Frazioni proteiche degli alimenti secondo il metodo Cornell CNCPS
(Pichard e Van Soest, 1977; Van Soest 1982)

	FRAZIONI PROTEICHE

	Sostanze
	Dove
	Abbreviaz.
	Analisi chimica
	Velocità

fermentazione
	Nome CNCPS

	Azoto non proteico

(NH3, NO3, urea, aminoacidi liberi, piccoli peptidi)
	Foraggi (verdi, insilati, fieni)
	NPN
	Non precipitabile (PG-PV)

	Altissima
	A

	Proteina vera solubile citoplasmatica

(globuline, alcune albumine)
	Avena, germe mais, orzo, leguminose
	PVS


	Solubile in buffer ma

precipitabile (PV-PI)
	Alta
	B1

	Proteina vera insolubile citoplasmatica

(maggior parte albumine, glutenine)
	Graminacee, soia, germe mais
	PI - NDIP
	Differenza tra PI e proteina insolubile in

detergente neutro
	Media
	B2

	Proteina potenzialmente digeribile legata alla fibra 

(prolamine, proteine denaturate)
	Mais, insilato di mais, glutine mais
	NDIP-ADIP
	Non solubile in ND  ma solubile in AD
	Bassa
	B3

	Proteina indigeribile legata alla fibra

(prodotti di Maillard, N legato alla lignina)
	Insilati e fieni malfermentati, medica disidratata, distillers
	ADIP
	Proteine danneggiate dal calore o N legato alla lignina
	nulla
	C


Ripartizione dell'azoto e delle frazioni proteiche degli alimenti

(Pichard e Van Soest, 1977; Van Soest 1982)

	Frazione
	Abbrevia

zione
	Stima-Definizione

	FRAZIONI ANALIZZATE

	Proteina Vera
	PV
	Precipitata con acido tungstenico (o  TCA)

	Proteina insolubile
	PI
	Insolubile in buffer

	Proteina insolubile in ND
	NDIP (o NDIN)
	Proteina (o N) contenuta in NDF

	Proteina insolubile in  AD
	ADIP (o ADIN)
	Proteina (o N) contenuta in ADF

	FRAZIONI PROTEICHE

	Azoto non proteico
	NPN
	Non precipitabile (PG-PV)

	A

	Proteina vera solubile citoplasmatica
	PVS


	Solubile in buffer ma

precipitabile (PV-PI)
	B1

	Proteina insolubile citoplasmatica
	PI - NDIP
	Differenza tra PI e proteina insolubile in

detergente neutro
	B2

	Proteina legata alla fibra, potenzialmente digeribile


	NDIP-ADIP
	Non solubile in ND  ma solubile in AD
	B3

	Proteina legata alla fibra, indigeribile


	ADIP 
	Proteine danneggiate dal calore o N legato alla lignina 
	C


Calcolo frazioni proteiche secondo modello Cornell

A  =  NPN = PG-PV
B1 = PVSB =  PV-PI 
B2 =    PI-NDIP
B3 = NDIP - ADIP
C = ADIP
A+B1 = Proteina (N) solubile
dove :

PG proteina grezza (Kjeldahl classico)

TP= proteina vera  (metodo 1a o 1b)

IP= proteina insolubile  (metodo 2)

NDIP = proteina legata all’NDF (metodo 4)

ADIP = proteina legata all’ADF (metodo 3)

Metodo 1 - Determinazione della Proteina Vera utilizzando Acido Tungstenico

La proteina vera (TP) si determina facendo precipitare le proteine vere del campione con acido tungstenico o TCA e misurando il contenuto in N sul precipitato.  

L'acido tungstenico (metodo 1) fa precipitare le proteine ed i peptidi con almeno 3 aminoacidi, mentre se si usa TCA (metodo 2) si precipitano solo i peptidi che hanno almeno 10 aminoacidi.

Per calcolo e’  possibile stimare anche l'azoto non proteico (NPN): 

NPN = Proteina Grezza- Proteina Vera  

L'NPN così ottenuto va a costituire la frazione A del modello Cornell.

REAGENTI ED APPARATO

1) tungstenato di sodio (Na2WO4*2H2O), soluzione al 10% in acqua (0.30 M)

2) acido solforico (H2SO4) 1 N

3) beute da 125 ml, filtri Whatman 54 o 541, bilancia analitica, pH-metro, imbuti, apparato Kjeldahl

PROCEDURA

1) pesare 0.5 grammi di campione secco in una beuta da 125 ml

2) aggiungere 50 ml di acqua distillata fredda

3) aggiungere 8 ml di soluzione di sodio tungstato (5 ml se il campione ha meno del 20% di proteina grezza)

4) lasciare riposare 30 minuti a 20-25°C

5) portare a pH 2 aggiungendo circa 10 ml di acido solforico 1 N (o 6-7 ml di acido solforico con campioni con PG < 20%); controllare il pH col pH-metro mentre si aggiunge l’acido solforico

6) lasciare riposare tutta la notte a temperatura ambiente

7) preparare i filtri n. 54 o 541 e metterli a cono nell'imbuto. Bagnare il filtro con acqua distillata prima di aggiungere il campione. Filtrare il contenuto delle beute per gravità (non usare il vuoto). Se il primo filtrato non è trasparente, rifiltrare una seconda volta.

