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Practicum Microbiologie en Levensmiddelentechnologie
Programma voor DLO2/VLO2, 2007-2008

12 lessen (2 lesuren per 2 weken) in periode 2, 3 en 4, practicumlokaal Elandsstraat

De proeven worden telkens uitgevoerd door 2 personen. Het beste is steeds met een vaste collega samen te werken.

Je dient de proeven voor te bereiden, zodat je weet wat je gaat doen. In het rooster is aangegeven welke proeven aan de orde zijn.

Van één van de proeven 4-9  lever je een volledig uitgewerkt verslag in en je collega doet dat van een andere proef. Daarnaast dien je minstens 8 van de proeven bij te wonen.

Het cijfer wordt als volgt berekend:
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Microbiologie I

Het is niet moeilijk om aan microörganismen te komen: een beetje tandplak bevat er miljoenen. Maar om ze te bestuderen is het handig om maar naar één soort tegelijk te kijken. Daarom kweken we gewoonlijk één bacterie (of schimmel of gist) op tot hanteerbare aantallen. Dat gebeurt gewoonlijk in een petrischaal op een vaste voedingsbodem die de stoffen bevat die geschikt zijn voor het micro-organisme dat we in beeld willen brengen.

Daarna kunnen we ze bekijken onder de microscoop. Om dat te vergemakkelijken worden ze meestal eerst gekleurd.

1.1 Proef: Kweken op verschillende voedingsbodems

1.1.1 Doel

Door verschillende voedingsbodems te gebruiken kun je verschillende groepen micro-organismen op het spoor komen.

1.1.2 Methode

We maken gebruik van een algemene voedingsbodem (Nutriënt Agar, NA, pH 7),  een voedingsbodem die geschikt is voor schimmels en gisten (Mout Extract Agar, MEA, pH 5) en een selectieve bodem waar darmbacteriën wel, maar de meeste andere bacteriën niet op kunnen groeien (Violet Red Bile Glucose Agar, VRBGA).

1.1.3 Materialen

3 petrischalen, 3 Rodac-schaaltjes, 1 petrischaal MEA.

1.1.4 Uitvoering

1. Giet 3 petrischalen met NA.

2. Giet 3 Rodac-schaaltjes met VRBGA.

3. 1 petrischaal met MEA staat klaar.

4. Laat alle voedingsbodems afkoelen totdat ze goed zijn opgesteven.

5. Zet een van de schalen met NA en de schaal met MEA een half uur open neer op een geschikte plek.

6. Maak een afdruk van je vingers in een tweede schaal met NA en op een van de Rodac-schaaltjes met VRBGA.

7. Maak een afdruk van een afwasdoekje, handdoek of iets dergelijks op de derde NA schaal en op een Rodac-schaaltje. Je kunt ook je handen wassen en dan weer een afdruk maken.

8. Maak een afdruk van een werkbank, snijmachine of iets dergelijks op het derde Rodac-schaaltje.

9. Markeer alle schalen duidelijk met je naam en het object.

10. Plaats alle schalen in de broedstoof.

11. Bekijk na enkele dagen het resultaat. (De schalen worden na twee dagen in de koelkast gezet en dan mag je hopen dat er drie weken later nog iets te zien is).

1.2 Proef: Gistcellen bekijken onder de microscoop.

1.2.1 Doel

Bepalen of gistcellen dood of levend zijn.

1.2.2 Methode

Door methyleenblauw aan de gist toe te voegen wordt onderscheid gemaakt tussen levende en dode gistcellen

1.2.3 Uitvoering

1. Leg op een objectglaasje een beetje verdunde gistsuspensie (bakkersgist, biergist) en dek af net een dekglaasje.

2. Bekijk met een geschikte vergroting.

3. Voeg aan een kant van het dekglaasje een druppel methyleenblauw toe.

4. Bekijk hoe de gistcellen reageren op het methyleenblauw.

5. Maak een schatting van het percentage dode gistcellen

2 Microbiologie II

Bacteriën zijn onder de microscoop alleen goed te zien na kleuring en bij 1000x vergroting. Kleuring gebeurt met methyleenblauw en voor de vergroting wordt de olie-immersie lens gebruikt.

2.1 Proef: Yoghurtbacteriën kleuren met methyleenblauw.

2.1.1 Doel

Zichtbaar maken van bacteriën

2.1.2 Methode

Kleuring met methyleenblauw, gebruik van olie-immersie lens.

2.1.3 Uitvoering

1. Doe een klein beetje verdunde yoghurt op een ontvet objectglaasje.

2. Laat goed drogen op een warme kookplaat.

3. Laat afkoelen.

4. Spreid een druppel methyleenblauw uit over de gedroogde yoghurt.

5. Laat 1 minuut intrekken.

6. Spoel het objectglaasje voorzichtig onder de kraan tot er alleen nog een vage blauwe kleur zichtbaar is.

7. Laat drogen.

8. Leg een druppel immersie-olie op de gekleurde yoghurt.

9. Leg het objectglaasje (zonder dekglas) onder de microscoop en draai de immersie-lens tot in de olie.

10. Zet de condensor van de microscoop in de laagste stand.

11. Stel scherp: je ziet nu de twee soorten yoghurtbacteriën.

2.2 Proef: Andere bacteriën bekijken

Om bacteriën te bekijken die je op een petrischaal hebt opgekweekt kun je als volgt te werk gaan.

1. Doe een druppel water en een druppel eiwit in een horlogeglas.

2. Neem met een gesteriliseerde entnaald wat materiaal van één bacteriekolonie en meng dit met de vloeistof in het horlogeglas.

3. Ga verder te werk zoals bij proef  2.1.3. 

4. Ga na of het bolvormige of staafvormige bacteriën zijn en op welke manier ze bij elkaar liggen:streptococcen, stafylococcen, staafjes etc.

2.3 Proef: Schimmels

Druk een stukje doorzichtig plakband voorzichtig op een schimmelkolonie. Plak dit op een objectglaasje en bekijk dit onder de microscoop. Probeer het mycelium en de sporen te zien te krijgen.

3 Kiemgetal en test op E. coli

Het kiemgetal en de aanwezigheid van E. coli zijn de belangrijkste hygiënische kenmerken waarop voedingsmiddelen gewoonlijk worden onderzocht. Met behulp van het kiemgetal krijg je een idee over de algemene hygiënische kwaliteit, aanwezigheid van E. coli wijst op darmbacteriën. 

Onder het kiemgetal wordt verstaan het aantal levende kiemen per ml of per gram voedingsmiddel. Dat getal wordt bepaald aan de hand van het aantal bacteriekolonies dat zal uitgroeien (in een petrischaal met PCA) uit een ml voedingsmiddel.

Dat aantal kan erg groot zijn: in verse melk die een tijdje lauw bewaard is kan dat makkelijk 100.000 zijn. Dergelijke aantallen zijn in een petrischaal natuurlijk niet meer te tellen. Daarom moet vooraf een geschikte verdunning worden gemaakt, zodat het aantal ergens tussen 30-300 uitkomt: meer dan 300 is niet goed meer te tellen, bij minder dan 30 wordt de invloed van het toeval te groot.

Escherichia coli ( E. coli) komt altijd in de darm voor maar sterft buiten de darm gewoonlijk langzaam af. Daarom wordt deze soort gebruikt als indicatororganisme: als E. coli aanwezig is wijst dat op de mogelijke aanwezigheid van gevaarlijke darmbacteriën, zoals bijvoorbeeld Salmonella. In gepasteuriseerde melk mag daarom geen E. coli aanwezig zijn.

We gaan dus van het monster (melk, grachtwater etc.) eerst een verdunningsreeks maken. Daarna nemen we 1 ml van een geschikte verdunning en doen die in een petrischaal. Dat wordt vermengd met een nog warme voedingsbodem en na 1-2 dagen zijn hieruit bacteriekolonies gegroeid die we kunnen tellen. Door terug te rekenen met de gebruikte verdunning kun je dan het kiemgetal in het oorspronkelijke voedingsmiddel bepalen. 

Als je 1 ml van een bepaalde verdunning toevoegt aan een geschikte voedingsbodem voor E. coli (BGBB) kun je vervolgens aan de gasontwikkeling zien of daarin ook E. coli zit.

3.1 Proef: kiemgetal en test op E. coli

[image: image2.jpg]Verdunnin

Het maken van een verdunningsreeks t.b.v. een kiemgetalbepaling

am Smi

T iml

Im Lo

mengen

a.
s b
<

ml monster in de petrischaal.
vloeibare PCA-agar wordt toegevoegd.
de massa wordt gemengd door voorzichtig ronddraaien.





3.1.1 Uitvoering

1. Nummer 4 buizen met steriel water 1-4

2. Leg 5 pasteurpipetten gereed en raak ze niet aan bij het uiteinde.

3. Zet 3 petrischalen gereed en schrijf daarop 1/100, 1/1000 en 1/10.000

4. Breng met een schone pipet 1 ml van het monster over in buis 1 met 9 ml steriel water en meng goed. (verdunning 1/10). (Een halfvolle pasteurpipet is 1 ml)

5. Breng met een schone pipet 1 ml vloeistof uit buis 1 over in buis 2 en meng weer. (verdunning 1/100). Breng ook 1 ml uit buis 1 over in een buis met BGBB.

6. Breng met een schone pipet 1 ml vloeistof uit buis 2 over in buis 3 en meng weer. (verdunning 1/1000). Breng ook 1 ml uit buis 2 over in petrischaal 1/100

7. Breng met een schone pipet 1 ml vloeistof uit buis 3over in buis 4 en meng weer. (verdunning 1/10.000). Breng ook 1 ml uit buis 3 over in petrischaal 1/1000

8. Breng met een schone pipet 1 ml uit buis 4 over in petrischaal 1/10.000

9. Voeg aan de petrischalen een scheut PCA toe en meng goed zonder dat de vloeistof tegen het deksel komt.

10. Plaats de buis met BGBB en de petrischalen in de stoof op 35 ºC.

11. Tel de kolonies in de schalen na 1-2 dagen en controleer de BGBB-buis op gasontwikkeling.

Kwalitatieve analyse
Kwalitatieve analyse heeft tot doel te bepalen welke stof aanwezig is. We gaan bekijken of een voedingsmiddel zetmeel, suiker of eiwit. Het aantonen van vet gaat wat moeizamer. Daarmee houden we ons niet bezig.

Gewoonlijk wordt daarvoor een indicator gebruikt: een stof die aantoont dat een andere stof aanwezig is. Zo’n stof wordt ook een reagens genoemd.

