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摘要  利用硫脲紫外法对菜籽饼粕中硫甙、OZT 含量进行了测定 ,根据硫甙降解原理 ,推导出用硫脲紫外法测定ITC含量公式 ,并与银量
法测定ITC结果对比分析 , t 检验表明两者差异不显著( P >0 .05) ;线性分析 ,两者相关系数 R =0 .999 5。由此建立了一个适用于饲料行
业中的快速和大批量同时测定硫甙、ITC 和OZT 的方法 ,该方法操作简单、快速 ,使用普及面更广。
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  菜籽饼粕营养丰富,是潜力很大的优质蛋白饲料资源。

但菜籽饼粕含有硫甙, 硫甙本身无毒, 而在芥子酶的作用下

会转化成异硫氰酸酯、口恶唑烷硫酮、硫氰酸酯或腈类等毒素 ,

对动物机体有很大的毒害作用。OZT 和ITC 更是菜籽饼粕

主要的质量指标, 因此快速测定硫甙及其水解产物 OZT、ITC

具有十分重要的意义。若单独测定各毒素,必将耗时、耗财、

耗力, 不利于大批量的测定。这就需要寻求一种快速、准确、

能够同时测定各毒素的方法。

ITC 国标测定方法气相色谱法[ 1] 灵敏度较高、操作简单、

测定快速 ,可定量到所有的单体ITC, 检测限达1～5 mg/ kg ,

在准确度和重现性上都有较好的结果, 可作为测定ITC 的仲

裁方法( 一法) 。但由于气相色谱法需要昂贵的气相色谱仪、

精酶及各种ITC 标准品, 一般的饲料厂或油厂没有能力购买

和维护仪器 ,分析费用也大; 而国标银量法[ 1] 能较简单直观

地判定菜粕中ITC 含量大小 , 可用粗酶且无需标准品, 成本

也较低, 检测限可达到20～50 mg/ kg ,但操作比较繁琐、耗时 ,

需要复杂的蒸馏装置,每人每天仅能测5～6 个样。

硫脲紫外法[ 2 - 14] 的原理是菜籽粕中硫甙在pH= 7 的条

件下, 可被芥子酶水解生成异硫氰酸酯,β- OH ITC 在极性溶

剂中可自动环化成口恶唑烷硫酮,ITC 与氨作用生成的硫脲和

OZT 在紫外区245 nm处有最大吸收, 可通过测定二者在紫外

区的吸收峰,计算出它们的含量。硫脲紫外法最早由加拿大

学者 Wetter 和 Youngs( 1976) 建立用于测定硫甙的加拿大国

标, 它测定的是ITC 与OZT 混合体 ,以ITC+ OZT 表示硫甙含

量,并可同时测定 OZT 含量 , 但无法用于测定ITC 的含量。

笔者在前人研究硫脲紫外法的基础上, 利用粗芥子酶, 根据

硫甙降解原理, 推导出ITC 的计算公式, 可同时测定菜籽饼

粕中硫甙、ITC 和OZT 含量,建立了一个适合于饲料工业上的

较为简便、快速和经济有效的毒素测定方法。

1  材料与方法

1 .1 试验材料

1 .1 .1 原料。菜籽、脱皮菜仁、脱皮冷榨饼、脱皮冷榨膨化

饼、脱皮冷榨浸出粕、脱皮热榨饼等均采自武汉中排油厂; 市

售印度进口菜粕。

1 .1.2 试剂。磷酸、柠檬酸、磷酸氢二钠、二氯甲烷、95 % 乙

醇、氨水。粗芥子酶 :取白芥子( 72 h 发芽率> 75 % ,存储时间

< 2 年) 约200 g ,粉碎过60 目筛,取筛下物于烧杯内, 加石油

醚( 沸点60～90 ℃) 200 ml , 搅拌5 min , 静止到澄清, 过滤, 用

石油醚冲洗多次, 直至脂肪除净。然后吹干石油醚, 再过 60

目筛, 取筛下物于干燥玻璃瓶内,4 ℃保存,有效期50 d。

1 .1 .3  仪器。分析天平 ;具塞离心管;UV-2102 PC 型紫外可

见分光光度计;LDZ5-2 型离心机; 控温水浴锅; 微量注射器 ;

