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STANOVENI OBSAHU ACIDODEIERGENTNi VLAKNINY (ADF),
ACIDODETERGENTNIHO LIGNINU (ADL)
A VYPOCET OBSAHU HRUBE CELULOZY

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu acidodetergentni vlakniny
a acidodetergentniho ligninu ve vSech typech krmiv.

Jsou uvedeny dva zptsoby stanoveni — pro manualni provedeni a pro instrumentalni provedeni
pomoci automatického hydrolyzac¢niho zatizeni.

2 Princip

Acidodetergentni vldknina (ADF) je lignocelulozovy zbytek bunéénych stén rostlinnych pletiv,
ktery se stanovi vazkové po kyselé hydrolyze vzorku krmiva v prostiedi kyselého roztoku
cetyltrimetylamonium bromidu.

Acidodetergentni lignin (ADL) je zbytek hmoty, ktera ziistane po rozpusténi celulozy a jinych
organickych latek obsazenych v ADF puisobenim 72% H2SOa.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Kyselina sirova, HoSO4, koncentrovana 96%.

2 Kyselina sirova, H2SO4, 72 %, c(H2S04) = 12 mol/l, p = 1,634 g/cm’.

Ptiprava: K (300 — 400) ml vody (8) se opatrné pfilije za michani a obCasného chlazeni
669 ml (1226 g) kyseliny sirové (1). Po ochlazeni na 20 °C se doplni vodou na objem
1000 ml.

Cetyltrimetylamonium bromid (CTAB), CH3(CH2)1sN(Br)(CH3)s.
4 Aceton, (CH3)2CO.
5 Acidodetergentni ¢inidlo.

Ptiprava: K (200 — 300) ml vody (8) se opatrné pfilije 27,8 ml kyseliny sirové (1). Doplni
se vodou na objem 1000 ml a v tomto roztoku se za mirného zahtivani rozpusti 20,0 g
CTAB. Vysledna koncentrace kyseliny sirové v roztoku odpovida ¢(H2SO4) = 0,5 mol/l.
Roztok se skladuje za béznych laboratornich podminek a je stély.

6 1-oktanol, CH3(CH>);OH.
7 Diethylether, (CH3CH»),0.

8 Voda (deionizovana, destilovana nebo demineralizovana).
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Piistroje a pomiicky
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.

AW N = A

Hydrolyzacni pfistroj opatieny zafizenim pro filtraci sklenénymi kelimky za snizen¢ho
tlaku a vyhtivacim zafizenim (horka jednotka).

5 Extrakéni pfistroj s filtraCnim zatizenim (studend jednotka).

5 Postup stanoveni ADF

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku a
JPP 60010.1 Postupy uprav zkusebnich vzorki jednotlivych druhti krmiv.

5.1 Manualni metoda

Do varné banky se zabrusem o objemu 500 ml se navazi 1 g vzorku krmiva (m,) s pfesnosti
0,001 g, ptidad se 100 ml acidodetergentniho ¢inidla (5), obsah se promicha, béhem 5 min
se privede pod zpétnym chladi¢em k mirnému varu a vaii se pfesné 60 min. Po uvedené dob¢
se jesté horky obsah filtruje ptes filtracni kelimek. Zbytek na filtru se dokonale promyje horkou
vodou (8) vzdy az do uplného odsati kapaliny a pak 2 x asi 10 ml acetonu (4). Po odpateni
acetonu se kelimek vysu$i minimalné 6 h v su$arné pii (105 + 2) °C. Po vychladnuti
v exsikatoru a zvaZeni (mi) se kelimek spaluje 5 h v muflové peci pi1 (525 + 20) °C. Po
vychladnuti v exsikétoru se kelimek opét zvazi (mz).

5.2 Instrumentalni metoda (pro zarizeni typu Fibertec)

Do pfedem vysuseného filtraéniho kelimku (3) se navazi 1 g vzorku krmiva (mo) s pfesnosti
0,001 g a kelimek se umisti do horké jednotky hydrolyza¢niho pfistroje. Pfida se 100 ml
acidodetergentniho ¢inidla (5), obsah se ptivede pod zpétnym chladi¢em k varu a vaii se pfesné
60 min. Potom se var pferusi, obsah kapaliny se za pouZiti sniZeného tlaku odpusti ptes filtracni
kelimek a pevny podil se promyje 3 x asi 30 ml horké vody (8), vzdy az do tiplného odsati
kapaliny. Potom se filtraéni kelimek vyjme a umisti do studené jednotky hydrolyzaéniho
ptistroje, kde se za pouziti snizeného tlaku promyje 2 % asi 5 ml acetonu (4). Po odpateni
acetonu se kelimek vysu$i minimaln€ 6 h v suSamné pii (105 + 2) °C. Po vychladnuti
v exsikatoru a zvazeni (m)) se kelimek vlozi do muflové pece a spaluje se 5 h pti (525 =+ 20)
°C. Po vychladnuti v exsikatoru se kelimek opét zvazi (mo).
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6 Postup stanoveni ADL
6.1 Manualni metoda

