inkubacji wynoszgcej 37°C.

3. W ramach dobrej naukowej praktyki powinno sie jednoczesnie wykonywac
kontrole pozytywng lub test probki, ktérych wynik jest znany i niezmienny.
Kontrole pozytywng wykonuje sie zwykle w kazdym doswiadczeniu, by upewni¢
sie, ze odczynniki dziatajg w sposob zadowalajgcy. Ludzka $lina, pobrana
chtonnym wacikiem lub papierowg chusteczkg od dowolnego ucznia, doskonale
nadaje sie jako kontrola pozytywna na potrzeby naszego doswiadczenia. Wyniki
uzyskane dzieki czystej ludzkiej Slinie sg bezposrednio widoczne po dokonaniu
rozmazu na plytce wskaznikowej.

4. Mozesz zaoszczedzi¢ cenny czas na lekcji, wczesniej przygotowujagc i topigc
agar i wstawiajgc go do czasu rozlania na szalki do podgrzanej kagpieli wodnej.
Uczniowie mogg rozla¢ agar na wtasne szalki na poczgtku jednostki lekcyjnej i
majg jeszcze wystarczajgco duzo czasu, by wykona¢ doswiadczenia i
zaprotokotowac ich wyniki. Opcjonalnie mozesz réwniez wczes$niej rozla¢ agar na
szalki i wstawi¢ je do lodéwki do dnia, w ktorym bedg wykorzystane na lekgiji.

5. Jesli otwierasz koperte nad parg, zwro¢ uwage, by Slady sliny nie ulegly
nadmiernemu ogrzaniu. Amylaza jest enzymem stosunkowo odpornym na
dziatanie wysokich temperatur, ale zbytnie rozgrzanie moze zaburzy¢ jej
aktywnos¢ lub doprowadzi¢ do denaturacji, gdy prébka jest zbyt dlugo
poddawana dziataniu pary.

VIl Informacje szczegé6towe

Enzymy stanowig unikatowg grupe biatek, poniewaz sg w stanie przyspieszy¢ lub katalizowaé
inne reakcje, nie zmieniajgc przy tym swej wiasnej struktury i ,nie wyczerpujgc sie“. Enzymy
odgrywajg wazng role w wielu obszarach funkcjonalnych naszego ciata, poczgwszy od trawienia
pozywienia az po tworzenie kopii DNA za kazdym razem, gdy dochodzi do podziatu naszych
komorek. Niniejszy zestaw koncentruje sie przede wszystkim na aktywnosci amylazy,
najwazniejszego enzymu trawiennego zawartego w ludzkiej sSlinie. Amylaza katalizuje rozktad
skrobi (z dtugich tancuchoéw polimeréw glukozy) na krétsze dwucukry, dokonujgc hydrolizy
wigzan chemicznych pomiedzy czasteczkami. Amylaza jest enzymem niemalze uniwersalnym,
wystepujacym jako nosnik u wielu gatunkéw wykorzystujgcych skrobie do pozyskiwania energii
(np. fasola, pszenica, muchy i ssaki).
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Ludzie posiadajg dwa rodzaje amylazy. Jedna jest wytwarzana w trzustce, druga za$ w
gruczotach slinowych. Obecnos¢ amylazy w slinie wydaje sie by¢ stosunkowo nowym
zjawiskiem w rozwoju ewolucyjnym, bowiem wiele innych zwierzat wytwarza amylaze wytgcznie
w trzustce. Naukowcy z laboratoriow kryminalistycznych wykorzystujg fakt, ze slina zawiera
amylaze, by stwierdzi¢, czy $lina jest obecna na materiale dowodowym lub czy pozostawita na
nim $lad. Slady $liny znalezione na miejscu przestepstwa sg niezwykle pomocne dla
naukowcéw z laboratoriow kryminalistycznych, bowiem tkanka nabtonkowa w ustach ztuszcza
sie i mozna potem wyodrebni¢ jej komorki w slinie. Tym samym $lina moze by¢ zrédtem DNA,
przy pomocy ktérego mozna zidentyfikowac sprawce.

Mozna fatwo oznaczyé aktywnos¢ amylazy. Wiekszos¢ analiz zmierzajgcych do wykrycia
obecnosci amylazy polega na prostej reakcji, w ktérej jod wchodzi w reakcje ze skrobig,
wywotujgc granatowe zabarwienie. Poniewaz amylaza rozktada skrobig, a jod nie wchodzi w
reakcje z roztozong skrobig, w obecnoéci amylazy roztwér nie zabarwia sie na granatowo. Takie
reakcje mozna przeprowadzi¢ w probowce, na ptytce z podiozem agarowym zawierajgcym
skrobie lub wszedzie tam, gdzie obecna jest skrobia.

skrobia + jod — niebieskie zabarwienie
skrobia (polisacharyd) + amylaza — dwucukry
dwucukry + jod — roztwdr bezbarwny lub zabarwienie zétte

W naszym przypadku na miejscu przestepstwa zabezpieczono szereg materiatdw dowodowych.
Uczniowie muszg stwierdzi¢, czy niektore z tych materiatow zawierajg sline lub Slady sliny. Jesl
tak jest, wowczas dany materiat dowodowy jest niezwykle cenny, gdyz zawiera komorki z DNA,
dzieki ktérym mozna zidentyfikowa¢ osoby zamieszane w popetnienie przestepstwa. Nauczyciel
prosi ucznidw, by na podstawie préby jodowej stwierdzili, ktére z przedmiotow optaca sie
poddac¢ poézniejszej procedurze polegajgcej na izolacji DNA. Jak zwykle, uczniowie majg
przedyskutowa¢ swoje plany badawcze w obrebie grupy, by znalez¢ optymalny sposéb
postepowania i rozsgdnie podzieli¢ prace.