VORTEX-2 型振荡器;空气浴振荡器; 移液枪。

1 .2 试验方法

1 .2 .1 硫脲紫外法。四分法将样品缩分至200 g 左右, 取一

定量样品置105 ℃烘箱中30 min( 注意: 温度达到105 ℃时再

放样品 ,样品容器应密闭) ,使样品本身芥子酶失活。然后碾

碎装入滤纸包, 置索氏脂肪抽提器中, 加无水乙醚至滤包淹

没,浸泡12 h , 在50～60 ℃水浴锅回流抽提6～8 h。风干 ,40

℃恒温箱干燥2 h ,碾磨过60 目,自封袋保存( 除尽脂肪) 。称

取上述样品0 .1 g( 精确到0 .000 1 g) ,放入10 ml 具塞离心管

中( 加1 粒玻璃珠) , 加50 mg 粗芥子酶,1 ml pH 值7 .0 缓冲

液,2 .5 ml 二氯甲烷 ,盖紧塞子,漩涡混合器充分混合,再于电

动振荡器上振荡2 h( 30 ℃,200 r/ min) 。将反应后的样品离

心( 3 500 r/ min ,15 min) ,离心后分为3 层, 上层为水层, 中间

为饼粕 ,下层为含酶解产物的二氯甲烷。吸取下层50 μl 二

氯甲烷2 份, 一份加20 % 氨 - 乙醇3 ml , 一份加95 % 乙醇3

ml ,漩涡混合器充分混合,50 ℃水浴2 h , 冷却。用紫外分光

光度计在235 nm、245 nm、255 nm波长处测定吸光度。空白除

不加试样外,其他处理均与样品处理一致。

加20 % 氨- 乙醇是测定ITC▲ ,即是总的硫甙含量,计算

公式为 :

ITC▲= OD245 校正×28 .55( mg/ g)
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OD245校正= OD245 - ( OD235 + OD245) / 2( 注:ITC▲= ITC +

OZT) 。

加95 %乙醇是测定 OZT, 计算公式为 :

OZT = OD245 校正×22 .1( mg/ g)

OD245校正= OD245 - ( OD235 + OD245) /2

1 .2 .2 硫脲紫外法测定ITC 推导换算公式。以丁烯基硫甙

( A,分子量412) 表示硫甙,3- 丁烯基异硫氰酸酯( B, 分子量

113) 表示硫脲法测得异硫氰酸酯,5- 乙烯基- 2- 口恶唑烷硫酮

( C,分子量129) 表示口恶唑烷硫酮。根据一分子硫甙可降解为

一分子异硫氰酸酯, 可推导出 A = 3 .646B; 同理, 一分子 OZT

由一分子β- OHITC 极性条件下环化而来,故可用硫脲法测得

ITC 总量,扣除OZT 换算成的ITC 量,即可推导出银量法所测

ITC 量( D, 丁基异硫氰酸酯表示, 分子量115) ( 图1) 。由图1

推导换算公式: A = 412
113

B = 3 .646B; D = 115
113

( B - 113
129

C) =

1 .018B- 0 .891C。

图1 硫脲紫外法与银量法换算关系

Fig .1  The conversion relation betweenthiourea ultraviolet method

and argenti metry

1 .2.3 项目测定及数据处理。银量法 :采用 GB/ T 13087-1991

的测定方法; 粗脂肪: 采用 GB/ T 6433- 1994 方法测定; 水分 :

采用GB/ T 6435-1986 方法测定; 毒素含量: 各样品毒素含量

均以其绝干脱脂粕测定值根据样品含油量和水分换算成原

样绝干物中的含量。

数据处理: 试验数据经Microsoft Excel 初步整理, 再利用

OriginLab 数据处理软件进行分析 ,数据均用平均数±标准差

表示。

2  结果与分析

2 .1 硫脲紫外法测定结果

2 .1.1 粗酶用量考察。硫甙含量不同, 所需粗酶用量也不

一样, 为保证酶解效果彻底, 需对粗酶添加量进行测定。参

考蒋玉琴等的方法[ 8] , 设定酶添加量梯度, 每100 mg 样品分

别添加30、50、70、90 及110 mg 粗芥子酶( 图2) 。经测定,30

mg 粗酶最高能酶解约8 mg/ gITC,50、70、90 mg 及110 mg 组能

使所有样品完全酶解。故所有结果均以50 mg 粗酶添加量组

数据计算。

2 .1.2 不同样品毒素含量。见表1。

2 .1.3 推导换算公式计算结果。见表2。

2 .2 硫脲紫外法与银量法对比

2 .2 .1 银量法测定结果。为验证硫脲紫外法推导换算公

式, 用银量法做对比测定, 结果见表2。

2 .2.2 t 检验。t 检验表明, 推导公式计算值与银量法测定

值差异不显著( P > 0 .05) 。表明推导公式适用于菜籽饼粕中

ITC 的定量。银量法测定值大多比推导公式计算值低, 分析

原因可能是由于少量的不易汽化的异硫氰酸酯难以随水蒸

汽蒸馏出来,故值偏低。

注 :1 .菜籽 ;2 .脱皮菜仁 ;3 . 脱皮冷榨饼 ;4 . 脱皮冷榨膨化饼 ;5 . 脱

皮冷榨浸出粕 ;6 .脱皮热榨饼 ;7 . 预榨浸出粕 ;8 . 印度菜粕。

Note :1 ,Rapeseed ;2 ,Dehulled rapeseed ; 3 ,Dehulled-col d pressed rape-

seed cake ; 4 , Dehulled- cold pressed- expansion rapeseed cake ; 5 ,

Dehulled- cold pressed-extraction rapeseed meal ; 6 , Dehulled- hot

press rapeseed cake ;7 ,Prepressed- extraction rapeseed meal ;8 ,India

rapeseed meal .