8) risciacquare il residuo due volte con acqua distillata fredda

9) trasferire il filtro col suo contenuto nel cilindro Kjeldahl

10) calcolare la proteina vera come N*6.25
Metodo 2- Determinazione della Proteina Insolubile
La determinazione della proteina insolubile (IP) e’ necessaria per poter calcolare la proteina solubile (BSP) della razione.

La proteina solubile rappresenta la proteina vera che viene velocemente e completamente solubilizzata (nonche’  utilizzata)  nel rumine. Essa costituisce la frazione B1 nel modello Cornell ed e’ calcolata come differenza tra proteina vera e proteina insolubile (BSP = TP-IP) .
REAGENTI ED APPARATO 

1) Tampone borato-fosfato, pH 6.8

- fosfato monosodico (NaH2PO4  *  H2O)         12.20 g/l


- tetraborato di sodio  (Na2B4O7 * 10 H20)          8.91 g/l  

- alcool butilico terziario                                  100    ml/l    

Miscelare il tutto in acqua distillata a temperatura ambiente

2) soluzione al 10%  di sodio-azide preparata di fresco

3) Beute da 125 ml, filtri Whatman n. 541, bilancia analitica, vasca termostatata, vuoto, sistema di filtraggio con imbuti conici, apparato Kjeldahl.

PROCEDURA

1) Pesare 0.5 grammi di campione secco e mettere in una beuta da 125 ml 

2) aggiungere 50 ml del tampone borato-fosfato

3) aggiungere 1 ml di soluzione di sodio-azide

4) lasciar riposare a temperatura ambiente per 3 ore

5) filtrare attraverso un Whatman 541  utilizzando il vuoto (a bassa intensità)

6) lavare il residuo con 250 ml di acqua distillata fredda

7) stimare l'N residuo col Kjeldahl e moltiplicare per 6.25. Si ottiene cosi’  la frazione costituita da proteina insolubile (IP). La proteina solubile è calcolata come differenza tra proteina vera (metodo n. 1 o 2) e  la proteina insolubile (Buffer  Soluble Protein = TP-IP).

Se si usa l'acido tungstenico (metodo 1) la proteina solubile  comprenderà anche i peptidi più corti. 


Metodo 3-  Determinazione dell'azoto legato all'ADF  (ADIN ADIP) 

Rappresenta la frazione di N legata in maniera permanente all’ADF (lignina in particolare) ; questa frazione non è fermentabile nel rumine né è digeribile nell'intestino. Rappresenta quindi la frazione di N non utilizzabile  dagli animali. Nel modello Cornell è indicata come frazione C.

 REAGENTI ED APPARATO

1) soluzione acido detergente (AD)

2) acetone

3)  apparato FIBERTEC, crogioli, bilancia, filtri Whatman n. 541, sistema di filtraggio utilizzante imbuti conici, apparato Kjeldahl

PROCEDURA

1)  pesare il crogiolo a caldo.  Registarare il peso.

2) far bollire  nel FIBERTEC il campione (0.5 g) in 100 ml di soluzione AD per 1 ora 

3) risciacquare con acqua distillata bollente per eliminare tutta la soluzione AD

4) risciacquare con acetone

5) lasciare per almeno  4 ore in stufa  (meglio ancora tutta la notte)

6) pesare a caldo il crogiolo con il residuo ADF, registrare la pesata

7)  trasferire il residuo ADF dal crogiolo al filtro Whatman n. 541  utilizzando acqua distillata

8) stimare il contenuto in azoto del residuo ADF con un Kieldahl. Si ottiene cosi l’ADIN. L’ADIP (frazione C) e’ uguale a ADIN*6.25 


Metodo 4-  Determinazione dell'azoto legato all'NDF  (NDIN NDIP) 
Operare  come nel metodo 5 per l'ADIN ma utilizzare come reagente la 

soluzione neutro detersa (ND). Si ottiene cosi’ l’azoto legato all’ NDF (NDF-IN) o la proteina legata all’ NDF (NDF-IP)

Facendo la differenza tra la proteina legata all’NDF (NDFIP o NDIP) e quella legata all’ADF (ADFIP o ADIP) si ottiene la proteina insolubile  col ND ma  solubilizzata dall'AD.  Si tratta di una frazione potenzialmente digeribile ma degradata lentamente dai batteri.  Nel modello Cornell è indicata come frazione B3. 
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