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Menselijke biochemie II


PO II. 1. Studie van enkele hydrolasen betrokken bij de spijsvertering.

Essentie van de proef:
In dit practicum bestuderen we de spijsvertering, waarbij de macromoleculen uit de voeding worden omgezet in bruikbare micromoleculen voor het lichaam. Deze micromoleculen zijn om twee redenen nodig in het lichaam: 
- biosynthese







- energievoorziening

Het practicum bestaat uit drie delen:

1) Een kinetische studie van speekselamylase Speeksel van Adriaan Wilgenhof: amylase is veel te geconcentreerd in speeksel dus zullen we eerst een seriële verdunning moeten uitvoeren, 50 keer voor buis 1. Vervolgens maken we hieruit nog eens vijfvoudige verdunningen. Nadien voeren we twee testen uit; een oriëntatietest waarbij we na 5min incubatie bij 37°C de lugolreactie uitvoeren op de verdunde speekseloplossing, en een kinetische studie waarbij we een lugolreactie en een fehlingreactie uitvoeren op 4 proefbuizen die elk een verschillende incubatietijd hebben ondergaan. Voor de fehlingreactie leggen we de proefbuis 5min in een kokend bad.

Om de aanwezigheid van suikers in de oplossing aan te tonen maken we gebruik van de reducerende groepen aanwezig in de suikers. Hiervoor zijn 2 reacties: De lugol- en de Fehlingreactie

a. Lugolreactie: dit is een reactie om zetmeel in een oplossing te detecteren, zetmeel heeft als ruimtelijke structuur een spiraal en per 6 windingen kan het 1 jodium molecule I2 adsorberen. De jodiumadsorptie geeft een diep blauw-paarse kleur aan het jodium-zetmeel-complex

b. Fehlingreactie: De fehlingreactie berust op de reductie van Cu2+ ionen deze zijn aanwezig onder de vorm van een oplossing Cu2+tartraat, dezen zullen door de reducerende groepen van suikers omgezet worden tot Cu+ ionen en er wordt een onoplosbaar Cu+tartraat-complex gevormd, dit geeft een baksteenrode neerslag

2) Invloed van de pH op de trypsineactiviteit: trypsine tast eiwitten aan in licht alkalisch midden. Door NaOH of HCl toe te voegen aan de proefbuis zal de werking van trypsine veranderen. Nadien wordt er TCA (trichloorazijnzuur) toegevoegd. TCA zal de eiwitten irreversibel doen neerslaan (enkel macromoleculen, met moleculair gewicht groter dan 1kD, worden door TCA neergeslagen;dus niet de aminozuren en kleine moleculen) Deze proefbuizen laten we dan 15’ ronddraaien in de centrifuge (aan 3000 RPM) en dan analyseren we de hoeveelheid neergeslagen eiwitten om de werking van trypsine te bepalen. 

3) De werking van galzuurzouten: we analyseren welke werking een natriumtauro-cholaatoplossing heeft op zwavelpoeder in water. 

Resultaten en bespreking:

1) kinetische studie van het speekselamylase

A) Oriëntatietest:
	Proefbuis
	Resultaat

	Buis 1’
	Heel lichtblauw, bijna doorzichtig

	Buis 2’
	Lichtblauw

	Buis 3’
	Lichtblauw

	Buis 4’
	Blauw

	Buis 5’
	Donkerblauw

	Buis 6’
	Heel donkerblauw


B) Kinetische studie op buis X: (buis X = buis 4’)


        Lugolreactie:




     Fehlingreactie:
	Proefbuis
	Resultaat

	Buis a
	Donkerblauw

	Buis b
	Donkerblauw

	Buis c
	Iets lichter blauw

	Buis d
	Nog lichter blauw

	Proefbuis
	Resultaat

	Buis a’
	Geen neerlag

	Buis b’
	Geen neerslag

	Buis c’
	Geen neerslag

	Buis d’
	Sporadische neerslag


Bespreking: 

Verklaring lugolreactie: Naarmate de proefbuizen langer geïncubeerd zijn zal het zetmeel meer afgebroken is waardoor er minder jodium kan worden geadsorbeerd. Hierdoor zijn de profbuizen lichter blauw naarmate de incubatietijd langer duurt.

Verklaring Fehlingreactie: Door de langere werking van amylase in buis d’ ontstaan er meer monosacchariden hierdoor zijn er meer reducerende groepen en wordt er meer Cu2+tartraat omgezet in onoplosbaar Cu+tartraat wat een rode neerslag geeft.