图2 粗芥子酶添加量与ITC 测定值关系

Fig .2 Therelationship betweentheadditionof crude myrosinaseand

measured ITCcontent

表1 不同样品的ITC▲和OZT含量

Table 1 ITC▲ and OZTcontents indifferent samples mg/ g

样品 Sample ITC▲ OZT

菜籽Rapeseed  5 .82±0 .29 3 .26±0 .21

脱皮菜仁Dehulled rapeseed 7 .43±0 .34 4 .68±0 .28

脱皮冷榨饼 Dehulled- cold 6 .83±0 .40 4 .05±0 .25

pressed rapeseed cake

脱皮冷榨膨化饼 Dehulled- cold 4 .87±0 .55 2 .76±0 .06

pressed-expansionrapeseed cake

脱皮冷榨浸出粕 Dehulled- cold 2 .16±0 .01 1 .08±0 .06

pressed-extraction rapeseed meal

脱皮热榨饼 Dehulled- hot press rapeseed cake 6 .26±0 .50 2 .96±0 .17

预榨浸出粕Prepressed- extraction rapeseed meal 4 .80±0 .41 2 .46±0 .10

印度菜粕India rapeseed meal 13 .53±0 .21 0 .47±0 .11

表2 ITC 硫脲紫外法与银量法测定ITC 结果

Table 2  The determined results of ITC content by thiourea ultraviolet

method and argenti metry method mg/ g

样品
Samples

硫脲紫外法
Thiourea ultraviolet method

硫甙1 ITC1

银量法ITC2

Argentometry
method

菜籽Rapeseed   21 .21   3 .02  2 .91±0 .04

脱皮菜仁Dehulled rapeseed 27 .08 3 .39 3 .22±0 .11

脱皮冷榨饼 Dehulled- cold 24 .90 3 .34 3 .48±0 .10

pressed rapeseed cake

脱皮冷榨膨化饼 Dehulled- cold 17 .74 2 .50 2 .40±0 .06

pressed-expansionrapeseed cake

脱皮冷榨浸出粕 Dehulled- cold 7 .89 1 .24 1 .20±0 .13

pressed-extraction rapeseed meal

脱皮热榨饼 Dehulled- hot 22 .82 3 .74 3 .60±0 .09

press rapeseed cake

预榨浸出粕Prepressed- extraction 17 .51 2 .69 2 .45±0 .05

rapeseed meal

印度菜粕India rapeseed meal 49 .33 13 .35 13 .00±0 .02
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2 .2 .3 线性相关性。经 OriginLab 数据处理软件分析, 硫脲

紫外法与银量法相关性 R = 0 .999 5( 图3) 。

图3 硫脲紫外法与银量法测定ITC 结果关系

Fig .3  The relationship of ITC determined by thiourea ultraviolet

method and argentimetry method

3  结论

(1) 利用硫脲紫外法同时测定菜籽饼粕中硫甙、ITC 与

OZT 含量, 仪器、设备简单, 操作简便快速, 每人每天能测40

份左右样品, 适合于油厂和饲料企业中的快速和大批量

测定。

(2) 由表1、2 可见, 硫脲紫外法的标准差普遍比银量法

大, 为得到较精确的测定值最好多次测定取平均值, 同时为

保证有较好的重复性,应严格操作条件。

  ( 3) 硫脲紫外法最小检测限一般在300～500 mg/ kg ,一些

低毒或脱毒菜籽饼粕不建议用硫脲紫外法, 仍需用银量法。
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是1 种聚间苯三酚的复合物 , 不过其结构还有待于鉴定。

表5 马尾藻多酚的体外抑菌结果

Table 5 The results of antimicrobial experi ment in vitro with Sargassum

polyphenol mm

大肠杆菌
Escherichia
coli

枯草芽孢杆菌
Bacillus
subtilis

沙门氏杆菌
Sal monella

enterica

金黄色葡萄球菌
Staphylococcus

aureus

对照组
Control group

10 9 13 - 0

10 9 14 - 0

10 7 14 - 0

11 7 16 - 0

9 12 11 - 0

10 7 12

 注 :“- ”表示无抑菌圈。

 Note : - stands for no bacteriostatic circle .

  ( 3) 采用体外抑菌试验的纸片法来鉴定褐藻多酚的抗

菌活性, 结果发现褐藻多酚对沙门氏杆菌抑菌效果好 , 其次

是大肠杆菌, 对枯草杆菌也有抑菌圈 , 但对葡萄球菌则无抑

菌圈。

( 4) 马尾藻中多酚的提取率随样品采集时间、地点不同

而变化, 植物原料的贮存 , 干燥, 粉粹 , 提取溶剂, 温度都可

能改变多酚的化学结构和提取效率 , 从而改变了多酚的化

学、物化和生物活性, 使测得值与真实值情况有很大出入。

据一些资料报道在藻体的不同部位其活性成分含量是不一

样的。

( 5) 马尾藻多酚的结构分析有待于进一步研究 , 利用其

具有特异性生物活性成分的化学结构作为模式, 进一步合

成或半合成有特殊疗效的新药, 以开创中国“蓝色药业”发

展的新局面。
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