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饲料中抗营养因子 单宁的含量分析方法
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摘要：针对近年来韭宁在动物营养上的最新研究成果．本文重点阐述7饲料中缩台单宁、可水解单宁和慧酚类化合物的分析方击。目在

为更好地利用含单宁饲料提供参考。

关键词：培旨单宁；可水解单宁；聚己二醇(PE6)

单宁通常分为吖水解单宁(HydH)lysabk组nnln)和缩台

单宁tcondensed tannin)。缩合单宁是饲料中单宁的主要存在

形式。H粮中高含量单宁会影响动物的食欲，降低采食量、动

物的生产成绩和营养物质的消化利用率，甚至引起胃肠道疾

病和毒害肝肾。而单宁广泛分布于植物体内，因此探讨饲料中

单宁含孱的测定方法对畜牧、Jk生产具有重要柏意义。

1 缩台单宁含量的硼定

常用的方法包括沉淀法、氧化还原法、酶法、酸分解裂反

应、微生物抑制法、高效液相色谱分析(HPLC)法、香兰素法、

丁醇盐酸法和重量分析祛等。目前国内外常用的是丁醇盐酸

法和香兰素法。火多数缩合单宁的舍嚣分析是用丙酮或甲醇

浸提町溶性单宁而进行的。而分析不可溶性单宁的方法可用

“c—NMR和丁醇盐酸法。

】1影响缩合单宁分析的因素

采样、干燥方法和浸提处理等步骤都对缩合单宁音量分

析具有重要的影响。另外，Gme卜Chavez等(1997)⋯研究表

明，饲料的原产地对缩台单宁的含量有相当太的影响。

Wate玎nan和Mole(1994)‘“、Muelle卜Ha“ey(2001)Ⅲ对影响

因素作了比较全面的综述。

1．2丁醇盐酸法

r醇盐酸法是一种利用丙酮溶液(丙酮／水／乙醚卅．7／

2 o／3 3(V／V))浸提植物组织的测定方法。它除了可测定饲料

中可浸提缩合单宁含量外，还能进一步测定与蛋白质或纤维

紊结台的缩合单宁。这种方法能比较准确全面地评价单宁在
女一●，●、●，^一●、奠盘一生叠一^一寞一．，一生．蔓．主．女-点■，童一●一女，
作者简介：唐一国，四川^，动精营养学硕士．从事饲料抗营养因子

方面的研究。

基金项目：云南省科委主任基盎顶目的一部分(2000c0009R)

收稿日期：2003 08—08

家畜消化代谢过程中的抗营养作用。

l 3香兰素法

香兰素法也是一种利用丙酮(丙酮／水=70／30(V／V))浸

提植物组织的测定方法。这种方法对缩台单宁含量的测定具

有较高的选择性，其成功率依赖于溶剂的类型、反应时间、光

照、温度、酸浓度、香兰素浓度和参考的标准物质⋯。其主要优

点在于能快速、々一地测定类黄酮类化台物和二氧查耳酮类

化合物的含量。由于该法对光照和温度比较敏感，所以有光时

测定值会降低。由于所选择的标准物质可能并不完全代表饲

料中的单宁种娄，所以测定值不一定准确。当用香兰素法测定

单宁含量比较低的牧草时，误差比较大。

2可水解单宁含量的测定

可水解单宁可分为没食子单宁和鞣质单宁，故一般测定

可水解单宁就检测这二者的含量。常用的方法有KIO，试剂

法、罗丹明试剂法、Na2N02试剂法和高效液相色谱法等。

2．1 K103试剂法

1977年Ba把_Smjfh首先介绍该法测定槭(A雌r)rp的可

水解单宁。没食子单宁和鞣质单宁与KIq试剂反应产生粉红

色的产物。Hageman等(1997)Ⅲ发现．这种方法因产生颜色不

同而不适合分析单宁的复杂混合物，其颜色的形成对温度和

反应时问有很强的依赖性，但用黄酰单宁

(pent89alloyl甜uc。se)作为标准单宁比较好。willi8和AIlen

(1998)“。也对K10，法的研究提出了改进方案。

2．2罗丹明试剂法

该法主要用来测定没食子单宁的含量。该法对设食子酸

具有特异性，而与没食干酰酯、鞣酸、鞣质单宁和其它酚类物

质都不反应。没食子单宁的古量是在厌氧条件下通过测定单

宁水解前后的没食子酸的含量来测定的。因为在自然界没食

草干草给量。

例如：计算体重600虹成年母牛每天所需的粗饲料给

量、玉米青贮给量和羊草干草给量。

首先．通过盎闯zBB 43007—86奶牛饲养标准可得体

重600 kg成年母牛(每日每头)DM、NND、CP维持需要量分

别为7．52 b、13 73 NN虮559 g。然后分别计算出能满足

DM、NND、cl，需要量的粗饲料给景：

满足DM需要的粗饲料给量；DM维持需要量／1 k粗

饲料DM含量=7．52／0．356-21．2妇；

满足NND需要的粗饲料给量=NND维持需要量／1 b

粗饲料NND含量=13．73加．552=24 9 b；

满足CP需要量的粗饲料给量=CP维持需要量／lk粗饲

料cP古量=559／23 4_23．9 h。

由此可见，为同时满足体重600 h成年母牛DM、NND、

CP维持需要量．粗饲料给景应为25 kg，其中玉米青贮为25×

90％=20 kg，羊草干草则为5 k。■
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子单宁巾的单宁酸的舍量是变化的，且鞣质单宁中也含有单