3.2 Proef: aantonen van zetmeel met joodoplossing

Jodium heeft het vermogen om zetmeel blauw te kleuren. Zelfs een klein beetje zetmeel, vooral als het gekookt is, geeft met jodium een blauwe kleur.

3.2.1 Doel

Laten zien dat zetmeel kan worden aangetoond met jodium.

3.2.2 Uitvoering

1. Nummer 4 reageerbuizen.

2. Doe in elk van de buizen 2 ml

a. Zetmeeloplossing (gekookt) 1%

b. Glucoseoplossing 10%

c. Ei-eiwit  10%

d. Water

3. Voeg aan elke buis 3 druppels joodoplossing toe

4. Schud de buizen en laat ze even staan.

Bekijk de kleuren die verschijnen en noteer welke kleur blijkbaar wijst op zetmeel.

3.3 Proef: Gevoeligheid van de jodiumproef

3.3.1 Doel

Bepalen welke concentratie zetmeel nog juist een zichtbare reactie met jood oplevert.

3.3.2 Uitvoering

1. Nummer 6 reageerbuizen.

2. Doe in elke buis 9 ml water met een maatpipet.

3. Voeg aan buis 1 1 ml zetmeeloplossing 1 % toe en meng goed.

4. Breng met een schone druppelpipet 1 ml over in buis 2 en meng weer. (Een halfvolle druppelpipet is 1 ml)

5. Herhaal punt 4 met de andere buizen. Je krijgt zo een verdunningsreeks waarbij de concentratie van zetmeel steeds 10 maal lager is dan de vorige.

6. Voeg aan elke buis 3 druppels joodoplossing toe en meng.

3.3.3 Vragen

1. Welke buis vertoont nog juist blauwkleuring?

2. Welke concentratie zetmeel kan nog juist aangetoond worden?

3.4 Proef: Zetmeel in voedingsmiddelen

3.4.1 Doel

Aantonen van zetmeel in een aantal voedingsmiddelen.

3.4.2 Uitvoering

Test 5 voedingsmiddelen op zetmeel. Druppel wat joodoplossing op een stukje vast voedingsmiddel of voeg enkele druppels joodoplossing toe aan een vloeibaar voedingsmiddel. Blauwe verkleuring wijst op zetmeel.

Geschikte voedingsmiddelen: aardappel, melk, kaas, brood, kippenvlees, ui, appel etc.

3.4.3 Vragen

Welke voedingsmiddelen bevatten zetmeel?

3.5 Proef: aantonen van (reducerende) suikers

3.5.1 Doel

Aantonen van reducerende suikers met Benedict-reagens.

3.5.2 Uitvoering

1. Nummer 6 reageerbuizen

2. Doe in elke buis 2 ml water.

3. Voeg aan elk van buizen een mespuntje van een van de volgende suikers toe: glucose, sacharose, fructose, lactose, zetmeel. Noteer wat je aan elke buis hebt toegevoegd.

4. De zesde buis bevat alleen water.

5. Voeg aan elke buis 2 ml Benedict-oplossing toe.

6. Zet de buizen 5 minuten in een kokend waterbad.

3.5.3 Vragen

1. Noteer in welke buizen je een oranjerode verkleuring ziet.

2. Welke suikers zijn reducerende suikers?

3. Waarom is er een buis bij die alleen water bevat?

3.6 Proef: Biureet-reactie

3.6.1 Doel

Laten zien dat eiwit kan worden aangetoond met de zgn. Biureet-reactie.

3.6.2 Uitvoering

1. Nummer 4 reageerbuizen.

2. Doe in elk van de buizen 2 ml

a. Zetmeeloplossing 1%

b. Glucoseoplossing 10%

c. Ei-eiwit  10%

d. Water

3. Voeg aan elke buis 1 ml NaOH 10% toe (Pas op: NaOH in deze concentratie is nogal bijtend!).

4. Voeg aan elke buis 1 ml verdund kopersulfaat toe.

5. Schud de buizen en laat ze daarna een minuut staan.

6. Bekijk de kleuren die verschijnen en noteer welke kleur blijkbaar wijst op eiwit.

3.7 Proef: Eiwit in voedingsmiddelen

3.7.1 Doel

Aantonen van eiwit in een aantal voedingsmiddelen.

3.7.2 Uitvoering

Test 5 voedingsmiddelen op eiwit. Maak van een vast voedingsmiddel ongeveer 1 gram fijn in een mortier met 10 ml water. Voeg eventueel schuurzand toe. Giet door een filter en vang ongeveer 2 ml op.

Van vloeibare voedingsmiddelen kun je gewoon 2 ml gebruiken.

De proef verloopt hetzelfde als 3.5.

Geschikte voedingsmiddelen: aardappel, melk, kaas, brood, kippenvlees, ui, appel etc.

4 Kwantitatieve analyse
Kwantitatieve analyse heeft tot doel te bepalen hoeveel van een bepaalde stof aanwezig is. Wij doen dit aan de hand van titratie van zuur met loog.

Titratie is een methode die wordt gebruikt om de sterkte van een oplossing te bepalen. Je kunt daarmee bv. bepalen hoeveel HCl er in een bepaalde zoutzuuroplossing zit,  hoeveel azijnzuur in een liter natuurazijn, hoeveel wijnsteenzuur in most, hoeveel vitamine C in sinasappelsap etc.

We nemen daarvoor 10 ml (of een andere bekende hoeveelheid) in een kolfje met een indicator. Daaraan wordt titratievloeistof uit een buret toegevoegd, totdat alles in het kolfje is omgezet. Dat zie je aan de verkleuring van een indicator.
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	De gebruikte hoeveelheid is bekend

De sterkte is bekend

De hoeveelheid is bekend

De sterkte is onbekend



	
	In de buret zit de titratievloeistof

bv. NaOH 0.1 N
	

	
	
	

	
	In het kolfje zit de te titreren vloeistof met een indicator.

bv. 10 ml zoutzuur met fenolftaleïne
	

	
	
	


Bij het titreren wordt gebruik gemaakt van een oplossing van bekende sterkte in een buret en een bekende hoeveelheid van onbekende sterkte in het kolfje. De NaOH oplossing reageert met het HCl in het kolfje totdat alle zuur geneutraliseerd is:
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Als er zoveel NaOH is toegevoegd dat alle HCl is verdwenen zijn we klaar. De vloeistof in het kolfje is dan precies neutraal (pH=7). Nog een druppel NaOH en de vloeistof wordt basisch. Dat kun je zien aan de verkleuring van de indicator: die verkleurt van kleurloos (onder zure omstandigheden) naar roze (basische omstandigheden).

Als je de begin- en de eindstand van de buret hebt afgelezen weet je hoeveel NaOH je hebt toegevoegd. De sterkte van de NaOH oplossing is bekend (hier: 0.1 N = 0.1 Normaal) en je kunt dus de sterkte van de zoutzuuroplossing uitrekenen (ook weer uitgedrukt in Normaal). 

aantal ml NaOH  x  sterkte NaOH  =  aantal ml zoutzuur  x  sterkte zoutzuur

of


[image: image5.wmf](

)

eindbegin

buretburetsterkteBuret

sterkteKolf

mlKolf

-×

=


Als je er niet uitkomt, kun je onderstaand rekenblad gebruiken. Dubbelklik eerst op de tabel, dan kun je gegevens invoeren (als je MSExcel op je computer hebt). 
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4.1 Proef: Titratie zoutzuuroplossing

4.1.1 Doel

Bepaling van de sterkte van een zoutzuuroplossing.

4.1.2 Uitvoering.

1. laat het water uit de buret lopen.

2. giet wat NaOH 0.1 N in de buret en laat weglopen.

3. vul de buret met NaOH 0.1 N

4. pipetteer 10 ml van de zoutzuuroplossing in een kolfje van 100 ml

5. voeg 5 druppels fenolftaleïne toe (flesje eerst omschudden)

6. lees de beginstand van de buret af (in 0.1 ml nauwkeurig)

7. voeg NaOH-oplossing uit de buret toe tot de roze kleur na omschudden minstens 10 seconden zichtbaar blijft. Het is beter te zien als je er een wit papiertje onder legt.

8. lees de eindstand van de buret af

N.B. Het is handig steeds twee keer te titreren: de eerste keer bepaal je ruwweg welke hoeveelheid NaOH je nodig heb, de tweede keer kun je dan nauwkeurig bepalen hoeveel NaOH je nodig hebt.

4.1.3 Berekening

1. bereken de sterkte van de zoutzuuroplossing in Normaal.

2. voor zoutzuur geldt: 1 Normaal zoutzuur = 1 mol/l = 36.5 g/l

3. bereken het gehalte aan HCl van de zoutzuuroplossing in g/l 

4.2 Proef: Bepaling sterkte tafelazijn, appelazijn en schoonmaakazijn

Ook van andere oplossingen die zuur bevatten kunnen we op dezelfde manier het gehalte aan zuur bepalen door te titreren met NaOH. 

4.2.1 Uitvoering 

Deze azijnsoorten zijn te sterk om handig met 0.1 N NaOH te kunnen titreren. Daarom verdunnen we ze eerst 1:10.

1. Pipetteer in een schone maatkolf 10 ml van deze azijn.

2. Vul aan met demiwater tot aan de 100 ml streep.

3. Dek af met folie en keer driemaal om om te mengen. Folie vasthouden! 

De titratie verloopt verder zoals in de vorige proef. De buret zonodig eerst bijvullen. Gebruik een schone pipet en pipetteer 10 ml in het kolfje. Titreer eerst tafelazijn, dan appelazijn, dan schoonmaakazijn. 

4.2.2 Berekening

1. bereken de sterkte van de azijnzuuroplossingen in Normaal

2. 1 N azijnzuuroplossing = 1 mol azijnzuur/l = 60 g/l

3. bereken het gehalte aan azijnzuur van tafelazijn in g/l. Houd er rekening mee dat de oorspronkelijke azijn 10 maal is verdund.

4. bereken ook gehalte aan azijnzuur van appelazijn en schoonmaakazijn in g/l

4.2.3 Vraag


Voldoen deze soorten azijn aan de eisen van de Warenwet?

4.3 Proef: Bepaling citroenzuurgehalte van Spa Citron

Spa Citron bevat volgens het etiket citroenzuur. Daarnaast zit er ook koolzuur in. Als je dus Spa uit een pas geopend flesje titreert, wordt het toegevoegde NaOH gebruikt om zowel het koolzuur als het citroenzuur te neutraliseren. Om er achter te komen hoeveel citroenzuur er in zit, moet je eerst het koolzuur verwijderen. Dat kun je doen door wat in een kolfje te doen en dit te verwarmen tot ca. 70 ºC en te schudden. Dan ontwijkt vrijwel alle koolzuur in de vorm van kooldioxide en alleen het citroenzuur blijft over.

