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Wi11umsen11）はイオンペア抽出とイオンペア高遠液体  

クロマトグラフ法を検討して，従来のガスタロマトグラ  

フ法よりも精度，迅速性ともに優れていることを示した。  

また，山崎ら13）は，この方凌がアンモエア処理した飼料  

寧からの4（5トメチルイミダゾール定厳に有効であると  

報告している。   

本研究では，混播牧草，稲わら，小変押を用いて，ア  

ンモエア漉度（無処艶1％，2％，3％，4％，6％，9％，  

乾物当たり％）を変えて処理したときの4（5）－メチルイ  

ミグゾール生成應の遜いをイオンペア抽出・イオンペア  

液体タロマトグラフ法で検討した。また，7段階の4（5ト  

メチルイミダゾール磯度に対するジアゾカップリング里  

色反応のマンセル櫓と標準色彩表（色相・明度・彩  

度）15〉を求め，それら飼料革申の4〈5トメチルイミダゾー  

ル濃度を推定することができるかどうかを，パネルテス  

トによって検肘した。  

材料と方法   

川 供就材料とアンモニア処理  

1番刈りの牧乾草（オーチャードグラス，チモシー，  

ホワイトクローバの漉播），稲わら，小変押をロールベー  

ルに収穫，ラッピングした後，「はくのうSシステム」＄〉  

によって液化アンモニアを注入，処理した。アンモエア  

処理汲皮は材料乾物当たり1％～9％の範囲とし，牧草  

サンプルでは3％処理区5点，6％処理区2点，9％処理  

区2点の計9点，稲わらサンプル無処理区1点，1％処  

矧茎1点，2％処理区1点，3％処理区3点，4％処理区1  

点，6％処理区4点の計11点，小変稗サンプルは無処理  

区1息 3％処理区2点の絆3点，合計23サンプルにつ  

いて検討した。アンモエア処理期間ほそれらの消化率の  

改善が十分に期待される期間とし，外気温を考慮して8  

過～11週間とした。  

（2）4（5トメチルイミダゾール分析  

A．イオンペア高速液体クロマトゲラフ波   

風乾物0．5gを0．2Mリン教授衝液4ml（pH6．0に調  

整）で抽出した乱 さらに抽出物を0．1M2－エチルヘネ  

シルリン観を含むクロロホルム液4mlで抽軋クロロ  

ホルム層を回収した。このクロロホルム液2mlを0．1M  

リン髄液2mlで逆油漉し，フィルター（0．45〟m）で  

濾過後，液体クロマトグラフ放で分離定威した11〉。カラ   

緒 言  

イネ科賽押など，低質な粗飼料翠に対するアンモニア  

処理技術は，ほかの処理方法よりも簡便で，また安価に，  

その栄養価を高める方法として広く潜及している。たと  

えば，稲わらの平均的可消化寒分総意ほおよそ40％と  

されているが，乾物当たり3％のアンモエアによって処  

理された蟻合，55％程度まで改認されることが認められ  

ているd）。アンモニア処理翠に対する飼料安全法も整備  

され，委託米務による「ロールベール集箪・梱包とアン  

モニア処理」翠鍵が本格化しようとしており，その処理  

餞は現在の実績処理数20万トンを大幡に上まわること  

が予想される8）。   

しかし，極めて稀なケースとして，アンモニア処理牧  

乾草の給与が血因とみられる急性疾病の挙例が報告され  

ている∂，7・8・川ユ2） 。授乳申の子年の発病例では，アンモ  

エア処理した飼料軍を摂取した・母年からの乳成分洩縮を  

介して発症し，急性の全身燈攣を伴い，ほとんどの場倉  

発病2～3時間後に急死することが観察されている。急  

性疾患に至らない場合でも，ルーメン微生物の消化活性  

への魚作用が観察されている1－2〉。とくに，アンモニア  

処理が乾翠調製に失敗した材料のかび防止にも役立っこ  

