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STANOVENI OBSAHU NEUTRALNE DETEBGENTNi VL,AKNINY
(NDF) A NEUTRALNE DETERGENTNI VLAKNINY PO UPRAVE
VZORKU AMYLAZOU (aNDF)

1 Rozsah a ucel

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu neutrdln¢ detergentni vlakniny
a neutralné detergentni vlakniny po upravé vzorku amylazou v krmivech.

Jsou uvedeny dva zplsoby stanoveni — pro manudlni provedeni a pro instrumentalni
provedeni pomoci automatického hydrolyza¢niho zatizeni.

2  Princip

Postup pro stanoveni neutralné detergentni vlakniny (NDF) je vhodny piedevsim pro objemna
krmiva, u kterych se nevyskytuje Skrobnata slozka. Neutralné detergentni vlaknina se v tomto
ptipadé stanovi jako zbytek buné¢nych stén rostlinnych pletiv (celuldza, hemiceluloza a lignin)
vazkove po hydrolyze vzorku v prostiedi neutralniho roztoku laurylsulfatu sodného.

Pro ostatni krmiva se pouziva modifikovany postup s apravou vzorku alfa-amyldzou. Plisobenim
neutralné detergentniho ¢inidla spole¢né s alfa-amylazou dojde u krmiv k odstranéni snadno
rozpustnych proteini, tukd, cukrt, Skrobti a pektini a jako obsah aNDF se stanovi zbytek
bunécnych stén rostlinnych pletiv (celuldza, hemiceluldza a lignin) a nerozpustné dusikaté latky
z zivo¢iSnych komponent.

3  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak

Chelaton III (sodna siil kyseliny etylediaminotetraoctové), C1oH14N20gNa. . 2H>0.
Tetraboritan sodny, dekahydrat, Na2B4O7 .10 H2O.

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, Na;HPO4.12H-0.

Laurylsulfat sodny, CH3(CH2)1:0SOsNa.

Etylenglykol, HOCH>CH>OH.

Hydroxid sodny, (NaOH), koncentrovany roztok.
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Piiprava: Ve 100 ml vody (12) se za stalého michani postupné rozpusti (30 — 40) ¢
NaOH.

7 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana 35%, p(HCI) = 1,18 g/ml.
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Neutralné-detergentni ¢inidlo.
Ptiprava:

Roztok A: Ve 150 ml vody se rozpusti 14,6 g Chelatonu III (1) a 6,8 g tetraboritanu
sodného (2).

Roztok B: Ve 100 ml vody se po ohtati rozpusti 11,5 g hydrogenfosfore¢nanu sodného
(3).

Roztoky A a B se smichaji a doplni vodou na objem piiblizné¢ 700 ml. Za stalého
michani a mirného zahtivani se v roztoku rozpusti 30 g laurylsulfatu sodného (4), ptida
10 ml etylenglykolu (5) pro snizeni pénéni a objem se upravi na piiblizn¢ 950 ml. Takto
upraveny roztok se necha stat do druhého dne, pak se upravi pH roztokem NaOH (6)
nebo HCI (7) na hodnotu 6,9 az 7,1 a doplni na objem 1000 ml. Cinidlo je stalé,
srazenina vznikla pfi del$im stani se odstrani rozmichanim ¢i mirnym zahianim.

Aceton, (CH3)2CO.

1-oktanol, CH3(CH2)7;0H.

Diethylether, (CH3CH?2).0.

Voda (deionizovana, destilovana nebo demineralizovana).
Sifi¢itan sodny bezvody, Na2SOs.

Alfa-amylaza, standardizovana, teplotné stabilni. Ve formé roztoku nebo extraktu asi 1 g
lyofilizovaného enzymového prasku ve 100 ml vody.

Pristroje a pomicky

Laboratorni susarna s regulovatelnou teplotou pro rozsahy teplot do 150 °C.
Muflova pec s automatickou regulaci teploty pro rozsahy teplot do 650 °C.
Filtra¢ni kelimek o porosité P2.

Hydrolyzaéni pfistroj opatieny zatfizenim pro filtraci sklenénymi kelimky za snizeného
tlaku a vyhtivacim zafizenim (horka jednotka).