4.3.1 Uitvoering

Titreer de ontgaste Spa Citron. Zie titratie. Pipetteer 25 ml in het kolfje.

4.3.2 Berekening

1 N citroenzuur = 1/3 mol/l = 64 g/l (een molecuul citroenzuur bevat 3 zuurgroepen)

Bereken hiermee het gehalte aan citroenzuur in g/l.

4.4 Proef: Bepaling koolzuurgehalte van Spa Citron

We gaan nu niet-ontgaste Spa Citron titreren. De NaOH die we toevoegen wordt nu gebruikt om zowel citroenzuur als koolzuur te neutraliseren. Uit de vorige proef weten we welk deel van de sterkte we moeten toeschrijven aan het citroenzuur. De rest komt dus voor rekening van het koolzuur. 

Tijdens het werken met Spa Citron ontwijkt er CO2 . De resultaten zullen dus niet nauwkeurig zijn. Je kunt ook beter een maatcilinder gebruiken om de Spa af te meten.

4.4.1 Uitvoering

1. Meet met een maatcilinder 25 ml Spa Citron af.
2. Doe deze in het kolfje.
3. Titreer nu zoals in de vorige proeven.

4.4.2 Berekening

1. Bereken de sterkte in Normaal.

2. In proef 5.3 heb je bepaald wat de sterkte is van het citroenzuur.  Trek deze waarde af van de gevonden waarde.

3. Het restant voor de sterkte moet voor rekening komen van het koolzuur.

4. 1 N koolzuur in de vorm van CO2 = ½ mol/l = 22 g/l CO2 . Bereken nu het CO2 gehalte.
4.5 Proef: zuurgehalte en zuurgraad (pH).

Het zuurgehalte van een vloeistof en de zuurgraad (pH) zijn heel verschillende dingen. Het zuurgehalte zegt iets over het aantal zuurmoleculen dat in een oplossing zit, de zuurgraad heeft betrekking op de hoeveelheid H+-ionen . Meestal zijn de zuurmoleculen niet allemaal gesplitst in H+-ionen en zuurrestionen en als je zuur proeft reageert je tong alleen op de hoeveelheid H+-ionen ( de pH) in de vloeistof. Alleen sterke zuren (zoutzuur, zwavelzuur, salpeterzuur) splitsen volledig in H+-ionen en zuurrestionen. Een zwak zuur, zoals melkzuur, splitst maar voor ongeveer 0,2% en dus zal een oplossing van melkzuur (bij dezelfde hoeveelheid zuurmoleculen) veel minder zuur smaken dan een zoutzuuroplossing. Azijnzuur is nog zwakker en koolzuur is zo zwak dat je nauwelijks zuur gewaar wordt als je het proeft.

In deze proef ga je drie zuuroplossingen vergelijken die alle drie hetzelfde zuurgehalte hebben: 0.1N. Je titreert steeds 25 ml van de zuuroplossing met 0.1N NaOH, dus als het goed is, heb je steeds 25 ml NaOH nodig om al het zuur te neutraliseren. Bij elke 5 ml meet je de pH met een pH papiertje of beter met een pH meter. 

4.5.1 Uitvoering

1. Vul de buret met NaOH (0.1N) tot boven de nullijn en laat zoveel weglopen dat het vloeistofniveau precies op 0 staat.

2. Pipetteer 25 zoutzuuroplossing in een kolfje van 100 ml. (Sommige van onze pH meters passen niet in een kolfje. Gebruik dan een klein bekerglaasje.)

3. Meet de pH van de zoutzuuroplossing met een papiertje of met de pH meter en vul in in onderstaande tabel.

4. Voeg 5 druppels fenolftaleïne toe.

5. Voeg 5 ml NaOH toe uit de buret.

6. Meet de pH in het kolfje en vul in in onderstaande tabel.

7. Herhaal punt 5 en 6 tot je in totaal 40 ml NaOH hebt toegevoegd.

8. Herhaal punt 2-7 voor de azijnzuuroplossing.

9. Herhaal punt 2-7 voor de melkzuuroplossing.

	aantal ml NaOH
	pH zoutzuur oplossing
	pH azijnzuur oplossing
	pH melkzuur oplossing

	0
	
	
	

	5
	
	
	

	10
	
	
	

	15
	
	
	

	20
	
	
	

	25
	
	
	

	30
	
	
	

	35
	
	
	

	40
	
	
	


Zet nu in één grafiek horizontaal het aantal ml NaOH af en vertikaal de bijbehorende pH van de verschillende oplossingen en vergelijk de grafieken met elkaar.

Vragen

· Verklaar de verschillen tussen de drie grafieken.
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4.6 Proef: Zuurgehalte, zuurgraad en zure smaak

In de bovenstaande proeven heb je het zuurgehalte van een aantal stoffen bepaald en van sommige ook de pH. We voegen er nog een paar pH metingen aan toe om een overzicht te kunnen maken. Bovendien kun je bepalen hoe zuur een stof smaakt. 

De pH metingen kun je doen met universeel pH papier maar een pH meter is nauwkeuriger.

Pas op: het is een kwetsbaar en kostbaar apparaat. Ga er dus voorzichtig mee om.

4.6.1 pH metingen

1. Meet de pH van Spa Citron (eerst CO2 verwijderen).

2. Meet de pH van tafelazijn.

3. Meet de pH van Cola (eerst CO2 verwijderen).

4.6.2 Zure smaak

Proef een beetje van elk van de volgende stoffen en geef ze een rangnummer van zwak zuur (1) naar sterk zuur (6). Alle hier genoemde stoffen kun je veilig proeven. Spoel je mond telkens nadat je een stof hebt geproefd.

· Cola 

· Spa Citron

· tafelazijn

· zoutzuuroplossing 0.1 N uit proef 4.4

· azijnzuuroplossing 0.1 N uit proef 4.4

· melkzuuroplossing 0.1 N uit proef 4.4

Vul nu onderstaande tabel volledig in met de gegevens uit deze proef en de voorgaande.

	Stofnaam
	pH
	Zuursterkte (N)
	Zuurgehalte (g zuur/l)
	Rangnummer zure smaak
	opmerkingen

	Cola
	
	
	
	
	

	Spa Citron
	
	
	
	
	

	tafelazijn
	
	
	
	
	

	zoutzuur
	
	0.1
	3.6
	
	

	azijnzuur
	
	0.1
	6.0
	
	

	melkzuur
	
	0.1
	9.0
	
	

	
	
	
	
	
	


Vragen

1. Welke stof heeft de laagste pH?

2. Welke smaakt het zuurst?

3. Welke heeft de grootste zuursterkte?

Conclusies

Uit de ingevulde gegevens kun je al concluderen dat zuursterkte en zuurgehalte verschillende grootheden zijn.

Welke conclusies kun je nog meer trekken nadat je alle gegevens hebt ingevuld?

5 Droge stof gehalte: zout, suiker, zuur, alcohol

Het gehalte van één bepaalde stof in water is gewoonlijk gemakkelijk te bepalen. Hoe meer er in zit, des te hoger de dichtheid (vroeger ook wel soortelijke massa, s.m. genoemd) en des te hoger de brekingsindex. De dichtheid is te meten met een densimeter (areometer) en de brekingsindex met een refractometer. Daarvoor bestaan tabellen en anders kun je een ijkreeks maken.

Pekel

Pekel is een oplossing van keukenzout in water. Als de concentratie keukenzout hoog genoeg is (10% of meer) fungeert pekel als een conserveringsmethode. Voedingsmiddelen die gepekeld zijn moeten voor gebruik eerst worden geweekt in water om ze te ontdoen van de grote hoeveelheid zout. Ook bij de kaasbereiding wordt pekel gebruikt. 

Wort

In wort zit vrijwel alleen suiker (maltose). Met de dichtheid of de brekingsindex is de hoeveelheid suiker goed te bepalen, maar niet al deze suikers zijn vergistbaar. Het is dus niet nauwkeurig te bepalen hoeveel alcohol er in het bier zal worden gevormd. De niet vergistbare suikers dragen bij aan de zoetkracht en de body van het bier.

Most

De problemen beginnen als er meer dan één stof in water is opgelost, en dat is meestal het geval. Zo zit in druivensap voornamelijk suiker en zuur. Beide dragen bij aan de dichtheid en de brekingsindex. Maar we kunnen het zuurgehalte ook bepalen met titratie. De rest moet dus voor rekening komen van de suikers. Dat maakt het mogelijk de rijpheidsindex van de druiven te bepalen, de suiker/zuur verhouding, die bepalend is voor de vraag of de druiven rijp genoeg zijn om er wijn van te gaan maken. Het te verwachten alcoholgehalte kunnen we bepalen uit het suikergehalte. Overigens is het ook mogelijk om suikers in de wijn over te houden door de gisting voortijdig te stoppen met sulfiet.

Destillaat

Een destillaat bevat voornamelijk water en alcohol. De dichtheid geeft een redelijke maat voor het alcoholgehalte, maar het verband is niet lineair. Je kunt hiervoor beter een speciale alcoholdensimeter gebruiken.

Likeur

Likeur bevat water, alcohol, suiker en andere stoffen. Alcohol maakt de dichtheid lager, suiker en de meeste andere stoffen maken de dichtheid hoger. Dat geldt ook voor de brekingsindex. Dat maakt het erg moeilijk om het suikergehalte of het alcoholhalte op een simpele manier te bepalen.

5.1 Proef: zoutgehalte: densimeter

We bepalen de dichtheid van een zoutoplossing met de densimeter. Let goed op op welke schaalverdeling je moet aflezen. We oefenen eerst met water.

1. Plaats de densimeter in een droge maatcilinder van 100 ml

2. Giet er zoveel vloeistof (20 (C) bij dat deze juist gaat drijven.

3. Lees de dichtheid af bij de onderkant van de meniscus.

Vervolgens doe je hetzelfde met de zoutoplossing 10%. Bereken de toename van de dichtheid ten opzichte van die van water. 

Tenslotte voer je dezelfde proef uit met de pekel van onbekende sterkte. Met behulp van de resultaten uit de vorige 2 metingen kun je nu het zoutgehalte van de pekel bepalen.

5.2 Proef: suikerhalte: densimeter en refractometer

We bepalen eerst het suikergehalte in een suikeroplossing op twee manieren.

· Met de densimeter (areometer)

1. Plaats de densimeter in een droge maatcilinder van 100 ml

2. Giet er zoveel vloeistof (20 (C) bij dat deze juist gaat drijven

3. Lees de dichtheid af bij de onderkant van de meniscus

Het suikergehalte is dan:
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N.B: De formule geldt eigenlijk alleen als in het water sacharose opgelost is, maar bij benadering kan deze ook gebruikt worden voor het drogestof gehalte.

