Side 1
ARBEIDSBESKRIVELSE
Institutt for husdyr — og akvakulturvitenskap, NMBU

Metodenavn: aNDFom (askekorrigert)
BIOVIT-nr.: Arb-1042

1. Innledning/hensikt

Fordeyeligheten til mat og for bestemmes av hvor mye ”neutral detergent fibre” (NDF)
som er i den spesifikke maten/foret. Jo mer NDF, jo lenger tid vil det ta for dyret & fordgye
foret og motsatt. Denne metoden for & bestemme NDF ble utviklet for over 30 ar siden og
det er i dag den mest brukte metoden for & bestemme det totale fiberinnholdet i dyrefor.

Praven varmes opp i en ngytral sdpelgsning (neutral detergent solution, ND-lgsning) slik
at innholdet i cellene lgser seg mens celleveggen forblir ulgst. Denne ulgste fraksjonen
(NDF) bestar av hemicellulose, proteiner bundet til celleveggene, cellulose, ligning og
silikater, og det er dette som bestemmes i denne analysen. Den Igselige fraksjonen,
”neutral detergent solubles” (NDS) bestar av lipider, sukker, organiske syrer, vannlaselige
forbindelser, pektin, stivelse, nitrogen som ikke stammer fra proteiner og vannlgselige
proteiner.

Stivelse er den vanskeligste fraksjonen a fierne da den har begrenset lgselighet i ND-
lgsningen. Man tilsetter derfor i dag ogsa et enzym, a-amylase, til sapelgsningen for a
bryte ned stivelsen i pragven. Uten dette enzymet vil ikke all stivelsen bli lgst og man vil
dermed oppleve forhgyede NDF-verdier. Enzymet bryter ned, hydrolyserer, stivelsen til
sakkarider som lgser seg i vann og dermed vaskes bort fra preven. NDF-fraksjonen man
star igjen med kalles gjerne aNDF hvor a star for a-amylase. Varmestabile amylaser
brukes i varme lgsninger slik at andre enzymer som kan lgse fibermateriale inaktiveres og
dermed ikke forstyrre analysen.

aNDF-fraksjonen som bestemmes inneholder som oftest en liten del uorganisk materiale,
og denne kan korrigeres for ved & foraske prgven ved 550 °C. Restene etter foraskningen er
et mal pa den uorganiske delen av prgven og man kan da bestemme det som blir kalt
askekorrigert aNDF, eller aNDF on organic matter basis, (aNDFom).

2. Reagenser og kontrollprgve

» ”Neutral Detergent”- lgsning:
- konsentratet (Ankom, FND20C) lgses i 18 L kaldt RO-vann i en kanne pa 20 L
med tappekran
- tilsett trietylenglykol og rer godt
- la lgsningen sté over natt og fyll opp med RO-vann til 20 L
- pH skal ligge mellom 6,9 og 7,1

= Vannfri natriumsulfitt (Na2SOs)
=  Varmestabil a-amylase (Ankom, FAA)

= Aceton
BIOVIT/NMBU ARB
Utarbeidet Godkjent |Gjelder fra |Revisjon | Erstatter | Dokumentnavn | Side:
Michel Brunes Berg | Hanne 03.2013 03.2020 | 06.2018 |Arb 1042 1/6
Kolsrud aNDFom
Hustoft (askekorrigert)




Side 2
= Kontrollprgve: LabTek-kontrollen (miks til NDF/ADF/trevler/kjeldahl-N)

3. Risikovurdering
Etter koking og skylling MA avlgpskrana pa venstre side av instrumentet apnes
(loddrett = apen) far lokket pa kammeret apnes. Hvis dette ikke gjeres vil det varme
innholdet i kammeret sprute pa de personene som star rundt instrumentet. Dette skjer pa
grunn av overtrykket som oppstar i kammeret under kokingen og skyllingen.

VIKTIG: Foraskningsovnen ma ikke apnes pa 550 °C. Hvis det fortsatt er organisk
materiale igjen vil en flamme sla ut nar dgren apnes!