VIII  Materiaty do kopiowania dla uczniéw (z odpowiedziami na wybrane
pytania)

Opis przypadku

Na miejscu przestepstwa zabezpieczono pewng ilos¢ potencjalnych materiatéw dowodowych:
kubek, wykataczke, stomke i zamknietg koperte. Wydziat odpowiedzialny za zabezpieczenie
Sladow zleca naszemu laboratorium analize tych przedmiotow pod katem obecnosci sliny, ktorg
nalezy wykaza¢ na podstawie aktywnosci amylazy, nim materiat dowodowy zostanie poddany
analizie DNA.

Materiat
Kazdy zespot potrzebuje nastepujgcych materiatow:

4 dowody zebrane na miejscu popetnienia przestepstwa
stomka
kubek
wykataczka
koperta
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Metody

3 szalki z podtozem agarowym
6 chtonnych wacikow

30 ml ptynu Lugola

Marker laboratoryjny

Woda

Materiaty dla uczniow

Twoj zespdt posiada cztery materialy dowodowe pochodzgce z miejsca przestepstwa.
Wybierz trzy spos$réd nich, by poddaé je testowi. Wypetniaj polecenia z ponizszej
instrukcji, badajgc wybrane materiaty dowodowe.

1.

Siegnij po ptytke z podtozem agarowym. Podziel powierzchnie ptytki markerem
laboratoryjnym na trzy pola. Opisz jedno polem znakiem (+), jedno znakiem (-), a
jedno literg D (jako dowdd). Pole (+) stuzy jako kontrola pozytywna (pokazuje, ze
odczynniki dziatajg prawidtowo), pole (-) ukazuje kontrole negatywng (pokazuje,
ze ptytka nie jest skazona). Na pole D nanosi sie probke.

Siegnij po materiat dowodowy, ktoéry pragniesz analizowaé. Unikaj sytuacji, w
ktérych twdj materiat dowodowy miatby kontakt z innymi materialami
dowodowymi lub innymi potencjalnymi zrédtami $liny. Unikanie skazen stanowi
Iwig czes¢ pracy naukowca w laboratorium kryminalistycznym.

W celu dalszych przygotowan zwilz wacik lub tupfer niewielkg iloscig wody. Wata
nie powinna catkowicie przesigkng¢ woda, dlatego tez jej nadmiar nalezy
odcisng¢, przyciskajac wacik do scianki naczynia z wodg. Przesun lekko wacik
po polu (-) ptytki wskaznikowej.

Potrzyj kilkakrotnie jedng strong pateczki kosmetycznej po powierzchni materiatu
dowodowego w miejscu, w ktorym podejrzewasz $lad Sliny.

Przesun lekko tg samg strong pateczki po polu D ptytki wskaznikowej. Wykonujgc
rozmaz, zaznacz jego obszar, by mie¢ pewnos¢, czy w tym wiasnie miejscu
rzeczywiscie zajdzie reakcja.

Nowym patyczkiem zbierz troche ludzkiej sliny i zaaplikuj jg na pole (+) na ptytce.
Ptytke poddaje sie inkubacji w temperaturze pokojowej lub w temperaturze 37°C
co najmniej przez 10 minut. Czas ten umozliwia amylazie roziozenie skrobi

znajdujgcej sie na szalce Petriego.

Sptucz ptytke ptynem Lugola. Zwré¢é uwage na pojawiajgce sie zmiany barwy.

Analiza i ocena danych

1.

Napisz raport do przedtozenia wydziatowi ds. zabezpieczania $ladow z
informacja, ktéry materiat dowodowy z najwiekszg dozg prawdopodobienstwa
zawiera resztki $liny, a tym samym $lady DNA. Dotgcz opis metody, ktéra
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pozwolita na pozyskanie danych, oraz wywnioskowane przez ciebie informacje o
stezeniu sliny obecnej na okreslonym przedmiocie.

2. Jaki wynik zaobserwowano w polu (-) ptytki wskaznikowej? Czy byt to wynik,
ktérego oczekiwano? Dlaczego wazne byto przeprowadzenie tej analizy?

Pole (-) nie powinno wykazywac zadnej aktywnosci amylazy, tzn. pole powinno
by¢ zabarwione na jednolity niebieski kolor tak, jak by to byto w przypadku
niespreparowanej ptytki. Mozna byto oczekiwac takiego wyniku, bowiem na
pateczce nie znajdowaty sie zadne substancje zawierajgce amylaze, gdy
wykonywano rozmaz w polu (-). Ta analiza byta wazna, poniewaz potwierdza, ze
patyczek nie zawierat amylazy nim wszedt w kontakt z materiaterm dowodowym.

3. Jaki wynik zaobserwowano w polu (+) ptytki wskaznikowej? Czy byt to wynik,
ktérego oczekiwano? Dlaczego wazne byto przeprowadzenie tej analizy?

Pole (+) powinno wykazywacC aktywnoS¢ amylazy, tzn. na niebieskiej ptytce
wskaznikowej powinien by¢ widoczny zofty obszar. Mozna byto oczekiwac
takiego wyniku, bowiem jako kontroli pozytywnej uzyto ludzkiej $liny, czyli
bogatego zZrodta amylazy. Test wyklucza watpliwo$c, ktora pojawitaby sie, gdyby
zaden z materiatow dowodowych nie wykazywat aktywnos$ci amylazy. Gdy pole
(+) wyraznie wskazuje na aktywno$¢ amylazy, mozna by¢ pewnym, ze plytki z
agarem skrobiowym i ptyn Lugola dziatajg bez zarzutu i na testowanych
materiatach dowodowych rzeczywiscie nie stwierdzono aktywnoS$ci amylazy.
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