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1. Kinetische studie van het speekselamylase

1.1 Samenvatting/doel

De concentratie speeksel-amylase (S-amylase) is zo groot, dat we eerst een seriële verdunning moeten uitvoeren waarbij ons speeksel vijftig keer verdund wordt bij proefbuis 1, en daarna volgen nog eens vijfvoudige verdunningen. Op dit speeksel worden twee verschillende testen uitgevoerd: enerzijds de oriëntatietest en anderzijds de kinetische studie. Bij de oriëntatietest worden de proefbuizen geïncubeerd (5 minuten op 37°C), waarna we de Lugolreactie uitvoeren op de verdunde speekselstalen. De kinetische studie houdt een Lugol- en Fehlingreactie in op vier proefbuizen die elk een verschillende incubatietijd hebben ondergaan. Voor de Fehlingreactie worden de proefbuizen gedurende 5 minuten in een kokend bad gestoken.
De Lugol-en Fehlingreactie worden gebruikt om de aanwezigheid van suikers in een oplossing aan te tonen, aan de hand van de aanwezigheid van reducerende groepen.

· Lugolreactie wordt gebruikt om zetmeel in een oplossing te detecteren. Zetmeel heeft een spiraal als ruimtelijke structuur, waarbij per zes windingen éen jodium molecule (I2) kan geabsorbeerd worden. De jodiumabsorptie geeft een diep blauw-paarse kleur aan het jodium-zetmeel complex.

· Fehlingreactie berust op de reductie van Cu2+ ionen, die aanwezig zijn onder de vorm van een oplossing Cu2+ tartraat. Deze zullen door de reducerende groepen van suikers omgezet worden tot Cu+ ionen waardoor een onoplosbaar Cu+tartraat-complex gevormd wordt. Dit geeft een rode neerslag.

1.2 Oriëntatietest

Kleurcontrole vijf minuten na toevoeging Lugolreagens
	
	Waarneming

	BUIS 1’
	Licht blauw

	BUIS 2’
	Donker blauw (meest gelijkend op blauw referentieoplossing)

	BUIS 3’
	Donker blauw

	BUIS 4’
	Donker blauw

	BUIS 5’
	Donker blauw

	BUIS 6’
	Donker blauw


Buis X = buis 2
Hoe groter de aanwezigheid of concentratie speeksel, hoe lager de concentratie zetmeel zou moeten zijn, aangezien de amylase in het speeksel  zetmeel afbreekt. Hoe meer mijn stijgt in de nummers van de proefbuizen, hoe meer zetmeel dus zou moeten aanwezig zijn en hoe positiever de lugolreactie moet zijn. Aangezien de lugolreactie steeds positiever wordt, zou de blauwe kleur ook moeten toenemen. Bij ons waren slechts zeer kleine kleurschakeringen waar te nemen.
1.3 Kinetische studie op buis X
Waarneming proefbuis na toevoegen Fehling- of Lugolreagens
	
	Waarneming Fehling
	Waarneming Lugol

	BUIS a
	Blijft donker blauw, lichte rode neerslag op bodem.
	Héél donker blauw/paars

	BUIS b
	Lichter blauw dan buis a, maar meer vorming van rode neerslag (bredere band).
	Donker blauw/paars

	BUIS c
	Blauw, met ongeveer evenveel rode neerslag als in buis b.
	Paars

	BUIS d
	Blauw, met een laag rode neerslag van ongeveer  1 cm 
	Licht paars


Verklaring: 
Naarmate de proefbuizen langer geïncubeerd zijn, zal het zetmeel meer afgebroken zijn waardoor minder jodium geabsorbeerd kan worden. Hierdoor worden de proefbuizen steeds lichter van kleur bij de Lugolreactie naarmate de incubatietijd langer duurt.
Door de steeds langere werking van amylase in de buizen (stijgend van buis a naar d), ontstaan er meer en meer monosachariden. Hierdoor ontstaan meer reducerende groepen en wordt er meer Cu2+tartraat omgezet in onoplosbaar Cu+, wat een rode neerslag veroorzaakt.
Invloed van de pH op de trypsineactiviteit

2.1 Samenvatting/doel

Trypsine tast eiwitten aan in licht alkalisch midden bij een pH van 8. Deze pH zal wijzigen, en de enzymatische activiteit zal dalen door het toevoegen van HCl of NaOH, waardoor er minder eiwit afgebroken wordt in een bepaalde tijd. De hoeveelheid eiwitten die na een bepaalde verteringstijd overblijft kan geschat worden door de relatieve hoeveelheden eiwitneerslag te vergelijken na het toevoegen van TCA of trichloorazijnzuur. 
TCA denatureert irreversibel de eiwitten en laat ze neerslaan. Deze proefbuizen laten we gedurende vijftien minuten in de centrifuge (aan 3000 RPM), waarna de hoeveelheid neergeslagen eiwitten geanalyseerd kan worden om de werking van trypsine te bepalen.
2.2 Waarnemingen
Relatieve hoeveelheden neerslag na centrifugeren
	
	Waarneming

	BUIS 1
	Klein beetje witte neerslag op de bodem, zo goed als geen neerslag aan de randen.