· Met de refractometer

1. Leg een druppel vloeistof op het droge prisma van de refractometer.

2. Lees de suikerconcentratie af in º Brix.

3. Maak de refractometer schoon met water en droog af met een tissue.

Het suikergehalte in % is dan gelijk aan het aantal º Brix.

N.B.: In de consumptieve wereld worden vaak andere eenheden gebruikt:

1º Brix = 1% suiker = 10g suiker/l (sacharose)

1º Baumé = 1.8% suiker = 18 g suiker/l (sacharose)

1º Oechsle = dichtheid in g/l – 1000 (droge stof, gebruikt bij most)

1 E % (graden Plato) = graden Oechsle/4 (extractgehalte bij wort)
5.3 Proef: wort

Wort bevat voornamelijk maltose. Uit de dichtheid kunnen we dus het suikergehalte afleiden en daarmee het potentiële alcoholgehalte na vergisting:

alc vol% = 0,54 * E%

In werkelijkheid zal het alcoholgehalte van het bier lager zijn omdat niet alle suikers vergistbaar zijn.

1. Meet de dichtheid met de densimeter in g/l.

2. Meet de brekingsindex met de refractometer in º Brix.

· Bereken het suikergehalte uit elk van beide metingen.

· Bereken het gemiddelde van het suikergehalte uit de beide metingen.

· Bereken E% (graden Plato) van de wort.

· Bereken het potentiële alcoholgehalte.

5.4 Proef: vruchtensap: suiker/zuur ratio

De genietbaarheid van vruchtensap wordt vooral bepaald door de verhouding zoet/zuur: een zure vloeistof (lage pH) is goed te verdragen als er ook voldoende suiker aanwezig is. Dit wordt uitgedrukt met de suiker/zuur ratio. Het is gedefinieerd als de verhouding tussen het aantal  º Brix en het percentage titreerbaar zuur als citroenzuur.

Gebruik grapefruitsap van verse grapefruit. Het grapefruitsap eerst filtreren door een papierfilter.

N.B. Het grapefruitsap is van zichzelf al een beetje rood. Let dus goed op wanneer je de gewenste verkleuring door fenolftaleïne ziet!

1. Meet het aantal Brix met de refractometer.

2. Meet de pH van het sap.

3. Titreer zoals aangegeven in titratie
4. Bereken de sterke in N

5. 1 N citroenzuur = 1/3 mol/l = 64 g/l 

6. Bereken de suiker/zuur ratio. Een ratio van 10 of meer vinden de meeste mensen goed drinkbaar.

7. Bereken hoeveel suiker aan het grapefruitsap toegevoegd moet worden om een ratio van 10 te krijgen.

8. Voeg aan een portie van het sap de benodigde hoeveelheid zuur of suiker toe en proef.

9. Meet de pH opnieuw na suikertoevoeging. Is die veranderd?

5.5 Proef: most en rijpheidsindex

Druivensap bevat, net als andere vruchtensappen, vooral suiker en zuur. Om te bepalen of de druiven al geschikt zijn om een geschikte wijn op te leveren wordt de rijp​heidsin​dex gebruikt. Dit is de dichtheid van de most (uitge​drukt in graden Oechsle) gedeeld door het totaal zuur​gehal​te (als citroenzuur) in g/l. Ideaal is een rijpheidsin​dex van 10. Deze index va​rieert met de jaargang van 15 tot 4.

De rijpheidsindex geeft aan of de smaakstoffen in de wijn enigszins in balans zullen zijn. 

De rijpheidsindex zegt niets over het te verwachten alcoholgehalte. Daarvoor moeten we het suikergehalte kennen. Zie proef 6.6.

Gebruik witte druivensap.

1. Titreer zoals in titratie
2. 1 N citroenzuur = 64 g/l. Bereken hiermee het aantal grammen zuur/l

3. Meet de dichtheid met de densimeter 

4. Bereken de rijpheidsindex

5. Bereken hoeveel zuur of suiker toegevoegd moet worden om een rijpheidsindex van 10 te krijgen.

5.6 Proef: most en te verwachten alcoholgehalte

Most bestaat uit:

· Water

· Droge stof 

· Suikers (10 – 30 g/l)

· Zuren (4 – 13 g/l)

· Mineralen (3 g/l)

· Tanninen (0.2 – 2.5 g/l)

Tijdens de fermentatie wordt suiker omgezet in alcohol en kooldioxide: 1 gram suiker levert 0.49 g alcohol en 0.51 g kooldioxide. De kooldioxide verdwijnt. Alle andere stoffen zijn na de fermentatie in de wijn terug te vinden. 

Het zuurgehalte is te meten met titratie.

Het mineralengehalte is altijd ca. 3 g/l.

Het tanninegehalte hangt af van de vinificatiemethode:

· persen en het sap fermenteren: ca. 0.3 g/l

· kneuzen, een dag wachten, en daarna persen en fermenteren: ca. 1 g/l

· kneuzen en laten fermenteren op pitten en stelen: ca. 2.5 g/l

Het droge stof gehalte kunnen we meten met een densimeter. Het suikergehalte is dus te bepalen door van het droge stof gehalte het gehalte aan tanninen, mineralen en zuren af te trekken.

Stel dat we een liter most hebben en dat de dichtheid 1080 g/l is. Die liter weegt dus 1080 g. Daar zit 200 g droge stof in en dus 880 g water. Met titratie hebben we gemeten we dat er 10 g zuur in zit. Verder zal er nog 3 g mineralen en 1 g tanninen in zitten. Voor de suiker blijft dus 200 –10 –3 –1 = 186 g over. Na fermentatie levert dat 92 g alcohol en 94 g kooldioxide op. Maar de kooldioxide verdwijnt en van de 1080 g most hebben we nog maar 1080 – 94 = 986 g wijn over. Daarvan is 92 g alcohol. Het alcoholgehalte (in gewichtsprocent) is dus  92/986 = 9.3 %

Gebruik de resultaten uit proef 6.5 om het te verwachten alcoholgehalte in gew% uit te rekenen van het witte druivensap.

5.7 Proef: alcohol en water 

Het alcoholgehalte van een vloeistof kan uitgedrukt worden in volumeprocenten of in gewichtsprocenten. Bij veel mengsels komt dat op hetzelfde neer, maar bij mengsels van water en alcohol niet. Het alcoholgehalte uitgedrukt in vol% is altijd hoger dan in gew%. Dat is waarschijnlijk de reden dat fabrikanten altijd het gehalte in volume % opgeven.

Met onderstaande grafiek kun je beide in elkaar omrekenen.
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Bereken het te verwachten alcoholgehalte in vol% van het witte druivensap uit proef 5.4

6 Viscositeit, verdikking en gelering

Viscositeit is de mate van vloeibaarheid van een vloeistof. Dat heet ook wel de dikvloeibaarheid of de stroperigheid. Een stroperige vloeistof heeft een hoge viscositeit.

In een vloeistof die door een buis stroomt, staan de moleculen tegen de wand vrijwel stil, die in het midden stromen het snelst. De moleculen schuiven langs elkaar en aangezien ze elkaar onderling aantrekken ondervinden ze daarbij een zekere weerstand, de zgn. afschuifkracht. Die afschuifkracht veroorzaakt de viscositeit
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De grootte van de afschuifkracht die de moleculen ondervinden is afhankelijk van de onderlinge aantrekking, van de grootte van de deeltjes en van hun vorm. Voorlopig kijken we alleen naar min of meer bolvormige deeltjes.

Laten we als voorbeeld water nemen. De moleculen zijn klein (molecuulgewicht 18) maar ze trekken elkaar sterk aan doordat het polaire moleculen zijn: de positieve kant van het ene watermolecuul kleeft aan de negatieve kant van zijn buurman. Verder is de temperatuur van belang: hoe hoger de temperatuur, hoe sterker de moleculen bewegen en hoe moeilijker ze elkaar dus kunnen vasthouden. Dat betekent dat de viscositeit van een vloeistof afneemt naarmate de temperatuur hoger is.

6.1 Proef: viscositeit van water bij verschillende temperaturen.

De viscositeit is in principe eenvoudig te meten: 

· neem een volpipet en zuig daarin bv. 25 ml water op. 

· meet de tijd die nodig is voor het leeglopen van het reservoir.

Wanneer we dit met water van verschillende temperaturen doen is de uitlooptijd een maat voor de viscositeit.

6.1.1 Uitvoering

1. neem een bekerglas van 250 ml met ca 200 ml water van ca 20 C.

2. zuig de pipet vol tot het streepje en laat leeglopen.

3. meet de temperatuur

4. zuig de pipet opnieuw vol en meet nu de tijd die nodig is tot de onderkant van het reservoir is leeggelopen.

N.B. houdt het bekerglas schuin en de pipet recht met de punt tegen het glas zodat er geen druppels gevormd worden. Anders is namelijk ook de oppervlaktespanning van invloed.

5. herhaal punt 4 nog 2 keer en neem het gemiddelde van de gemeten uitlooptijden.

6. meet ook de temperatuur opnieuw en neem het gemiddelde van de begin- en eindtemperatuur.

7. herhaal de proef met water van 0 °C, 40 °C en 60 °C

N.B. zuig de vloeistof enkele malen op om de pipet op temperatuur te laten komen.

8. Vul de resultaten in de tabel in. Voor het gemak stellen we de viscositeit van water van 20 °C op 1.00. De viscositeit van water bij de andere temperaturen is evenredig met de uitlooptijd.

	water
	0 °C
	20 °C
	40 °C
	60 °C

	uitlooptijd
	
	
	
	

	relatieve viscositeit
	
	1.00
	
	


Verwerk de resultaten in een grafiek.

Alcohol

Zo kunnen we natuurlijk ook de viscositeit van andere vloeistoffen bepalen. Wat valt er te verwachten van bv. alcohol? Het molecuul is ongeveer 3 keer zo groot als dat van water (molecuulgewicht 45) maar het is minder polair. De onderlinge aantrekking zal daarom kleiner zijn dan bij watermoleculen. We kunnen dus op grond van de grootte van het molecuul een grotere viscositeit verwachten, maar op grond van de polariteit een kleinere. Welke van deze invloeden het sterkst is kun je nagaan in de volgende proef.