Extrakéni pfistroj s filtra¢nim zafizenim (studena jednotka).

Varné barnky, objem 500 ml.
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5  Postup

5.1 Manualni metoda pro stanoveni NDF

Do varné barnky se zabrusem o objemu 500 ml se navazi 1 g vzorku krmiva (mo) S pfesnosti
0,001 g, prida se 0,5 g sificitanu sodného (13) a 100 ml neutralné detergentniho ¢inidla (8).
Obsah se promichd, béhem 5 min se pfivede pod zpétnym chladi¢em k mirnému varu a vafti se
1 h. Po uvedené dobé se jesté¢ horky obsah filtruje ptes filtracni kelimek. Zbytek na filtru
se dokonale promyje horkou vodou (12) vzdy az do uplného odsati kapaliny a potom 2 x asi
10 ml acetonu (9). Po odpafeni acetonu se kelimek susi minimalné 6 h v susarné pti 105 °C +
2 °C. Po vychladnuti v exsikatoru a zvazeni (mi1) se kelimek vlozi do muflové pece a spaluje
se pti 500 °C + 20 °C po dobu 5 h. Po vychladnuti v exsikatoru se kelimek opét zvazi (my).

5.2 Instrumentalni metoda pro stanoveni NDF

Do filtratniho kelimku se navazi 1 g vzorku krmiva (mo) s ptesnosti 0,001 g. Kelimek
se umisti do horké jednotky hydrolyzacniho pftistroje, ptida se 0,5 g sifi¢itanu sodného (13) a
100 ml neutralné detergentniho ¢inidla (8), obsah se ptivede pod zpétnym chladicem k varu a
vaii se 1 h. Potom se var pferusi, obsah kapaliny se za pouZiti sniZené¢ho tlaku odpusti pres
filtratni kelimek a pevny podil se dokonale promyje 5 x horkou vodou (12) vzdy
az do Gplného odsati kapaliny. Potom se filtra¢ni kelimek vyjme a umisti do studené jednotky
extrak¢niho pfistroje, kde se za pouziti snizen¢ho tlaku promyje 2 x asi 10 ml acetonu (9).
Po odpafeni acetonu se kelimek vysu$i minimalné 6 h vsusarné pii 105 °C £ 2 °C.
Po vychladnuti v exsikatoru a zvazeni (m1) se kelimek vlozi do muflové pece a spaluje se
pti 500 °C £ 20 °C po dobu 5 h. Po vychladnuti v exsikatoru se kelimek opét zvazi (my).

5.3 Manualni metoda pro stanoveni aNDF
5.3.1 Navazka a odtuénéni

Vzorky s obsahem tuku nad 5 % se pfedbézné odtucni. Do filtra¢niho kelimku se navazi 1 g
vzorku krmiva (mo) s pfesnosti 0,001 g, piida se 10 ml az 20 ml acetonu (9), necha se volné
protékat po dobu nejméné¢ 5 min, béhem této doby se obsah kelimku 3 x promicha. Tento
postup se opakuje 4 x, pak se aceton pomoci vakua odsaje, kelimek se vzorkem se necha stat
voln€ na vzduchu, aby se odpatily stopy acetonu. Pak se jeho obsah piemisti do varné barnky.
Stejny kelimek se pak pouzije pii filtraci po hydrolyze neutralné detergentnim ¢inidlem (8).

5.3.2 Hydrolyza neutralné detergentnim ¢inidlem

Do varné banky se zabrusem S navazkou vzorku se ptidd 0,5 g + 0,1 g sifi¢itanu sodného (13)
a postupné se piidd za stdlého michani 50 ml £ 5 ml neutrdlné¢ detergentniho cinidla (8).
Michéani je nutné hlavn€ u Skrobnatych krmiv, kterd mohou ulpét na dné banky. Promichany
obsah banky se uvede béhem 5 min k mirnému varu, piida se 2 ml standardizovaného
amylazového roztoku (14), ¢astecky vzorku ulp€lé na sténach nebo na dné se prevedou zpét
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do suspenze a vafi se 1 h pod zpétnym chladi¢em. Rychlost varu by méla byt takova, aby
se CasteCky suspenze jeSt¢ dostatecné dynamicky pohybovaly, ale aby je nadmérné pénéni
nevynaselo na stény banky. Pokud se tak stane, je nutno opldchnout stény minimalnim
mnozstvim neutralné detergentniho ¢inidla.