	BUIS 2
	Meer witte neerslag op de bodem, hier en daar ‘brokjes’ neerslag aan de randen van de Falcon-buis.

	BUIS 3
	Zowel op de bodem als langs boven de vloeistof is een dikke laag neerslag te vinden. Ook aan de randen van de Falcon-buis.

	BUIS 4
	Heel veel neerslag aanwezig, zowel op de bodem, als op het oppervlak als aan de randen zien we witte neerslag.


2.3 Verklaring
Proefbuis 1 (pH 8)
In deze proefbuis komt bijna geen witte neerslag voor. Dit is makkelijk te verklaren. In deze proefbuis is trypsine aanwezig bij een pH gelijk aan 8 (pH – optimum voor trypsine). Bij deze pH-waarde zal trypsine dus de grootste activiteit vertonen. Daardoor zal trypsine het grootste aantal eiwitten aantasten, en afbreken tot kleinere moleculen. TCA tast enkel de macromoleculen aan, en laat die neerslaan. Daardoor zal er weinig neerlag zijn, want bijna alle eiwitten zijn omgezet in kleinere eenheden.

Proefbuis 2 (pH  1,5)

In deze proefbuis is er trypsine aanwezig in een zuur milieu (lage pH). Hierdoor kan trypsine zijn optimale activiteit niet bereiken, waardoor het niet zoveel eiwitten zal kunnen afbreken tot kleinere eiwitten. Door de toevoeging van TCA zal dus meer neerslag gevormd worden dan in proefbuis  1, aangezien minder eiwitten gereduceerd werden door trypsine.

Proefbuis 3 (pH 12)

In deze proefbuis is er trypsine aanwezig in een basisch milieu (hoge pH). Hierdoor kan trypsine opnieuw zijn optimale  activiteit niet bereiken, waardoor het niet zoveel eiwitten zal kunnen afbreken tot kleinere eiwitten. Door toevoeging van TCA zal dus meer neerslag gevormd worden dan in proefbuis 1, aangezien minder eiwitten gereduceerd werden door trypsine.

Proefbuis 4 (pH 8)

Deze proefbuis bevat opnieuw het pH-optimum voor trypsine, alleen wordt er geen trypsine toegevoegd aan deze proefbuis. Hierdoor worden de eiwitten helemaal niet gereduceerd . Alle aanwezige eiwitten zijn dus nog intact en zullen aangetast worden door TCA. In deze proefbuis wordt dus de grootste neerslag teruggevonden aangezien hier helemaal geen omzetting is van eiwitten t.o.v. de kleine omzetting in proefbuis 2 en 3.

Galzouten

3.1 Samenvatting/doel

We analyseren welke werking het toevoegen vaneen  natriumtaurocholaat-oplossing heeft op zwavelpoeder in water. 

Waarnemingen
Na het toevoegen van de lepel droog zwavelpoeder aan het water, zien we dat het zwavelpoeder op het oppervlak van het water blijft drijven, na schudden blijft het grootste deel drijven op het oppervlak, maar zijn er ook korreltjes die ‘rondwarrelen’ in het water.
Nadat we de natriumtaurocholeaat-oplossing  hebben toegevoegd, zinkt het zwavelpoeder naar de bodem van de proefbuis waar het gedeeltelijk oplost.
3.2 Verklaring

Galzouten hebben als belangrijkste functie het verlagen van de oppervlaktespanning van het verteringsvocht. Doordat het amfifatische moleculen zijn (polaire en apolaire zijde) kunnen ze apolaire stoffen van water afschermen door de vorming van micellen waardoor deze makkelijker oplossen in water. Dit wordt ook in deze proef toegepast.
Zwavelpoeder is een apolaire stof, en dus onoplosbaar in water –wat een polaire stof is.
 Het toevoegen van natriumtaurocholeaat-oplossing zorgt voor het vormen van micellen waardoor het zwavelpoeder toch kan oplossen en naar de bodem zinkt.
2. Algemene conclusie

We kunnen concluderen dat hoe langer amylase kan inwerken –mits in goede toestanden- hoe meer suikers het kan verwerken. Trypsine zal bij ongunstige omstandigheden verminderde activiteit gaan tonen, en de vorming van micellen door galzuurzouten zal het oplossen van bepaalde stoffen vergemakkelijken in water.
Alle mechanismen die we hierboven bestudeerd en besproken hebben zijn belangrijke fenomenen in ons verteringssysteem.
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