6.2 Proef: viscositeit van alcohol bij verschillende temperaturen

De uitvoering is dezelfde als bij proef 4.1. Meet alleen bij 0 °C, 20 °C en 40 °C. Bij 60 °C is de alcohol bijna aan de kook. De gebruikte alcohol is niet zuiver: ca. 85%.

	alcohol
	0 °C
	20 °C
	40 °C

	uitlooptijd
	
	
	

	relatieve viscositeit
	
	
	


Olie

Wat valt er te verwachten van de viscositeit van olie? We nemen als voorbeeld een slaolie. De moleculen zijn ongeveer 50 keer zo groot als die van water (molecuulgewicht ca. 850), maar ze zijn nauwelijks polair.

6.3 Proef: viscositeit van olie bij verschillende temperaturen

De uitvoering is gelijk aan die bij proef 3.1. Je hoeft de uitlooptijd bij elke temperatuur geen drie keer te meten: het duurt lang genoeg om in een keer een nauwkeurige meting te krijgen.

	olie
	0 °C
	20 °C
	40 °C
	60 °C

	uitlooptijd
	
	
	
	

	relatieve viscositeit
	
	
	
	


Verwerk de resultaten in een grafiek.

N.B. Pipet na afloop schoonmaken door enkele malen wasbenzine op te zuigen. Daarna spoelen met aceton, tenslotte met water.

Suiker in water

Suikermoleculen (sacharose) zijn ongeveer 20 maal groter dan watermoleculen. Bovendien zijn ze polair. Ze omringen zich met een watermantel die ze moeten meeslepen en daardoor gedragen ze zich als nog veel grotere deeltjes. Water met suiker is daarom al gauw stroperig.

6.4 Proef: viscositeit van suikeroplossingen van verschillende concentraties.

Voor de uitvoering gebruiken we een andere methode, waarbij de uitlooptijd wat groter is. Dat maakt de meting wat nauwkeuriger.

We gebruiken een buret, voorzien van een pasteurpipet. Het dunne buisje van de pasteurpipet zorgt voor een tragere uitloop. Zet bij de knik onderaan de buret met een viltstift een merkstreepje.

1. Lat de buret leeglopen.

2. Vul de buret tot een hoogte van ca. 40 ml en spoel door.

3. Vul nu de buret met de te meten vloeistof tot iets boven 40 ml. 

4. Laat daarna zoveel vloeistof weglopen tot het vloeistofniveau precies op 40 staat.

5. Zet het kraantje open en druk de stopwatch in.

6. Laat leeglopen tot de merkstreep wordt bereikt en druk de stopwatch weer in.

7. Herhaal de meting nog 2 keer.

8. Gebruik voor de uitlooptijd het gemiddelde van de drie metingen.

9. Herhaal punt 2-8 voor elke te meten vloeistof.

	suiker
	0 %
	5%
	10%
	20%
	30%
	40%
	50%

	uitlooptijd 1
	
	
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 2
	
	
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 3
	
	
	
	
	
	
	

	gem. tijd
	
	
	
	
	
	
	

	relatieve viscositeit
	1.00
	
	
	
	
	
	


Verwerk de resultaten in een grafiek.

Verdikkingsmiddelen

Onder verdikkingsmiddelen worden stoffen verstaan die de viscositeit van water aanzienlijk verhogen, maar de vloeistof nog wel laten stromen. In de keuken en de bakkerij wordt daarvoor vaak zetmeel gebruikt, maar er zijn nog vele andere stoffen die vaak specifieke toepassingen hebben. 

Zoals bekend is zetmeel een polymeer van glucose. De moleculen van zetmeel zijn even polair als die van glucose. Ze slepen dus ook een watermantel met zich mee en ze “binden”dus evenveel water als dezelfde hoeveelheid suikermoleculen, maar ze zijn 

· duizenden malen groter en

· ketenvormig (amylose) of vertakt (amylopectine)

Die verschillen bepalen dus de eigenschappen van een glucoseoplossing enerzijds en zetmeel anderzijds. Amylosemoleculen zijn ketenvormig. Ze vormen lange slierten in het water (denk aan spaghetti in een pan met water). Die slierten zitten elkaar in de weg als de vloeistof stroomt. Dat leidt tot een grotere viscositeit. Amylopektinemoleculen zijn vertakt, je kunt ze beschouwen als een aantal met elkaar verbonden amylosemoleculen, die daardoor de structuur van een takkenbos krijgen. 

De grootte van de zetmeelmoleculen heeft nog een ander gevolg: de moleculen zijn zo groot dat ze niet echt meer oplossen, ze zijn niet vrij beweeglijk meer zoals suikermoleculen dat wel zijn. We spreken dan van een colloïdale oplossing of een colloïd. Omdat ze een watermantel om zich heen vormen heten ze ook hydrocolloïden.

6.5 Proef: viscositeit van amylopektine-oplossingen van verschillende concentraties.

De uitvoering is dezelfde als bij proef 4.4. Zorg dat de temperatuur steeds 20 °C is.

	amylopectine
	0 %
	1 %
	2 %
	3 %
	4 %

	uitlooptijd 1
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 2
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 3
	
	
	
	
	

	gem. tijd
	
	
	
	
	

	relatieve viscositeit
	1.00
	
	
	
	


Verwerk de resultaten in een grafiek.

6.6 Proef: viscositeit van amylose-oplossingen van verschillende concentraties.

De uitvoering is dezelfde als bij proef 4.4. Zorg dat de temperatuur steeds 20 °C is.

	amylose
	0 %
	1 %
	2 %
	3 %
	4 %

	uitlooptijd 1
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 2
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 3
	
	
	
	
	

	gem. tijd
	
	
	
	
	

	relatieve viscositeit
	1.00
	
	
	
	


Verwerk de resultaten in een grafiek.

6.7 Proef: viscositeit van zetmeel-oplossingen van verschillende concentraties.

De uitvoering is dezelfde als bij proef 4.4. Zorg dat de temperatuur steeds 20 °C is.

	zetmeel
	0 %
	1 %
	2 %
	3 %
	4 %

	uitlooptijd 1
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 2
	
	
	
	
	

	uitlooptijd 3
	
	
	
	
	

	gem. tijd
	
	
	
	
	

	relatieve viscositeit
	1.00
	
	
	
	


Verwerk de resultaten in een grafiek.

Vraag: Verklaar de verschillen tussen de grafieken van suiker, amylopectine, amylose en zetmeel.

Enzymen

Enzymen zijn eiwitachtige stoffen die de snelheid van een chemische reactie verhogen. Een enzym doet dat door zich te binden met het substraat (de om te zetten stof) tot een enzym-substraat-complex, waarna het substraat uiteenvalt in de producten. De producten laten los van het enzym en dan is het enzymmolecuul beschikbaar om opnieuw een substraatmolecuul te binden. 

Een enzym maakt een chemische reactie niet mogelijk, alleen gemakkelijker. Een reactie die zonder een enzym niet kan verlopen, doet dat met een enzym ook niet. Het enige dat een enzym kan doen is een reactie vergemakkelijken.

Wanneer kan een chemische reactie verlopen? Dat kan alleen maar als het energieniveau van de stoffen vóór de reactie hoger is dan het energieniveau van de stoffen na de reactie. We nemen als voorbeeld de afbraak van sacharose tot glucose en fructose (invertsuiker). 
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In een saccharosemolecuul zit meer energie opgeslagen dan in een glucose + fructosemolecuul. Dat komt omdat in een saccharosemolecuul meer onderlinge chemische bindingen zitten dan in twee losse monosaccharidemoleculen. Sacharose heeft een hoger energieniveau dan glucose + fructose. 

In de natuur streeft alles naar een zo laag mogelijk energieniveau: water stroomt naar beneden, warmte stroomt van een hete naar een koude plaats, de appel valt van de boom, etc. Dat is de zgn. Tweede Hoofdwet van de Thermodynamica. 

Dus valt sacharose spontaan uiteen in glucose + fructose? Blijkbaar niet, want een suikerklontje is morgen nog gewoon een suikerklontje en geen plasje invertsuiker. Om uiteen te kunnen vallen moet er eerst een watermolecuul met voldoende snelheid tegen het saccharosemolecuul botsen. 
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Als we dus de temperatuur verhogen moet het lukken. Inderdaad, kook je suikerwater maar lang genoeg dan blijkt er na verloop van tijd invertsuiker te zijn ontstaan. Toch gaat het nog steeds langzaam. We kunnen het proces versnellen met een katalysator: H + -ionen vervormen het saccharosemolecuul zodanig dat een veel kleinere kracht nodig is om de binding te verbreken. Als je sacharose kookt met zuur is binnen een kwartier alle sacharose omgezet in invertsuiker. Tenslotte kun je ook nog gebruik maken van een enzym: een enzym houdt het saccharosemolecuul zo vast dat het makkelijk door een watermolecuul kan worden aangetast. Het komt erop neer dat een enzym in staat is de activeringsenergie te verlagen. 
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Voor een katalysator, zoals een enzym, geldt dus:

· de katalysator vergemakkelijkt de chemische reactie

· hoe hoger de temperatuur, hoe sneller de reactie verloopt

Maar bij enzymen  moeten we ook rekening houden met een andere eigenschap. Een enzym is een katalysator, maar ook even eiwit, en eiwitten zijn nogal gevoelig voor hoge temperaturen. Bij temperaturen van 60 ºC en hoger beginnen eiwitmoleculen hun normale vorm te verliezen. Dat betekent dat enzymmoleculen minder goed functioneren en voor de meeste geldt dat bij ca 80 ºC de struktuur zo ernstig verstoord is dat ze voor altijd onbruikbaar zijn geworden. Het eiwit is dan gedenatureerd.
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Bij lage temperatuur is de reaktiesnelheid laag. Loopt de temperatuur op, dan wordt de reaktiesnelheid steeds hoger (2-3 maal zo snel bij 10 ºC temperatuurverhoging). Maar bij  verdere verhoging begint het enzymmolecuul schade te ondervinden en uiteindelijk wordt het gedenatureerd. Dat leidt dus tot bovenstaande optimum-curve. Voor elk enzym is deze optimum-temperatuur anders. Gebruikelijke waarden: 30-65 ºC.

Er is nog een andere eigenschap van eiwitten waar we rekening mee moeten houden bij enzymen. De ruimtelijke struktuur wordt ook beïnvloed door de pH. En die ruimtelijke struktuur is van belang, want die bepaalt de vorm van de aktieve plaats: de plaats waar het substraat vóór de reaktie aan het enzym wordt gebonden.
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Als het substraat niet past in de aktieve plaats, wordt het enzym-substraat-complex moeilijk of niet gevormd en dan is het enzym slecht of helemaal niet werkzaam. De pH beïnvloedt de ruimtelijke struktuur van een eiwit en dus ook van een enzym. Ook voor de pH is er dus een optimum en ook die is voor elk enzym anders. Gebruikelijke waarden: pH 4-7.