となどの理由から，若くて可溶性糖類に富む牧翠難に対  

してアンモニア処理が施された場合に多く認められる。  

これは，アンモエア処理過程において劉生される様々な  

成分のうち，可溶性機矯とアンモニアとのメーラード反  

応で生じる4（5トメチルイミグゾールの生理作用と密接  

に関係するものと推察されている7・8・9〉。したがって，4  

（5トメチルイミタソールや類似物質の漉度と疾病発生と  

の関係，処理材料の種類やアンモエア処理の条件，家畜  

側の要因など（月齢，性別，畜種）を検討する必要があ  

る。これまで，4（5トメチルイミグゾール含有率を敵性デ  

タージ ェント繊維中の斐来合有率から推定することが試  

みられている。さらに，簡便に，また精度よく，4（5トメ  

チルイミダゾールを生産現場で測定できることになれ蛾  

未然にこれらの疾病を防止することができるので，その  

簡易な測定方魔の開発にも期待が寄せられる。   

一般食鼠 薬品，動物臓器申の4（5トメチルイミダゾー  

ルは，ジアゾカップリング反応による分光光度法，尊層  

クロマトグラフ払 ガスクロマトグラフ払 液体クロマ  

トグラフ故によって測定されている‖・14〉。Thomsen＆  
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±6．7％，5分区88．2土3．8‰10分区99．0±1，5％であっ  

たので，以後，抽出時間は10分間とした。  

B．ジアゾカップリング呈色反応   

牧琴サンプル（No．1，No．2，No，3，No．5；Table  

lを参照）と稲わら（No．5；同表参照）を用いて，4〈5ト  

メチルイミダゾール添加盈（50，100，150J∠gg〟1Ⅰ）M）  

に対するジアゾカップリング宴包皮応を分光光度放で求  

め，アンモニア処響輝からの4（5トメチルイミダゾール  

定駿のその有効性について検討した。前述の方法で得た  

リン駿抽出液1．5mlに，ジアゾ試薬0．75mlと6％炭酸  

ナトリウム溶液0．75mlを加えて発色させ川，希釈した  

後，498nmにおける吸光度を測定した。  

ムはぎinepakSILC8－5（250×4．6mmI．D‥ 日本分  

光）を使用し，メタノールー0．2Mリン敬二水薬カリウ  

ム・水（32．5：25：42．5；0．005Mドデカンスルフォン  

酸ナトリウムを含有）を1．Oml／minで送液し，  

215nmで検出した5）。なお，無処理の小変稗（4（5トメ  

チルイミダゾールを含有していないもの）への4（5トメ  

チルイミダゾール添加試験（1，2．5，5，10，35，50，1  

00，150，200〃g訂】DM）を行って，イオンペア高速  

液体クロマトグラフ法による検出精度を検討し，本実験  

系でほ毎gg‘－DM以上の磯度において正確に測定で  

きることを確認した。また，牧翠サンプル（3サンプル  

を供寓）申の4（5）一メチルイミダゾールの回収率（反筏  

例数3）は20分・摘出区を100とした場合，3分区83．4  

Tablel．4軌mぬylimodazoleconc弧trationsofammonia－treat¢dhayandceralsもraw8・  

Ammoniatl・eatment Mean±S．D．（n＝3）  
（％DM）  （〟gg－】DM）  

Sample  

37．8 土0．7  

30．4 士0．1  

trace  

13．5 ±1．1  

80．7 ±1，8  

100．0 士4．4  

175，8 ±0．6  

126．7 士2．0  

190．0 士8．4   

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
6
 
6
 
9
 
9
 
 