Filtra¢ni kelimek obsahujici vldkninu ziskanou postupem uvedenym v kapitole 5.1 se vlozi
do vhodné sklenéné nadobky s rovnym dnem a pielije se malym objemem kyseliny sirové (2),
kterd je ochlazend na 15 °C. Sklenénou ty¢inkou se rozrusi zbytek (zmolky) na frité. Pak
se kelimek naplni do poloviny kyselinou sirovou (2), promicha a necha se 3 h stat. Béhem této
doby se kazdou hodinu opét promichéd a ptipadné se doplni kyselinou sirovou na ptvodni
objem. Po 3 h se kyselina odfiltruje (nejlépe pomoci vakua) a promyje horkou vodu (8)
az do negativni reakce, kterd se zkontroluje pH papirkem. Ptitom se splachnou stény kelimku
vcetné sklenéné michaci tyCinky. Poté se kelimek susi v suSarn€ minimalné 3 h pti (105 + 2)
°C apo ochlazeni v exsikatoru se vyvazi (ms3). Déle se spaluje po dobu 3 h v muflové peci
pti (525 £ 20) °C a po ochlazeni v exsikatoru se opét vyvazi (ma).

6.2  Instrumentalni metoda (pro zarizeni typu Fibertec)

Do filtra¢nich kelimkl s obsahem vldkniny ziskanym postupem 5.2 umisténych ve studené
jednotce extrakéniho pfistroje se pfidd 25 ml H2SOs4 (2) ochlazené na 15 °C, promicha
se sklenénou ty¢inkou. Necha se po dobu 3 h stat, kazdou hodinu se obsah kelimkii promicha.
K rozruseni zmolkll je mozno pouzit tlakovy vzduch zatizeni. Po 3 h se kyselina odfiltruje,
kelimky se dikladn¢ promyji horkou vodou az do negativni reakce na pH papirek a potom susi
v susarné 2 h pti (130 + 2) °C nebo 5 h pti (105 +2)°C. Po ochlazeni v exsikatoru se zvazi
(m3). Déle se spaluji po dobu 3 h v muflové peci pii (525 £ 20) °C a po ochlazeni v exsikatoru
se op&t vyvazi (ma).

Poznamky

1 V pFripade, Ze roztok detergentniho cinidla za varu péni, mize se pridat nékolik kapek
oktanolu (6).

2 Obsahuje-li vzorek vice nez 1 % tuku, odtucni se primo v hydrolyzacni nadobce

nekolikandsobnym pridavkem rozpoustédla.

3 U materialu s obsahem dusikatych latek nad 30 % se voli polovicni navazka, aby
rozpoustéci kapacita detergentu na bilkoviny byla dostatecna.

4 Diethylether (7) a aceton (4) jsou nebezpecné horlaviny. Pri manipulaci s nimi je treba
dodrzovat prislusnd bezpecnostni pravidla. Diethylether je vhodné pouzit pro krmiva
s vysokym obsahem tuku.
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7 Vypocet a vyjadieni vysledki
7.1  Obsah ADF v % (X) se vypocita podle vztahu

X =100 % (m; —mz)/my
kde
m;  hmotnost filtra¢niho kelimku s vysuSenym hydrolyza¢nim zbytkem (g),
m>  hmotnost filtraéniho kelimku s popelem (g),

m, hmotnost navazky vzorku (g)
7.2 Obsah ADL v % (7) se vypocita podle vztahu

Y =100 % (m3—my)/my
kde
m3  je hmotnost filtracniho kelimku s vysusenym hydrolyza¢nim zbytkem (g),
my4  hmotnost filtraéniho kelimku s popelem (g),

m,  hmotnost navazky vzorku (g).
7.3 Obsah hrubé celulozy (Z) ve vzorku (%) se vypocita podle vztahu

Z =ADF — ADL

kde
ADF obsah acidodetergentni vlakniny (%),
ADL obsah acidodetergentniho ligninu (%).

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