宁酸，所以该法很难把台量测得准确。

2．3 NaNOz试剂法

该法于1972年由Bate—s啪ith提出，wilson和H89e丌I】an

(1990)Ⅲ作出了改进．主要用来测定鞣酸的含量．NaN0：试剂

对鞣酸具有特异性。而对缩合单宁、没食子单宁、设食子酸、和

黄烷醇娄均不匣应。因为鞣质单宁是不可溶十牛的，所以陵法可

用十分析整个植物组纵。同样，必须在厌氧条件下操作。

缩台单宁和町水解单宁的咎定可用薄层层析法(1IC)；

HPLc法；核磁共振技术(NMR)和质谱分析(Ms)。

3总酚类化合物含量的测定

有几种方法可以测定植物组织中总酚类化合物的含量。

福林酚一乔卡梯奥法是在福林一丹尼斯法的基础上改进而来

的。福林酚一乔昔梯奥法的原理是：牧草中单宁的乙醇(乙醇：

水=1：4)浸提液，在碳酸盐碱性介质中，可将钨钼酸还原为深

兰色络台物，通过分光光度法测定吸光度，就可确定单宁的含

量。该方法被w刮kHnan和Mole推荐用来测定总酚娄化台物

的含鼍”]。还有福林～丹尼斯法和普鲁斯蓝法等比色方法，实际

上测的都是牧草中总酚化台物的含量。尽管这些方法被广泛

采用，但仍有缺陷。因为总酚类化含物中单宁的组成还不知

道，也就不能使用单‘准确的标准物质作为基础来进行分析。

另外，醋酸镱沉淀法也用于测定总酚类化合物。这种方法

的明显优势是与酚的重量有关而不需要标准物质。试验表明，

在下物质中总酚含最超过15％，这种方法测定的结果就较准

确。周此，这是测定总酚很有前景的一种方法，但还需要改进，

特别是沉淀条件的改进。

4含单宁饲料的生物学分析

单宁的生物学分析方法，即体外产气法与聚已二醇

(PEG)相结含的方法。通过该法可以了解：单宁对营养价值的

影响；瘤胃微生物蛋白合成的效率。其原理是：饲料样品(n5 g)

在容量为100 ml标有刻度的玻璃注射器内培养，对照不加

PEG．试验组加PEG。把加有缓冲液的瘤胃蒗40 ml注入注射

器，然后放在39气的水浴中培养。然后根据产气量读数的差

异来判断单宁对瘤胃发酵的生物学教果。培养过程中，PEG

能与各种单宁发生牢固的结台，形成稳定的PEG一单宁复台

物，并且PEG与单宁的结台能力超过蛋白质，可以破坏单宁

与蛋白质的稳定结舍，使蛋白质从单宁一蛋白质复合物中解

离出来而得到利用。该复合物在沸水、中性和酸性洗涤荆以及

其它有机溶剂中(p日2～8．5)都不潜。sihnikove等(1996a)81

报道了用14c标记的PEG测定没有经过提取的植物样品中单

宁的含量并建议用该方法来估测单宁对瘤胃降解的影响。

如果用PEG法直接测定发酵后底物的消化率，就会高估

了真消化率和表观消化率。而用测定产气量的方法则显得简

便莉相对可靠。因为在含单宁饲料中添加了PEG而导致的产

气量增加与用蛋白质沉淀法测得的单宁含量具有很高的相关

性”1。利用体外产气法的公式可以推算出是否含PEG的有机

物质消化率(0MD)和代谢能(ME)值差异。例如，在一种金合

欢树(Acacia s出Ena)的树叶中，OMD在不加PBG的时候为

5l 4％，而加PEG的时候可达60．2％，这就意味着树叶中单宁

的存在可以降低OMD选8 8％(=60．2％一51 4％)，同样降低

ME值1．34 MJ／kDM。另外，根据产气量，短链脂肪酸(SCFA)

也能够用方程式计算。总之，应用这种方法，根据0MD、ME或

SCm的产量降低值，就可以量化单宁对家畜的副作用。
5结语

单宁在饲料中普遍存在且含量高，能对多种动物产生多

种危害。现已有多种方法供选择来分析单宁的含量．但还投有

统一的标准方法来测定单宁的含量，不同的研究者所用的方

法不尽相同。因为单宁的类型和活性是易变的，我们只有知道

单宁的活性成分以及单宁的类型之后，才可能选择出一种比

较准确的分析单宁古量的方法。对现有的方法进行改进，还需

要做大量的T作，同时还需要进一步了解单宁的生物学和牛

物化学特性。
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