5.3.3 Filtrace

Po uvedené dobé se ohfivani pierusi a obsah Vv baice se necha kratce usadit. Pokud jsou
na povrchu suspenze zfetelné kulicky tuku nebo je roztok mlééné zbarveny, indikuje to
vysoce tu¢ny material, u kterého by se mél pouzit postup s odtu¢nénim (5.3.1). Jesté horky
obsah bariky se filtruje pies filtraéni kelimek, ktery se pfedtim piedehieje promytim horkou
vodu. Pii filtraci se nejprve dekatuje horni ¢ast 30 ml az 40 ml obsahu baiky, po odsati
prebytku vody se vakuum pierusi, aby se filtra¢ni kelimek neucpal, coz by znemoznilo jeho
radné promyti. Ulpélé castice na sténach kelimku se oplachnou vodou, kelimek se naplni
do poloviny horkou vodu, ptidaji se 2 ml roztoku amylazy (14) a obsah filtra¢niho kelimku
se promicha.

Do baiiky se zbyvajici ¢asti suspenze se ptidaji rovnéz 2 ml amyldzového roztoku (14), ktery
se necha pusobit (45 — 60) s za sou¢asného michani, pfipadné stirani Castic ze dna a stén
banky. Amylazovy roztok se odstrani a zbytek z banky se pfenese pomoci 20 ml az 30 ml
horké vody na filtracni kelimek, banika se 2 x oplachne. Po pfeneseni se kelimek 3 x naplni
horkou vodu, kterd se nechéd pusobit vZdy 3 min a pak se odsaje. V ptipad¢ obtizné filtrace
nebo ucpani kelimku se pouZzije zpétny tlak filtracniho zatizeni.

Po odsati vody se kelimek naplni acetonem (9), obsah se rozmicha, necha se stat 3 min az 5
min a postup se opakuje 3 x. Michaci ty¢inka se oplachne a zbytek ve filtratnim kelimku
se vysusi pomoci vakua. Pak se kelimek neché stat 10 min aZz 60 min, aby se zbytek acetonu
odparil.

5.3.4 SuSeni a spaleni

Po odpafeni acetonu se kelimek su$i minimalné 6 h vsusarné pii 105 °C + 2 °C.
Po vychladnuti v exsikatoru a zvazeni (mz) se kelimek vlozi do muflové pece a spaluje se 5 h
pii 500 °C £ 20 °C. Po vychladnuti v exsikatoru se kelimek opét zvazi (my).

5.4 Instrumentalni metoda pro stanoveni aNDF (pro zarizeni typu Fibertec).
5.4.1 Navazka a odtu¢néni

Vzorky s neznamym obsahem tuku nebo s obsahem tuku nad 10 % se piedbézné odtucni.
Do filtracniho kelimku se navazi 0,5 g vzorku krmiva (mo) S pfesnosti 0,050 g, kelimek
se umisti do studené extrakcni jednotky a ptida se 10 ml az 20 ml acetonu (9), ktery se necha
se voln¢ protékat po dobu nejméné 5 min. Béhem té doby se obsah kelimku 3 x promicha.
Tento postup se opakuje 4 x, pak se aceton pomoci vakua odsaje, kelimek se vzorkem
se necha stat volné na vzduchu nejméné 10 min, aby se odstranily stopy acetonu.
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5.4.2 Hydrolyza neutralné detergentnim ¢inidlem

Do filtra¢nich kelimki s navazkou vzorku se pfida 0,5 g £ 0,1 g sifi¢itanu sodného (13)
a kelimky se umisti do horké jednotky hydrolyza¢niho pfistroje. Do kazdého z nich se pfida
50 ml = 5 ml neutralné¢ detergentniho Cinidla (8) a kelimky se promichaji pomoci zpétného
tlaku, coz je dilezit¢ hlavné u Skrobnatych krmiv. Ptidd se 2 ml standardizovaného
amylazového roztoku (14), k promichani se opét pouzije zpétny tlak a béhem 10 min
se ptivede k mirnému varu. Vaii se 1 h, v pfipadé pénéni se stény trubice oplachnou
minimalnim mnozstvi neutrdlné detergentniho Cinidla (8) s vyuzitim stficky se specialnimi
tryskami.