Veel enzymen bestaan niet uitsluitend uit eiwit (het apo-enzym) maar ook nog een niet-eiwit deel (co-enzym). De haem-groep in hemoglobine en myoglobine en sommige B-vitaminen zijn daar voorbeelden van. Veel enzymen zijn ook in het bezit van een metaal-atoom (Mg, Zn, Fe). Zo’n enzym kan dan alleen werken als het juiste metaal aanwezig is. Vaak worden dit co-faktoren genoemd. Wanneer de verkeerde metaal-atomen aanwezig zijn , kunnen die soms op de plaats van het vereiste metaal gaan zitten. Dat leidt er gewoonlijk toe dat het enzym slecht of niet meer werkzaam is (Cu, Pb, Cd). Dat noemt men enzym-vergiftiging.

Er is nog een andere vorm van enzym-vergiftiging: soms past ook een andere molecuul dan het bedoelde substraatmolecuul op de aktieve plaats en dit wordt niet omgezet. Zo worden dus enzymmoleculen bezet gehouden en die zijn niet meer beschikbaar voor de bedoelde omzetting. Dat doet zich bv. voor bij koolmonoxide: dat bindt net als zuurstof aan hemoglobine, maar gaat er niet goed meer af. Hemoglobine kan dan geen zuurstof meer vervoeren.

Hierboven is alleen gesproken over afbrekende enzymen bv. saccharose + water --> glucose + fructose. Maar het zal duidelijk zijn dat in planten en dieren ook opbouwende enzymen moeten bestaan. Hoe kan de suikerbiet anders saccharose vormen?

Toch geldt voor deze enzymen hetzelfde als voor alle andere: een reaktie verloopt alleen maar als de substraten een hoger energieniveau hebben dan het eindprodukt. In levende cellen is dit geen probleem: aan glucose en aan fructose wordt een fosfaat-groep gebonden met behulp van  ATP. Daardoor krijgt glucose-fosfaat en fructose-fosfaat een hoger energieniveau dan saccharose en dus kan saccharose hieruit met een geschikt enzym gevormd worden. 

Het is dan ook duidelijk waarom in de industrie alleen afbrekende enzymen worden toegepast. Voor opbouwende enzymen is ATP nodig en dat wordt alleen in levende cellen gevormd. Voor het opbouwen van stoffen kun je dus beter complete levende organismen gebruiken, die zijn daar beter voor toegerust.

6.8 Proef: Katalase
6.8.1 Inleiding

Katalase is een enzym dat de ontleding van waterstofperoxide in water en zuurstof katalyseert. Het komt voor in alle cellen die aerobe ademhaling vertonen, dus in bijna alle plantantaardig en dierlijk materiaal.

  2H2O2 (aq)  => 2H2O(l) + O2(g)

De biologische functie van het katalase is het 'onschadelijk' maken van waterstofperoxide, dat bij de aerobe stofwisseling wordt gevormd. Dit waterstofperoxide is giftig voor de cel. 

6.8.2 Doelen

1. Aantonen dat katalase in sommige voedingsmiddelen voorkomt.

2. Aantonen dat katalase een enzym is.

6.8.3 Methode

De zuurstof die vrijkomt als waterstofperoxide wordt ontleed kunnen we aantonen met een gloeiende houtspaander: die vlamt op in aanwezigheid van zuurstof.

6.8.4  Benodigheden

· stukje verse lever, droge gist, stukje houtskool, 10% H2O2-oplossing 

6.8.5 Werkwijze

1. Nummer 3 reageerbuizen.

2. Doe in elke buis ongeveer 5 ml waterstofperoxide (ca. 2 cm hoogte)

3. Voeg aan buis 1 een klein stukje verse lever toe, aan buis 2 wat droge gist, aan buis 3 een stukje houtskool.

4. Kijk wat er gebeurt als je een gloeiend saté-stokje vlak boven het vloeistofoppervlak houdt.

Vraag:

· Kun je concluderen dat lever, gist en houtskool een enzym bevatten?

· Probeer een proef te ontwerpen om uit te maken in welke gevallen je inderdaad met een enzym te maken hebt.

6.9 Proef: Amylase en optimumtemperatuur

6.9.1 Doel

Bepaling van de optimumtemperatuur van een enzym.

6.9.2 Methode

Zetmeeloplossing met amylase wordt op een constante temperatuur gehouden. Met I-KI wordt gekeken hoe lang er zetmeel aangetoond kan worden.

6.9.3 Benodigdheden

- amylase-oplossing, -waterbaden 5, 20, 35, 50, 75 en 90°C, - reageerbuizen, - pasteurpipetten, - druppelplaat, - I-KI oplossing, -thermometer

6.9.4 Werkwijze

1. Verzamel 5 ml speeksel in een klein bekerglaasje en vermeng met 5 ml water. Je kunt ook gebruik maken bacteriële amylase of een amylase-extract uit mout maken.

2. Merk 6 reageerbuizen: 5, 20, 35, 50, 75 en 90. Breng in elke buis 5 ml zetmeel-oplossing. Zet de buizen in een waterbad van de bijbehorende temperatuur

3. Merk nog 6 reageerbuizen: 5, 20, 35, 50, 75 en 90. Breng in elke reageerbuis 1 ml amylase-oplossing. Zet de buizen in een waterbad van de bijbehorende temperatuur.

4. Leg een druppelplaat klaar met in elke holte een druppel I-KI.

5. Controleer of de inhoud van de buizen op temperatuur gekomen is. 

6. Voeg de zetmeeloplossingen en de amylase-oplossingen bij elkaar en meng. Tijdstip 0.

7.  Test elke minuut de inhoud van elke buis op zetmeel door met een pasteurpipet een druppel op de druppelplaat te leggen. Noteer de waargenomen verkleuring in de tabel.

	Tijd
	Temperatuur

	(min)
	5°C
	20°C
	35°C
	50°C
	75°C
	90°C

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	
	

	11
	
	
	
	
	
	

	12
	
	
	
	
	
	

	13
	
	
	
	
	
	

	14
	
	
	
	
	
	

	15
	
	
	
	
	
	


8. Verwerk de meetresultaten in een grafiek.

6.10 Proef: Peroxydase: inactiveren van een enzym.

Peroxidase komt voor in allerlei groenten en wordt pas geïnactiveerd bij vrij hoge temperatuur. Het wordt daarom gebruikt als indicator-enzym ter controle van het blancheerproces. De aanwezigheid van nog actieve enzymen in groenten die worden gedroogd of ingevroren is ongewenst, omdat daardoor tijdens bewaring ongewenste veranderingen kunnen optreden (afbraak van vitamine C, oxidatie van vetten, verkleuring).

6.10.1 Doel

Bepaling van de temperatuur en tijd waarbij een enzym geinactiveerd wordt.

6.10.2 Methode

Stukjes bloemkool worden gedurende verschillende tijden verhit tot verschillende temperaturen. Met guaiacol en H2O2 wordt getest of peroxidase nog aktief is.

6.10.3 Benodigdheden

- bloemkool, - bekerglas, - guaiacol- H2O2 oplossing, -thermometer

6.10.4 Werkwijze A

1. Snijd 8 bloemkoolroosjes van ca 3 gram.

2. Verhit in een bekerglas water tot 80°C. Zorg dat het water op temperatuur blijft.

3. Dompel de stukjes bloemkool in het water gedurende 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 en 20 minuten.

4. Dompel elk stukje gedurende 1 minuut in de guaiacol-oplossing en noteer de waargenomen verkleuring.

5. Ga na bij welke temperatuur-tijd combinatie het enzym geinactiveerd is.

6.10.5 Werkwijze B

1. Snijd 13 bloemkoolroosjes van ca 3 gram.

2. Verhit in een bekerglas water tot 100°C. Zorg dat het water op temperatuur blijft.

3. Dompel de stukjes bloemkool in het water gedurende 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75  en 90 seconden.

4. Dompel elk stukje gedurende 1 minuut in de guaiacol-oplossing en noteer de waargenomen verkleuring.

5. Ga na bij welke temperatuur-tijd combinatie het enzym geinactiveerd is.

6.11 Proef: Kaas maken

Het maken van kaas is een klassiek voorbeeld van het gebruik van een enzym bij de bereiding van een voedingsmiddel. Het enzym chymosine (stremsel) breekt een deel van de caseïne aan het oppervlak van de vetbolletjes in de melk af. De overblijvende caseïne reageert met Ca-ionen waardoor een samenhangend netwerk wordt gevormd. Daardoor stremt de melk tot een gel. Door te snijden en door temperatuurverhoging trekt het gel steeds meer samen (synerese) en komt een scheiding tot stand tussen wrongel en wei.

6.11.1 Benodigdheden

2,5 liter volle melk, 50 ml karnemelk (zuursel), stremsel, pan, bolzeef, kaasdoek, evt. kruiden.

6.11.2 Werkwijze

1. Verwarm 2,5 l melk tot 29 ºC
2. Voeg 50 ml karnemelk toe en 20 druppels leb-stremsel of 50 mg stremselpoeder en roer goed door.

3. Laat de melk 25 minuten staan.

4. Snijd de gestremde melk met een mes gedurende 15 minuten rustig door. Snijd voorzichtig zodat de brokjes wrongel niet te veel worden beschadigd. De wei begint zich nu af te scheiden.

5. Druk een bolzeef in de massa en verwijder 800 ml wei. Meet de hoeveelheid af.

6. Voeg nu 800 ml water van 80 ºC toe.
7. Roer met een lepel de massa door gedurende 10 minuten.

8. Knijp de wrongel vervolgens met schone handen nog wat verder uit. Er moeten nu kleine, vrij stevige brokjes wrongel ontstaan die niet meer glimmen

9. Verwijder nogmaals wei met de bolzeef. 

10. Meng eventueel de kruiden door de wrongel.

11. Leg een kaasdoek in een bolzeef en giet de wrongel hier doorheen. 

12. Laat even uitlekken, haal de kaasdoek met de kaas bij de 4 punten uit de zeef en knijp voorzichtig een beetje uit. 

13. Vouw de kaas in de kaasdoek en druk het geheel in een plastic beker met gaatjes.

14. Haal het geheel uit de beker, keer de kaas om, vouw de kaasdoek er weer netjes om heen en druk voorzichtig op de bodem van de beker.

15. Plaats daarop een andere beker en vul die met water. Door de druk wordt nu nog meer wei uitgeperst. Laat minstens 20 minuten staan. Druk af en toe nog wat extra op de beker om nog meer wei uit te persen.