ND  

O．2 ±0  

0．2 ±0．1  

0．2 ±0．1   

trace  

O．2 ±0．1  

2．4 士0．8   

tl・aCe  

O．2 ±0．1  

1．3 ±0．5  

0．2 ±0   



横江泰彦・後藤正和・西川司朗・常田富治   10  

また，牧翠サンプル（No．3）に亜5）－メチルイミダゾー  

ルを添加して，ジアゾカップリンダ墨色反応による7段  

階のマンセル偵と標準色彩義（色相，明度，彩度）を作  

成し，牧輩サンプルむ点と稲わら1点の発色性からのマ  

ンセル値正解率の検討を蘭学系学生32名によるパネル  

テストで実施した。なお，各濃度の4（5トメチルイミダ  

ゾールのマンセル低と機準色彩表は，0〃gg仰】DM，5  

Y8／14＝タンポポ色；30〝gg仙】DM，5YR7／14＝ニ黄  

赤色；50掴g…王DM，5YR6．5／13＝オレンジ色；80  

〟ggWIDM，2．5YR6．5／12ニニ人参色；100〟gg仙lI〕M，  

10R5．5／12＝丹色；150〟gg－1DM，9R5．5／14＝＝金  

赤色；200J∠gg¶tDM，6R5．5／14＝朱色15）であった。  

結果と考察  

アンモニア処理坤に劉生された 魂5トメチルイミグゾー  

ル駿は，牧撃とイネ科発揮との閲で郎著に輿なった  

（T8blel〉。稲わらや愛好からの4（5トメチルイミグゾー  

ルは，アンモエア処理の濃度と関係なく，ほとんど検出  

されなかった。一方，牧乾草の場合には，アンモエア磯  

度3％処理区で14～飢〟gg…1Ⅰ〕M，6％処理区100～17  

6〃gg－1DM，9％処理区127～190〃gg…皇DMと，ア  

ンモエア濃度の増加に対応して4（5トメチルイミダゾー  

ル生成腰が増加した。とくに，6％以上のアンモニア濃  

度で処理された牧草では，家畜に対する有嘗性が厳在化  

するとされる，12紬gg・－1DMイ寸近（番田ら，私信）  

ないしはそれをうわまわるのが観察された。また，アン  

モエア3％処理区のなかにも，危険域に近い裔濃度の4  

（5トメチルイミダゾール駿が検出された。これらのこと  

ば，アンモエア処理された牧串を給餌された家畜のみに  

11ypereXCitability発症例がみられることと・一致す  

る3・8・9・拘12） 
。   

山般に，アンモエア処理の過程では加水分頗による発  

熱をともなうが，これはアンモニアの処理淡皮が高いほ  

ど，また材料の水分含有率が高いほど高くなることが知  

られている。すなわち，ラップ内温度は，アンモニア注  

入後数時間旧から上界し始めて血両目中にはしばしば  

60～70℃以上にも透し，以後，徐々に下降して2週間ぐ  

らいで外気温に収束する5）。したがって，このようなラッ  

プ内の高温皮が，牧草申の可溶性糖類とアンモエアとの  

メイラード反応を促進し，しかも商濃度アンモニア処理  

l真において4（5トメチルイミグゾールを含む食堂発現状  

1．0  
A：Rl⊂○～t川W nOら yニュご＼】Ull■＝  
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ペ
）
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Fig．1．Diazo coupling・Values oぎadded  

4・MI（methylimidazole）in various  

roughag・¢S，   

化合物を多く生成させたものと推察されるり。また，ロー  

ルベールの中心部ほど高温になりやすいことや，梱包材  

料の底部ほどアンモエア漉度が高くなりやすいことから，  

同山ラップ内における品質の不均山さも生じやすい。と  

くに，パックサイロやスタックサイロによるアンモニア  

処筆削こ際しては，これらの点に注意して材料の水分含有  

率，サイロの大きさ，梱包密度，密封作楽，保管場所な  

どを十分に考慮する必要があると考えられる5〉。なお，  

アンモエア3タ石処理区で観察された4（弘メチルイミダゾー  

ル生成魔のサンプル閲のぼらつきが，可溶性糖類など，  

処理材料申の桝成成分蔑によるかどうかば明らかでなかっ  

た。   

ジアゾ就燕による墨色反応は，生化学の分野などで，  

たとえば，フェノール物質やイミダゾールの検出に広く  

用いられてきている。牧草や蒸稗などの構成成分そのも  

ののなかにはジアゾ試薬とカップリング反応するものが  

多いことから，まず，それら爽雑物の影轡の有無につい  

て検討した。牧草サンプル4点と稲わらサンプル1点に  

対する4（5）一メチルイミダゾール添加実験の結果（Fi9．1），  

4（5トメチルイミダゾール駿と吸光度との問には有意に商  

い正の相関関係が認められた（ごニ0．989，P＜0，001）。  

…・方，牧草サンプルNo．1，No．2，No．5のY紬上切片  

は近似した値であったのに，No．3のそれとはかなり異  

なった。このことは，稲わらサンプルと牧翠サンプルと  

の間，両飼料サンプルと棲準曲線との間にも観察された。  

各サンプルのリン酸抽出液そのものに組められる有色性  

がY紬上切片に及ぼす影轡ほ小さかったことから（い  

ずれも498nmにおける吸光度が0．銅程度），これはジ   
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アゾ試薬とのカップリング反応によると考えられるが，  