Pokud po ukonceni hydrolyzy jsou na povrchu suspenze zietelné kulicky tuku nebo je roztok
mlécn€ zbarveny, indikuje to vysoce tucny materidl, u kterého mél byt pouzit postup
s odtu¢nénim (5.4.1).

5.4.3 Filtrace

Po ukonceni hydrolyzy se ¢inidlo odfiltruje za pouziti mirného vakua, ptida se 30 ml horké
vody a 2 ml standardizovaného amylazového roztoku (14), smés se promicha pomoci
zpétného tlaku pfistroje a po 60 s se ¢inidlo odsaje. Pfida se opét 30 ml horké vody, kterd
se po 3 min az 5 min opét odsaje. Pokud je filtrace obtizna, ptidaji se dalsi 2 ml amyldzového
roztoku (14). Kdyz je zbytek na filtru prusvitny a filtrace je stale obtizna, upusti se od tretiho
promyvani, v ptipad€ ucpani se pouzije mirny zpétny tlak.

Kelimky se premisti do studené jednotky, pfidda se 10 ml acetonu (9), obsah se promicha
pomoci zpétného tlaku a po 3 min az 5 min se aceton odsaje. To se opakuje 3 x.
Po zavéreCném odsati acetonu se kelimek neché stat volné na vzduchu nejméné 10 min, aby
se odstranily stopy acetonu.

5.4.4 SuSeni a spaleni

Kelimek se su$i minimalné 6 h v susarné pii 105 °C £ 2 °C Po vychladnuti v exsikatoru
azvazeni (m1) se kelimek vlozi do muflové pece a spaluje se 5 h pii 500 °C + 20 °C.
Po vychladnuti v exsikatoru se kelimek opét zvazi (mz).
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Poznamky

1V pripade, Ze roztok detergentniho cinidla za varu peni, muze se pridat nékolik kapek
oktanolu (10).

2 U materialii s obsahem dusikatych ldatek nad 30 % se voli polovicni navazka, aby
rozpoustect kapacita detergentu na bilkoviny byla dostatecna.

3 Obsahuje-li vzorek pri stanoveni obsahu NDF vice nez 1 % tuku, odtucni se primo
V hydrolyzacni nadobce nékolikanasobnym pridavkem rozpoustédia (9).

4 Diethylether (7) a aceton (4) jsou nebezpecné horlaviny, pri manipulaci s nimi je tFeba
dodrZovat prislusna bezpecnostni pravidla. Diethylether je vhodné pouzit pro krmiva
S vysokym obsahem tuku.

5  Pouzitim nadmeérného podtlaku pri odsavani cinidla pri filtraci u stanoveni obsahu
aNDF miize dojit k vysokému stupni vysuseni zbytku na dné kelimku. To by mohlo
zpiisobit jeho ucpdani a tim znemoznit Fadné promyvani.

6 Zbytek vody pred promytim acetonem se neodsdva prilis ditkladné, protoze nadmérné
vysuseny filtracni kolac by ztéezoval dostatecnou extrakci v acetonu.

6  Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah neutrdlné detergentni vlakniny (NDF) nebo neutralné detergentni vlakniny po uprave
vzorku alfa-amylazou (aNDF) v % (X) se vypocita podle vztahu

kde
ma
ma

Mo

X =100 x (m1 - mz)/mo

hmotnost filtraéniho kelimku s vysuSenym hydrolyza¢nim zbytkem (g),
hmotnost filtracniho kelimku s popelem (g),

hmotnost navazky vzorku (g).

Vysledky se vyjadiuji s piesnosti nejméné na 0,1 %.
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