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a. kinetische studie van het speekselamylase
doel
Het doel van deze proef was om de invloed van speekselamylase op de afbraak van zetmeel aan te tonen. Zowel de Fehlingreactie als de Lugolreactie werden gebruikt om zetmeel in oplossing te detecteren.

PROCEDURE

Reagentia

· Fosfaatbufferoplossing pH 7-9% NaCl

· Zetmeeloplossing 0,4 %

· Lugolreagens

· Fehlingreagens

De referentie-oplossing werd bereid:

· 8 mL zetmeeloplossing

· 2 mL buffer

· een druppel Lugolreagens

De referentie oplossing had een positieve lugol reactie.

Verdunning van het speeksel

· Buis 1 = 0,25 mL speeksel + 12 mL fosfaatbufferoplossing pH 7-9% NaCl
· Buis 2 = 8 mL buffer + 2 mL verdund speeksel uit Buis 1

· Buis 3 = 8 mL buffer + 2 mL verdund speeksel uit Buis 2

· Buis 4 = 8 mL buffer + 2 mL verdund speeksel uit Buis 3

· Buis 5 = 8 mL buffer + 2 mL verdund speeksel uit Buis 4

· Buis 6 = 8 mL buffer + 2 mL verdund speeksel uit Buis 5

Oriëntatietest

· Buis 1’ = 8 mL zetmeeloplossing + 2 mL verdund speeksel uit Buis 1

· Buis 2’ = 8 mL zetmeeloplossing + 2 mL verdund speeksel uit Buis 2

· Buis 3’ = 8 mL zetmeeloplossing + 2 mL verdund speeksel uit Buis 3

· Buis 4’ = 8 mL zetmeeloplossing + 2 mL verdund speeksel uit Buis 4

· Buis 5’ = 8 mL zetmeeloplossing + 2 mL verdund speeksel uit Buis 5

· Buis 6’ = 8 mL zetmeeloplossing + 2 mL verdund speeksel uit Buis 6

Na 5 min. incubatie werd aan elke buis (Buis 1’ – 6’) 1 druppel Lugol toegevoegd.

( Buis 2 werd gekozen als Buis X

Kinetische studie op Buis X

· Buis A = 4 mL zetmeeloplossing + 1 mL verdund speeksel uit Buis X
· Buis B = 4 mL zetmeeloplossing + 1 mL verdund speeksel uit Buis X

· Buis C = 4 mL zetmeeloplossing + 1 mL verdund speeksel uit Buis X

· Buis D = 4 mL zetmeeloplossing + 1 mL verdund speeksel uit Buis X

BUIS A
5 min. in bad bij 37°C
Na incubatie 
(1) 2 mL uit Buis A in nieuwe Buis A’ + 1 mL Fehlingreagens ( 5 min. koken in kookbad
(2) rest uit Buis A + 1 druppel Lugol
BUIS B
15 min. in bad bij 37°C
Na incubatie 
(1) 2 mL uit Buis B in nieuwe Buis B’ + 1 mL Fehlingreagens ( 5 min. koken in kookbad 
(2) rest uit Buis B + 1 druppel Lugol
BUIS C
30 min. in bad bij 37°C
Na incubatie 
(1) 2 mL uit Buis C in nieuwe Buis C’ + 1 mL Fehlingreagens ( 5 min. koken in kookbad 
(2) rest uit Buis C + 1 druppel Lugol
BUIS D
45 min. in bad bij 37°C
Na incubatie 
(1) 2 mL uit Buis D in nieuwe Buis D’ + 1 mL Fehlingreagens ( 5 min. koken in kookbad 
(2) rest uit Buis D + 1 druppel Lugol
RESULTATEN

	
	LUGOL
	FEHLING

	BUIS A
	Donker blauw
	Licht blauw

	BUIS B
	Donker paars
	Een klein beetje rode/roze neerslag

	BUIS C
	Licht oranje
	Rode/roze neerslag, meer dan bij B

	BUIS D
	Zeer licht oranje, bijna kleurloos
	Volledige rode/roze kleur


bespreking en interpretatie 



      Beide tests zijn consistent.      