Bruk tang og evt. hansker nar du skal ta ut pravene av askeovnen.

Skulle du brenne deg; bruk rennende kaldt vann de ferste minuttene. Bruk sa rennende
lunket vann slik at frostskader ikke oppstar.

4, Utstyr
- Ankom?® Fiber Analyzer,

- Filterposer (F57 og F58 fra Ankom)

- Varmeforsegler

- Analysevekt (ngyaktighet: 0,1 mg)

- Tarkeskap (103 + 2 °C)

- Eksikator

- Tusj (permanent marker)

- Kokeplate

- Vannkjele

- 5 mL malesylinder

- Lite malebeger

- Glass m/lokk

- Foraskningsovn (550 °C)

- Telleglass (som taler over 550 °C)

- Stalbrett (til & sette pravene i)

5. Spesielle merknader
NDF-metoden er en gravimetrisk metode hvor prgven veies far og etter behandling med
ulike reagenser som skal fjerne alt som IKKE er NDF. Deretter antar man at det som er
igjen i posen er NDF. Man ma veere klar over at i noen tilfeller far en overestimering av
NDF innholdet fordi metoden ikke har klart a fjerne alt annet. Det kan for eksempel skje
med prgver som har unormalt hgye protein-nivaer. For & unnga dette bgr man ta en prat
med rekvirenter som leverer inn prgver med nye for-ingredienser eller prgver som kan
antas avviker fra vanlig for. Da kan man gjere en vurdering pa forhand og eventuelt justere
metoden slik at overestimering av NDF kan unngas. For a fjerne hgye verdier av protein
kan man for eksempel tilsette et ekstra enzym.

NDF metoden kan innga i en sekvensiell analyse hvor man gjer NDF og ADF pa samme
posen. Man ma da askekorrigere bade NDF og ADF resultatet med asken etter ADF.
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Side 3
6. Provemateriale
Filterposene er laget slik at de skal klare & holde igjen 95% av partikler stgrre enn 30 pm.

Metoden kan benyttes pa de fleste typer praver, men for a veere garantert gode resultater
anbefaler produsenten at partikkelstgrrelsen ikke ma veere mindre enn 1 mm

F57 brukes til vanlig malte prgver. F58 brukes ved mindre partikler, eks: in sacco, gjedsel,
mel og lignende.

Pravene skal veere romtemperert.
7. Arbeidsbeskrivelse

Innveiing av pragver
1. Merk filterposen med prgvens nummer. (Permanent marker svart).

2. Vei filterposene og registrer vekta (Wo).

3. Tarer ut posen og vei 0,45-0,5¢g prove i filterposen. (Sgrg for at det ikke er
pravepartikler i forseglingsomradet).

4. Registrer provevekta (W1).

5. Forsegl filterposen ca. 4mm fra dpningen. Hold forsegler-armen nede 2-3 sek etter
at det rgde lyset har slukket for & avkjgle forseglingen.

6. Rist og fordel praven i posen for & forhindre at prgven klumper seg.

Avfetting
Dersom prgvene inneholder soyabgnneprodukter eller overstiger 5% fett, skal pravene
avfettes pa felgende mate:
Legg prevene i et glass med lokk.
Fyll opp glasset med aceton sa det dekker prgvene.

. Sett pa lokket.

1.
2
3
4. Rist glasset 10 ganger og la det sta i 10 minutter.
5. Tem ut acetonet.

6. Gjenta pkt 1-5 én gang til.

;

La pravene lufttarke.

Dersom prgvene inneholder ristede soyabgnner skal pravene avfettes pa falgende mate:
Pkt 1-3 falges likt fra forrige avfettingsprosedyre.
4. Rist glasset 10 ganger.

5. T@m ut acetonet.
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Side 4
6. Fyll glasset med ny aceton og la prevene ligge i 12 timer.