2) Invloed van de pH op de trypsineactiviteit
	Proefbuis
	Neerslag

	1
	Heel klein beetje neerslag onderaan, geen neerslag tegen de zijwanden.

	2
	Er is veel neerslag onderaan in de proefbuis terug te vinden. Tegen de zijwanden is er sporadisch een beetje neerslag.

	3
	Er is veel neerslag onderaan in de proefbuis terug te vinden. Langs de zijwanden alsook bovenaan de vloeistof is er ook veel neerslag. 

	4
	In deze proefbuis is er zéér veel neerslag terug te vinden, zowel onderaal als langs de zijwanden zien we een witte neerslag. 


Bespreking: 

Proefbuis 1: Het is heel normaal dat er is de eerste proefbuis bijna geen neerslag voorkomt. In deze proefbuis is er namelijk trypsine aanwezig bij een pH gelijk aan 8. Dit is het pHoptimum voor trypsine en hier zal trypsine dus zijn grootste activiteit hebben. Dit wil zeggen dat trypsine hier het meeste eiwitten zal aantasten en dus het grootste aantal eiwitten afbreken tot kleinere eenheden. Aangezien TCA enkel de macromoleculen zal aantasten en doen neerslaan, zal er hier dus zeer weinig neerslag zijn omdat bijna alle eiwitten zijn omgezet tot kleinere eenheden. 

Proefbuis 2: In deze proefbuis is er trypsine aanwezig bij een zeer lage pH. Dit houdt in dat trypsine geen optimale werking heeft en dus niet zoveel eiwitten zal kunnen afbreken tot kleinere eenheden. Als we dan de TCA aan de oplossing toevoegen, dan zijn er nog veel macromoleculen (onaangetaste eiwitten) die kunnen neerslaan. Dit heeft tot gevolg dat er een grote neerslag is. 

Proefbuis 3: In deze proefbuis is er trypsine aanwezig bij een zeer hoge pH. Dit houdt in dat trypsine geen optimale werking heeft en dus niet zoveel eiwitten zal kunnen afbreken tot kleinere eenheden. Als we TCA aan de oplossing toevoegen, dan zijn er nog veel macromoleculen (onaangetaste eiwitten) die kunnen neerslaan. Dit heeft tot gevolgd dat er een grote neerslag is.

Proefbuis 4: Hier is de pH wel gelijk aan het pHoptimum van trypsine, maar er wordt geen trypsine aan de oplossing toegevoegd. Hierdoor zullen er ook geen eiwitten worden afgebroken. Alles aanwezige eiwitten zullen dus nog intact zijn en worden bijgevolg ook afgebroken door TCA. In deze proefbuis zouden we dus normaal de grootste neerslag moeten terugvinden, aangezien hier helemaal geen omzetting van eiwitten is t.o.v. de kleine omzetting die er in proefbuis 2 en 3 zijn. 

3) De werking van galzuurzouten

Waarneming 1: Het zwavelpoeder blijft drijven op het water.

Waarneming 2: Het zwavelpoeder zakt naar de bodem de proefbuis door toevoeging van de natriumtaurocholaatoplossing. 

Bespreking:

Galzuurzouten hebben als belangrijkste functie het verlagen van de oppervlaktespanning van het verteringsvocht. Doordat het amfifatische moleculen zijn (een polaire en een apolaire zijde) kunnen ze de apolaire stoffen van water afschermen door de vorming van micellen, waardoor deze gemakkelijker kunnen oplossen in water. Dit is ook het principe dat wordt toegepast in deze proef. Voor de toevoeging van de natriumtaurocholaatoplossing zal het apolaire zwavelpoeder niet oplossen in het polaire water. Als we de natriumtauro-cholaatoplossing toevoegen dan zullen er kleine micellen worden gevormd, waardoor het zwavelpoeder zal oplossing in het water en naar de bodem zal zinken. 

Conclusie: 

Proef1: We kunnen concluderen dat hoe langer amylase kan inwerken bij goede omstandigheden, hoe meer suikers hij kan verwerken.

Proef2: We kunnen concluderen dat trypsine bij ongunstige omstandigheden een verminderde activiteit zal hebben.

Proef3: We kunnen concluderen dat de vorming van micellen het oplossen van stoffen vergemakkelijkt in water. Een fenomeen dat zeer belangrijk is in ons verteringssysteem.