16. Haal de kaas uit de kaasdoek en wrijf deze in met zout.

17. Leg de kaas op een bord op een koele maar niet te koude plaats. Dek luchtig af met een stukje plastic folie. Keer elke dag om en giet het vocht dat nog vrijkomt af.

18. Na 3 dagen nogmaals insmeren met wat zout.

19. Na 7-10 dagen kun je de kaas verder in de koelkast bewaren. Of opeten. 

6.11.3 Opmerkingen

De kaas is niet voorzien van een afdeklaag en droogt daarom nogal makkelijk uit. Dus niet te lang bewaren. Je kunt de kaas ook insmeren met wat olie tegen het uitdrogen.

Het gebruikte zuursel en de korte bewaarperiode leiden ertoe dat de kaas niet veel smaak heeft.

Gist.

Broodgist, biergist en wijngist zijn alle in staat suikers om te zetten in kooldioxide en alcohol. Deze gisten doen dat alleen onder anaerobe omstandigheden. Als er wel zuurstof aanwezig is, wordt suiker gewoon verbrandt tot kooldioxide en water. 

Alle gisten zijn in staat bepaalde suikers om te zetten, maar dat wil niet zeggen dat elke suiker door gist kan worden omgezet. Zo zijn gisten nooit in staat om polysacchariden (zetmeel, cellulose) om te zetten. Dat komt omdat gisten alleen monosacchariden in hun cellen kunnen opnemen (net als wij trouwens). Als een gist dus bv. gebruik wil maken van een disaccharide, zoals sacharose, moet de gist eerst buiten de cel deze suiker afbreken en daarna de ontstane monosacchariden opnemen. De bovengenoemde gisten kunnen alleen maar gebruik maken van sacharose omdat ze in staat zijn invertase ( = sacharose) uit te scheiden en dan de ontstane producten (glucose en fructose) op te nemen in de cel. Beide monosacchariden kunnen dan gebruikt worden voor de dissimilatie.

Daarnaast verschillen gisten in andere eigenschappen: verschillende optimumtemperatuur, gevoeligheid voor pH, alcoholgehalte, zouttolerantie etc.

In de volgende proeven gaan we bekijken welke suikers door gist gebruikt kunnen worden en hoe gevoelig gisten zijn voor temperatuur, pH en zoutgehalte. Bedenk dat gisten van verschillende herkomst heel verschillende eigenschappen kunnen hebben!
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Opmerking 1: De activiteit van de gist wordt bepaald aan de hand van de hoeveelheid geproduceerde CO2 in een klein reageerbuisje (Durham-buisje), dat omgekeerd in een normale reageerbuis is geplaatst. Na mengen van de bestanddelen laat je het Durham-buisje zo goed mogelijk vollopen door te kantelen. Als je niet alle lucht uit het Durham-buisje hebt kunnen verwijderen, zet dan een streepje bij het aanvangsniveau. De troebele gistsuspensie maakt het soms moeilijk te zien hoeveel gas er in het buisje is opgevangen. Wanneer je er een microscooplampje achter houdt is het goed te zien.

Opmerking 2: In de volgende proeven wordt steeds uitgegaan van 15 min meettijd. Soms zul je langer moeten wachten voordat er een behoorlijke hoeveelheid CO2 is gevormd, soms gaat het sneller. Als het Durham-buisje in de snelste van de serie ruim half vol is, ga je alle buisjes meten. Niet schudden want dan komt er nog een heleboel opgelost CO2 extra in het Durham-buisje.

Opmerking 3: Zet de reageerbuizen zo goed mogelijk rechtop, anders wordt niet alle gas opgevangen.

Opmerking 4: Je kunt gebruik maken van broodgist of van biergist.

6.12 Proef: Vergistbare suikers

6.12.1 Doel

Bepalen welke suikers vergistbaar zijn.

6.12.2 Methode

We voegen aan verschillende suikers gist toe. Door te kijken of er kooldioxide wordt gevormd bepalen we of de suiker vergistbaar is.

6.12.3 Benodigdheden

Reageerbuizen, Durham-buisjes, suikers (10% oplossing), gistsuspensie, waterbad 25 ºC.

6.12.4 Uitvoering

1. Doe 7 ml suikeroplossing in een reageerbuis. Noteer welke suiker is gebruikt.

2. Voeg 7 ml gistsuspensie toe en schud.

3. Doe het Durham-buisje in de reageerbuis en laat vollopen door te kantelen. Noteer de hoogte van het vloeistofniveau als het Durham-buisje niet vol is.

4. Plaats in het waterbad en noteer de tijd.

5. Meet na 15 min hoeveel kooldioxide is opgevangen in het Durham-buisje.

6. Voer punt 1-5 uit met glucose, fructose, galactose, sacharose, lactose, maltose of nog andere suikers. 

6.12.5 Uitwerking

Maak een tabel waarin vermeld wordt welke suikers vergistbaar zijn. Vergeet niet te vermelden welke gistsoort u gebruikt hebt.

6.12.6 Vragen

1. Als de suikers vergist worden, is er dan verschil in de snelheid waarmee deze vergist worden?

2. Produceert de gist sacharase? Lactase? Maltase?

6.13 Proef: Gevoeligheid van gist voor temperatuur

6.13.1 Doel

Bepalen van de optimumtemperatuur van de gist.

6.13.2 Methode

We bepalen de hoeveelheid kooldioxide die wordt gevormd door vergisting bij een bepaalde temperatuur.

6.13.3 Benodigdheden

Reageerbuizen, Durham-buisjes, glucose (10% oplossing), gistsuspensie, waterbaden (0 º, 10(, 20(, 30(, 40(, 50 ºC).

6.13.4 Uitvoering

1. Doe in 6 reageerbuizen elk 7 ml glucoseoplossing.

2. Doe in 6 andere reageerbuizen 7 ml gistsuspensie.

3. Zet in elk waterbad 1 reageerbuis met glucoseoplossing en 1 met gistsuspensie en wacht 5 minuten om op temperatuur te laten komen.

4. Voeg de gistsuspensie toe aan de buis met glucoseoplossing.

5. Doe een Durham-buisje in elke reageerbuis en laat vollopen door te kantelen. Noteer evt. de hoogte van het vloeistofniveau.

6. Plaats terug in het waterbad en noteer de tijd.

7. Meet na 15 min met een maatlatje hoeveel kooldioxide is opgevangen in het Durham-buisje.

6.13.5 Uitwerking

Maak een grafiek waarin getoond wordt hoeveel kooldioxide wordt gevormd bij elke temperatuur. Vergeet niet te vermelden welke gistsoort u gebruikt hebt.

6.14 Proef: Gevoeligheid van gist voor pH

6.14.1 Doel

Bepalen van de optimum-pH van de gist.

6.14.2 Methode

Door aan een mengsel van gist en suiker een buffer toe te voegen bepalen we bij welke pH de meeste kooldioxide wordt gevormd.

6.14.3 Benodigdheden

Reageerbuizen, Durham-buisjes, glucose (20% oplossing), gistsuspensie, buffers (pH 2, 3, 4, 5, 6, 7), waterbad 25 ºC.

6.14.4 Uitvoering

20. Doe in 6 reageerbuizen elk 3,5 ml glucoseoplossing.

21. Voeg aan elk 3,5 ml een van de buffers (pH 2, 3, 4, 5, 6, 7) toe.

22. Voeg 7 ml gistsuspensie toe en schud.

23. Controleer de pH met de pH-meter. Noteer de gemeten waarden.

24. Doe het Durham-buisje in de reageerbuis en laat vollopen door te kantelen. Noteer evt. de hoogte van het vloeistofniveau.

25. Plaats in het waterbad en noteer de tijd.

26. Meet met een maatlatje na 15 hoeveel kooldioxide is opgevangen in het Durham-buisje.

6.14.5 Uitwerking

Maak een grafiek waarin getoond wordt hoeveel kooldioxide wordt gevormd bij elke pH. Vergeet niet te vermelden welke gistsoort u gebruikt hebt.

6.14.6 Vragen

Wat zal er de oorzaak van zijn dat het vergistingsproces bij hoge zoutconcentraties minder snel verloopt?

6.15 Proef: Gevoeligheid van gist voor zout

6.15.1 Doel

Bepalen van de gevoeligheid van broodgist voor zout.

6.15.2 Methode

Door aan een mengsel van broodgist en suiker verschillende hoeveelheden zout toe te voegen bepalen hoeveel kooldioxide bij elke concentratie wordt gevormd.

6.15.3 Benodigdheden

Reageerbuizen, Durham-buisjes, glucose (20% oplossing), gistsuspensie, keukenzoutoplossingen (0%, 4%, 8%, 12%, 16%, 24%, 32%), waterbad 25 ºC.

6.15.4 Uitvoering

1. Er is alleen een 32% keukenzoutoplossing beschikbaar. Je moet hieruit eerst de andere verdunningen maken.

2. Doe in 7 reageerbuizen elk 3,5 ml glucoseoplossing.

3. Voeg aan elke buis 3,5 ml van één van de zoutoplossingen toe.

4. Voeg 7 ml gistsuspensie toe en schud.

5. Doe het Durham-buisje in de reageerbuis en laat vollopen door te kantelen. Noteer evt. het beginniveau.

6. Plaats in het waterbad en noteer de tijd.

7. Bekijk na 15 min hoeveel kooldioxide is opgevangen in het Durham-buisje.

6.15.5 Uitwerking

Maak een grafiek waarin getoond wordt hoeveel kooldioxide wordt gevormd bij elke zoutoplossing. Vergeet niet te vermelden welke gist gebruikt is. Bedenk dat de zoutoplossingen nu 4x verdund zijn!

De halfwaardetijd van bierschuim

Bierschuim ontstaat doordat eiwitten uit deze drank gaan schuimen onder invloed van ontsnappend koolstofdioxide. Het driedimensionale eiwitnetwerk is niet erg stevig. Door de zwaartekracht zakt het langzaam in elkaar. Variabelen die de levensduur van de schuimkraag bepalen zijn onder andere de temperatuur en de vettigheid van het glas. Proeven met bierschuim zijn gemakkelijk en relatief goedkoop klassikaal uit te voeren. De verwerking van de meetresultaten is een aardige toepassing van de wiskunde in de scheikundelessen. Maatschappelijke aspecten als drankmisbruik, accijns, en economie kunnen ter sprake worden gebracht.

6.15.6 Schuim

Schuim komt in diverse levensmiddelen voor. Naast geklopt eiwit, allerlei soorten koekjes en ijs, is bierschuim een van de meest bekende. De verschillende soorten schuim hebben met elkaar gemeen dat ze bestaan uit een vloeibare fase en een gasfase. Bij geklopt eiwit en ijs is de gasfase meestal lucht. Bij bierschuim bestaat het gas uit koolstofdioxide. De samenstelling van de vloeibare fase varieert al naargelang de soort schuim.