リン酸抽出液申にフェノール酸とそのアルデヒド筋，ア  

ミノ酸がまったく検出されなかったので，飼料申のどの  

ような成分とのメイラード反応による劉生軌 あるいは  

それ以外の要因によるかば明らかでなかった。したがっ  

て，アンモエア処理された飼料翠の射5トメチルイミダ  

ゾール應をジアゾカップリング反応による分光光度放で  

測定することは分析粕度が低くなるものの，ある範囲で  

推定するには有効であると考えられた。   

そこで，4（5トメチルイミダゾール濃度（0，30，50，80，  

1（札150，200楯g－1DM）のジアゾカップリング望色反  

応のマンセル値と橡準色彩表を作成し，稲わらや牧草サ  

ンプル申の4（5トメチルイミグゾール含有蔑を推定でき  

るかをパネルテスト放で検討した（Tab‡e2）。供試し  

た6サンプルのうち，4（5トメチルイミダゾール磯皮がそ  

れぞれ帥gg抑’DM（ブランク），50〟gg州支DM，176  

拘凱㌻1DMの牧草サンプルに関する正解率は，それぞ  

れ100％，87．5％，96．0％ときわめて高かった。山方，  

正解率が1臥8％と低かった30甘凱がl】〕Mの濃度区のそ  

れは 50〟gg〉iDMのものと，正解率が31．3％となっ  

た100〟gg刑1DMの磯皮区のそれは80〝gg鵬‡DMの  

ものと判定された。また，稲わらサンプルは標準色彩褒  

の30〃gg－－DMレベルに相当すると判定され，爽雑物  

による判定精度への彩響もうかがわれた。これは，先に  

得られた吸光法のそれとも一致する結果となった。した  

がって，この方法の実用的に利用できる範囲は，アンモ  

エア処理された飼料輩を給餌された家畜に発症例がみら  

れるhyperexcitabilityを誘因する危険性がきわめて  

低い50舶gg山一DM以下，嚢注意あるいほ再検を資する  

80～100〟gg山1DMレベル，絶対危険の150J∠gg山｝  

DM以上の3段階のレベルとするのが妥当であると考  

えられた。さらに，抽出，分離過程を簡便化するための  

吟味がなされれば，牧輩申の硝酸態餐発破度の簡あ測蔑  

審と同様に，生産現場での簡易検定法として活用されう  

るとも考えられる。  

要  約  

アンモニア処理された粗飼料申に副生される4（5）－メ  

チルイミダゾール駿を，材料の種類（牧乳 イネ基，変  

符）やアンモエア濃度（0，1，2，3，4，6，9％）との  

l媚係を検討した。また，生應現場などで簡単に∠i（5トメ  

チルイミダゾール鼠を検出する方法として，ジアゾカッ  

プリング呈包皮応によるマンセル値と標準色彩表（色相・  

明度・彩度）が有効であるかどうかを，パネルテストで  

判定した。   

稲わらや変稗からの4（5トメチルイミグゾールは，ア  

ンモニア処理の濃度と関係なく，ほとんど検出されなかっ  

た。山方，牧乾尊の場合には，アンモニア濃度3％処理  

区で14～81〃gg…1DM，6％処理区100～176〃gg－－  

DM，9％処理区127～190〃gg‾‡DMと，アンモニア  

Table2．Paneltestordiazocouplingcolorsrorestimating4（5トmethylimidazole  

inammonia－treat8drougせはgeS．  

Percentage  
OfCorrecも  Percenもag・eOrincorrecもanswers（Color，％）  
anSWer  

Sample† w   
5y8／14 5yr7／14 5yr6．5／132．5yr6．5／1210r5．5／12 9r5．5／14 6r5．5／14  
ハ．  ． 二   ′nn．、＿、＿．】 ノ■rn．＿ ＿∴l  一ノハ∩ ‥ ＿1  √1∩ハ ‥．＿ コ  ／1【‾∩ト ．一 コ  ーノnnn．＿ ＿Ⅰ  Color ％（紬gg州ミ（3地gg‾‡（5紬gg洲－（8紬gg仙l（100〟gg－1（150〃gg－－（20紬ggw糞  
DM）  DM）   DM）   DM）   DM）   DM）   DM）  

別ank  5y8／14  ま00  

Rieestraw恥25y8／14  0  

Hay No．2  5yr7／141臥8  

HayNo．1‡ 5yr6．5／1387，5  

Hay No．6 10r5．5／1231．3  

Hay No．7  9r5▲5／14 96．9  
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†TlleSamPIcstcstedherc＼＼rerCnOtediIITablel．  

‡The4（5トmethylimidazoleconcentrationo用ayNo．1wasabjustedto50ppmbyaddingthepure   
chemicals．   
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濃度の増加に対応して4（5トメチルイミダゾール生成駿  

が増加した。   

マンセル億と標準色彩表に基づいたパネルテストによ  

る4（5いチルイミダゾールの磯皮判定結果ほ，その淡  

度が0〟ggDM‾l（ブランク），50〃gg㌦lDM，176〟g  

g仙】DMにおいてそれぞれ100％，87．5％，96．0％と法  

わめて高かった。18．8％の正解率となった30〟gg…1  

DMサンプルはおもに50楯g－1DMと，31．3％の正解  

率となった100〟gg一号DMサンプルは80〟gg・‾iDM  

と判定された。総じて，パネリストによる判定は正確な  

ものであった。  
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