7. Tgm ut acetonet.

8. La prevene luftterke.

Fyll poseholderen

Poseholderen bestar av 9 brett med plass til 3 poser pr. brett. Plasser de lufttarkede posene
i brettene. De 3 farste plasseres i utdypningene pa det farste brettet. De neste 3 plasseres i
brett nr 2 osv. Brettene roteres 120° i forhold til hverandre. Brett nr 9, det gverste brettet,
skal veere tomt. Dette fungerer som et lokk for de 8 andre brettene.

Prosedyre pa Ankom
NB! Kammeret ma ha romtemperatur fgr analysen kan settes i gang.
1. Skru pa Ankom.

2. Plasser poseholderen i kammeret.

3. Sett topploddet pa plass.
4. Tilsett 20g Natriumsulfit (Sodium sulfite), 4ml a- amylase og maks 2.0 liter NDF-

lgsning.

o

Trykk inn HEAT og AGITATE- knappene. Se i kammeret at prgveholderen er i
bevegelse.
Lukk igjen lokket.

. Sldav HEAT og AGITATE.
NB!!! APNE AVLZPSKRANA OG T@M KAMMERET FOR L@SNING OG
FOR A FJERNE OVERTRYKKET.
10. Apne lokket til kammeret.

6
7. Ladet sta i 75 minutter.
8
9

11. Lukk avlgpskranen.

Skylling:
1. Tilsett 4ml a-amylase og 1,9-2,0 liter 70-90°C vann.

OBS: Dersom HEAT-knappen ikke slas pa kan lokket sta apent under rensing.
Skrur du den pa ma lokket igjen. (Valgfritt).
2. Trykk inn AGITATE-knappen og la det std 5 minutter.
3. Apne avlgpskrana sakte og la rensevannet tammes.
4. Gjenta pkt. 1-3 for 2. vask.
5

. Gjenta pkt. 1-3 uten a-amylase for 3.vask.
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Side 5

Videre prosedyre:
Apne lokket og ta ut poseholderen.

Legg pregvene i et 250ml begerglass.

Press forsiktig med handen ut overflgdig vann og tem begerglasset for vannet
Tilsett aceton nok til 4 dekke prevene og la prevene ligge i 3-5 minutter.

Hell ut acetonet.

Press forsiktig med handen ut overfladig aceton og tam begerglasset.

La posene lufttarke til de er helt fri for aceton.

Legg posene i tarkeskap ved 102°C (£ 2°C) i 2-4 timer.

© © N o g~ w D P

Legg posene direkte i Desiccant Pouch zip poser.
10. Flat ut zip posen sa mye som mulig for a fjerne sa mye luft som mulig.
11. La prevene avkjgles til romtemperatur. (Ca.10-15min).

12. Vei av prevene og registrer vekta (W>).

Foraskning
1. Merk telleglasset med prgvens nummer

2. Vei telleglasset og noter vekta (Ws)
3. Legg posen oppi telleglasset og sett praven(e) i foraskningsovnen

NB! Nummereringen forsvinner under foraskningen.
Merk deg derfor hvordan du plasserer pragvene.

4. Sjekk at foraskningsovnen er stilt inn pa riktig temperatur (550 °C) og start
oppvarmingen. La pravene sta til foraskning i min. 4 timer, maks 20 timer

5. Lade avkjgles litt i romtemperatur.

6. Foraskede prgver settes i eksikator (med aktivt tarkemiddel) til avkjgling.

7. Nar temperaturen pa prevene er blitt stabil (romtemperatur) veies pravene (Ws).
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Side 6

8. Utregning

(W —Wo) XF — (W4 —W3) _ .
W, x 1000 g/kg = mengde aNDFom i prgven (g/kg)

Wo = vekt av pose (g) - posevekt
W1 = vekt av innveid prave (g)
W2 = vekt av prave + pose etter terking (g) - tarrvekt
W3 = telleglass (Q)
W4 = vekt av forasket pragve + telleglass (g)
F = posekorrigeringsfaktor = 0,9987 (F57 poser)
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