De wand van de gasbellen bestaat uit water met daarin opgelost diverse eiwitten en koolhydraten. Deze stoffen verlagen de oppervlaktespanning van het water en voorkomen daardoor dat het water de druppelvorm aanneemt.

In bierschuim komen dextrines (koolhydraten), hopbestanddelen en eiwitten voor. De hop geeft de karakteristieke smaak aan de schuimkraag.

De wanden van de gasbellen zijn niet overal even dik. Door capillaire werking en door de zwaartekracht worden de dikke gedeelten steeds dikker en knappen de dunnere delen uiteindelijk. Het schuim zakt in elkaar. Met hulpmiddelen is de stabiliteit van het schuim te verhogen. Daartoe worden onder andere schuimstabilisatoren gebruikt, zoals gemodificeerde alginaten en soms ook kobaltzouten (kobalt(II)chloride of -sulfaat).

De stabiliserende werking van kobalt op de schuimkraag van bier werd in 1957 in Kopenhagen ontdekt en door de Denen gepatenteerd. In het Canadese Montreal werd deze stabilisator wat te uitbundig toegevoegd aan het gerstenat. De vaste klanten van de cafés, met name de zware drinkers, kregen hartklachten. Enkele tientallen lieten het leven. Dat kobalt de enige oorzaak van de verhoogde sterfte is, kon gezien de drink- en voedingsgewoonten niet worden bewezen. Kleine hoeveelheden kobalt in het dagelijks voedsel zijn niet giftig, maar zelfs noodzakelijk. Dit metaal is onder andere een wezenlijk bestanddeel van vitamine B12. In het lichaam van een volwassene komt 1 - 2 gram kobalt voor.

6.15.7 Stabiliteit

De hoogte en de stabiliteit van de schuimkraag van bier hangt af van een groot aantal variabelen. De temperatuur is een van de belangrijkste, maar ook de vorm en de reinheid van het glas spelen een rol. Zelfs de uitschenksnelheid en de uitschenkhoogte bepalen het volume en de stabiliteit van de schuimkraag.

Wie een flesje bier voor het openen flink schudt, weet dat deze behandeling garant staat voor veel schuim. Door het schudden van de fles of het blikje wordt het koolstofdioxidegas dat zich bij rust boven de vloeistof bevindt in het bier geslagen. De kleine gasbellen verdelen zich over de vloeistof. Als de fles wordt geopend, fungeren deze belletjes als groeipunt voor grote bellen. Kleine luchtbellen onder in het glas zijn op eenzelfde manier het beginpunt van de gasbelletjes die in een glas bier voortduren opstijgen.

De stabiliteit van een schuimkraag kan uitgedrukt worden in de halfwaardetijd. De halfwaardetijd van bierschuim is het aantal 'Seconden dat verstrijkt voordat het volume van het schuim met de helft is verminderd. In een recht glas is dat de tijd die verstrijkt voordat de hoogte van de kraag tot de helft is ingezakt. Een halfwaardetijd van 110 seconden geldt bij deskundigen als heel goed. 
6.15.8 Stuk uit de kraag

De stabiliteit van de schuimkraag wordt ook bepaald door de reinheid van het glas. Wie tijdens het borreluur naast de pils ook vette worst of pinda's eet, ziet de kraag heel snel inzakken. De echte bierdrinker wil niet dat na elke consumptie het glas wordt omgespoeld, een steviger schuimkraag is de beloning.

De schuimkraag van een glas bier heeft volgens de overleveringen een suikerzieke het leven gered. Een arts die regelmatig een pilsje nam in het café op de hoek merkte op dat de pils van een van zijn vrienden steeds 'doodsloeg'. Na één slok zakte de schuimkraag van zijn maats' pils al in. De vriend bleek diabeet te zijn. Hij ademde aceton uit. Deze stof, die ook in nagellak voorkomt, deed de schuimkraag inzakken.

6.16 Proef: Bepaling halfwaardetijd

Met eenvoudige en goedkope middelen is de halfwaardetijd van bierschuim te bepalen. Dat gaat als volgt:

Benodigdheden: maatcilinder 100 ml, of 250 ml, of een ander niet te breed glas -een stopwatch -diverse soorten pils (liefst op eenzelfde temperatuur) -een meetlatje –thermometer

Uitvoering:

Maak tabellen in je practicumschrift met de volgende indeling:

	Merk bier:
	

	temperatuur:
	

	

	tijd 
	hoogte

	(sec)
	(mm)

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	


Schenk bier met een dun straaltje in een maatcilinder van 100 ml zodat je veel schuim en weinig bier krijgt.

Wacht tot de grootste bellen zijn geknapt en druk dan de stopwatch in.

Meet met een meetlat elke 10 seconden de hoogte van de schuimkraag.

Neem de hoogte gedurende ongeveer 5 minuten op.

Herhaal het experiment met hetzelfde merk bier, liefst uit hetzelfde flesje.

Herhaal de proef met hetzelfde bier op een andere temperatuur.

6.16.1 Uitwerking

Het tempo waarin de schuimkolom daalt, is volgens de traditionele theorie een exponentiële functie. Dat wil zeggen dat er elke seconde eenzelfde percentage van de hoogte afgaat: de afname van de hoogte/sec is evenredig met de hoogte zelf. Beginnen we bv. met 10 cm en is daarvan na 10 sec nog 5 cm over, dan zal er na 20 sec nog 2.5 cm over zijn en na 30 sec nog 1.25 cm etc. Wiskundig uitgedrukt betekent dit, dat de natuurlijke logaritme van de hoogte (ln x) evenredig met de tijd afneemt. Nog anders gezegd: de grafiek van ln x tegen de tijd is een rechte lijn. Uit de helling van de lijn is de halfwaardetijd te berekenen. 

In onderstaand rekenblad kun je in de gele vlakken je waarnemingen invoeren. De halfwaardetijd (T ½) wordt automatisch berekend aan de hand van twee opeenvolgende waarnemingen. Bovendien wordt de gemiddelde halfwaardetijd berekend over alle voorgaande metingen. In de grafiek verschijnt ln x tegen de tijd en de rechte lijn die het best past bij je waarnemingen. 

N.B. Het rekenblad hieronder is een Excel-document. Het werkt pas als je eerst dubbelklikt ergens in de tabel! Alleen getallen invullen in de gele vlakken.
Hoe dichter de (paarse) punten bij de lijn liggen, des te beter passen je waarnemingen bij de theorie dat bierschuim inzakt volgens een exponentiële functie. Het getal R2 is daar een maat voor. Als R2 = 1 is de overeenkomst ideaal.

Er is echter nog een alternatieve theorie: die zegt dat bierschuim inzakt met een vaste waarde per seconde. Beginnen we bv. met 10 cm en is daarvan na 10 sec nog 8 cm over, dan zal er na 20 sec nog 6 cm over zijn en na 30 sec nog 4 cm etc. Wiskundig uitgedrukt betekent dit, dat de hoogte (x) evenredig met de tijd afneemt. Nog anders gezegd: de grafiek van x tegen de tijd is een rechte lijn. Uit de helling van de lijn is de halfwaardetijd te berekenen. Ook die lijn is in de grafiek weergegeven (zwart). Als het getal R2 dat hier bij staat dichter bij 1 ligt dan het vorige, moet je concluderen dat de alternatieve theorie beter past bij de waarnemingen.

Bekijk de punten kritisch. Je moet zelf bepalen door welke punten je de beste rechte kunt trekken. Denk eraan dat de eerste en de laatste meetpunten niet de beste zijn. Je moet dan wel het Excel-werkblad aanpassen. 

.

6.16.2 Berekeningen:

Het inzakken van de schuimkraag volgt globaal een eerste orde kinetiek. Als we de hoogte van de schuimkraag op x stellen is de halfwaardetijd met een differentiaalvergelijking te bepalen. Er geldt:

 -dx/dt = Kx (de afname van de hoogte is evenredig met de hoogte)

dx = de verandering van de hoogte van de schuimkraag (afname), dt = de verandering van de tijd

K = constante

x = hoogte schuimkraag

Herschikking levert -dx/x = K.dt.  Integratie geeft: -ln x = K.t + C

met x = x' (bij start op t = 0) en x = 1/2 x' op t = tl/2 levert dat voor x = 1/2 x': tl/2 = -ln2 /K = -0,693/K

 K is de richtingscoëfficiënt van de rechte uit de grafiek die ontstaat als ln x uitgezet wordt tegen t. (de constante C valt weg bij de berekeningen).

 
6.16.3 Resultaten:

Tijdens het practicum biochemie hebben enkele tientallen vierdejaars studenten scheikunde deze proef uitgevoerd. De gevonden halfwaardetijden variëren van 87 (Heineken, Benedict) tot 198 seconden (Hoegaarden, Grolsch). De meeste waarden lagen tussen de 115 en 140 seconden (Bavaria, Kastaar, Oranjeboom).

De duplo's komen vrij goed overeen. De indruk bestaat dat de halfwaardetijd licht toeneemt naarmate de proef vaker wordt uitgevoerd.

Enkele malen is de stijging van het vloeistofniveau in de maatcilinder gemeten. Deze meerwaarden geven alleen voor de eerste 30 seconden een eerste orde kinetiek te zien. De intervals moeten uiteraard korter worden genomen.

 
6.16.4 Conclusie:

De bepaling van de halfwaardetijd van bierschuim is klassikaal goed uit te voeren. Het is een aantrekkelijke proef. De structuur van de schuimkraag biedt mogelijkheden theorie over eiwitten te behandelen. Naast de bierbereiding en de biotechnologie kan ook de alcoholproblematiek ter sprake worden gebracht (u kunt meten aan alcoholvrij bier).

De duplo's van de metingen komen redelijk overeen. De leerlingen moeten zelf besluiten nemen over de beste meetpunten. Ze moeten zelf besluiten wanneer ze hun meting beginnen en beëindigen. De wiskundige verwerking kan in de lagere klassen problemen opleveren. De docent(e) kan dan een intoetsaanwijzing voor de rekenmachine geven. De bierschuimproef kan een begin zijn van een vergelijkend warenonderzoek. De leerling maakt kennis met het grote aantal variabelen dat een rol speelt. Hij/zij ziet dat het trekken van conclusies uit de (klassikale) metingen zeer voorzichtig moet gebeuren. In een vervolgonderzoek kan het temperatuureffect op de stabiliteit van de schuimkraag worden bepaald.

 
Literatuur:
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