S-amylase breekt de α (1-4) glycosidebindingen in zetmeel met de vorming van suikers met reducerende groepen (maltose, maltotriose en α-limit dextrines). Hoe langer de incubatie, hoe langer het S-amylase heeft om de zetmeel af te breken. Vandaar dat de Lugolreactie positief is na 5 en 15 min. (er is nog zetmeel aanwezig), maar niet meer na 30 en 45 min. incubatie.
Bij de Fehlingreactie worden de reducerende suikers aangetoond door de mate van rode neerslag. In buis A is nog geen zetmeel omgezet, dus is er een negatieve Fehlingreactie. Buis D heeft een positieve reactie wat erop wijst dat (bijna) alle zetmeel werd omgezet.

conclusie
Speekselvertering is een belangrijk onderdeel van onze spijsvertering. Voedsel zou, om reeds gedeeltelijk verteerd te worden, een relatief lange(re) periode in onze mond moeten blijven. 

Zo krijgt o.a. het S-amylase de tijd om zetmeel(, glycogeen,...) voldoende af te breken.    
B. invloed van de ph op trypsineactiviteit
doel
In deze proef werd zowel de invloed van trypsine (serine protease) op de afbraak van eiwitten in de spijsvertering als de invloed van de pH op trypsineactiviteit geanalyseerd.
PROCEDURE
Reagentia

· Substraat: Na-caseïnaat oplossing bij pH 8

· 5% HCl

· 10% NaOH

· Trypsine oplossing (200U/g)
· 20% trichloorazijnzuuroplossing (TCA(!))
4 Falcon-buizen werden als volgt bereid:

	
	BUIS 1 (pH 8)
	BUIS 2 (pH 1.5)
	BUIS 3 (pH 12)
	BUIS 4 (pH 8)

	Na-caseïnaat
	4 mL
	4 mL
	4 mL
	4 mL

	5% HCl
	-
	0,5 mL
	-
	-

	10% NaOH
	-
	-
	0,5 mL
	-

	H2O
	0,5 mL
	-
	-
	2,5 mL

	Trypsine oplossing
	2 mL
	2 mL
	2 mL
	-


Na goed mengen werden de buizen in een waterbad bij 37°C geïncubeerd. Na 10 min. werden de reacties gestopt door toevoeging van 4 mL TCA aan elke buis. De Falcon-buizen werden hierna gedurende 15 min. aan 3000 rpm gecentrifugeerd.

RESULTATEN

	
	BUIS 1
	BUIS 2
	BUIS 3
	BUIS 4

	NEERSLAG
	Een klein beetje witte neerslag.
	±2 keer zoveel witte neerslag als in buis 1.
	Dezelfde hoeveelheid witte neerslag als in buis 2.
	Dezelfde hoeveelheid witte neerslag als in buis 2.


bespreking en interpretatie

Met buis 4 als controle kunnen we zien dat in Buis 2 en 3 geen reactie heeft plaatsgevonden. 

Buis 1 is de enige waar de hoeveelheid eiwit aangestast werd. Trypsine heeft enkel bij pH 8 Na-caseïnaat kunnen afbreken. 
conclusie
Trypsine heeft een optimale werking bij pH 8, een verandering in zuurtegraad wijzigt de trypsineactiviteit drastisch door denaturatie van het enzym. 
c. de werking van galzuurzouten
doel
Het doel van deze proef was de detergenswerking van galzuurzouten in de spijsvertering aan te tonen.
procedure

Aan een proefbuis gevuld met kraantjeswater werd een lepeltje droog zwavelpoeder toegevoegd.
RESULTATEN

In de proefbuis vormt het toegevoegde zwavelpoeder bovenaan een gele korrelachtige neerslag. Na toevoeging van de natriumtaurocholaatoplossing gaat de neerslag poederachtig worden en onderaan in de buis migreren.
bespreking en interpretatie

Zwavel is een hydrofobe stof en lost dus niet op in water. Het zwavelpoeder korrelt samen waardoor het een kleine Surface Area/Volume ratio heeft (zo weinig mogelijk interactie tussen water en zwavel). Bij het toevoegen van de amfifatische  natriumtaurocholaatoplossing,  dat zowel hydrofoob als hydrofiel is, onstaat een verhoogde wisselwerking tussen zwavel en water. De SA/V ratio stijgt, zwavel is terug poederachtig geworden en kan doorheen water migreren.   
conclusie

Tijdens de spijsvertering helpen galzuurzouten hydrofobe stoffen wateroplosbaar(der) te maken dankzij hun “amfifaticiteit”. Er treedt micelvorming op waardoor de SA/V ratio van de hydrofobe stoffen stijgt en de verteerde stoffen gemakkelijker opgenomen worden. 
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