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中华人民共和国国家标准
《饲料中噁唑烷硫酮的测定 紫外分光光度法》
编制说明
[bookmark: _Toc18963143]一、标准制定背景及任务来源
[bookmark: _Toc18963144]1. 标准制定背景
噁唑烷硫酮（oxazolidinethione）由 R 基团上带有β-羟基的硫葡萄糖甙经酶解再环化而形成的，是十字花科植物及其近缘植物白花菜科中（如西兰花、甘蓝、芥兰、卷心菜等）大量存在的硫代葡萄糖苷的酶解产物[1]。在食物或饲料加工及其摄入的过程中植物组织被破坏，植物中的芥子酶或肠道微生物产生的芥子酶与硫代葡萄糖苷接触，在水分存在的条件下，酶解生成许多代谢产物。首先，硫代葡萄糖苷水解生成糖苷配基（thiohydroximate-O-sulfonate）和等摩尔的葡萄糖及硫酸氢钾（KHSO4）。随后，由于糖苷配基极不稳定，进一步反应生成异硫氰酸酯、乙烯基噁唑烷硫酮（vinyloxazolidinethione，VOT）、腈（RCN）或硫氰酸酯（SCN）。在中性pH条件下，糖苷配基生成异硫氰酸酯，当母体硫代葡萄糖苷在C-2上有一个羟基（OH）时，则形成不稳定的异硫氰酸酯，快速反应生成噁唑烷硫酮[2]。
由芸苔属植物（包括油菜、芥菜、甘蓝等）制作的饼粕是优良的饲料蛋白质资源，同时芸苔属饲草和种子饼粕也是饲料中硫代葡萄糖苷的主要来源，硫代葡萄糖苷的含量限制了芸苔属植物的有效利用。硫代葡萄糖苷的不利影响与其在饲粮中的浓度有关，摄入大量的硫代葡萄糖苷对动物健康和生产会产生不利影响。长期以来，硫代葡萄糖苷被认为可以降低动物的采食量，诱发碘缺乏及甲状腺、肝和肾肿大，高剂量甚至可以引起死亡。不同动物对硫代葡萄糖苷有不同的耐受力，死亡常见于采食高剂量硫代葡萄糖苷的猪、鼠、兔中。反刍动物对饲粮中的硫代葡萄糖苷不敏感，而单胃动物较反刍动物敏感，年幼动物较成年动物和老龄动物敏感。反刍动物、猪、兔、家禽和鱼对饲粮中硫代葡萄糖苷总量的耐受量分别为1.50～4.22、0.78、7.00、5.40 和3.60 μmol/g。高水平硫代葡萄糖苷可使家禽死亡率升高，产蛋率和蛋重下降，也可引起鱼生长抑制和甲状腺功能受损。猪对硫代葡萄糖苷更为敏感，有时甚至是致命的[3]。事实上，硫代葡萄糖苷本身并没有生物活性，其抗营养作用由降解产物异硫氰酸酯、噁唑烷硫酮、硫氰酸酯和腈等诱发。硫代葡萄糖苷降低采食量是由于异硫氰酸酯和噁唑烷硫酮等苦味物质引起的。异硫氰酸酯和噁唑烷硫酮可引起甲状腺代谢功能改变和甲状腺肿大[3]，长期摄入含硫代葡萄糖苷的植物可造成生殖功能受损[4]。乙烯基噁唑烷硫酮抑制三碘甲腺原氨酸（T3）和四碘甲腺原氨 酸（T4）的合成，引起甲状腺形态和功能改变，最终导致甲状腺功能减退和甲状腺肿大[2]。
为保证养殖动物健康和生产、人类健康及环境没有危险，欧洲议会和欧盟理事会第2002/32/EC指令（第14版）《动物饲料中的不良物质》附件1“第三部分 内源性植物毒素”规定了饲料原料和饲料产品中乙烯基thiooxazolidone（5-vinyloxazolidine-2-thione）和挥发芥子油限量标准（见表1）。GB 13078-2017《饲料卫生标准》规定了饲料原料和饲料产品中的噁唑烷硫酮的限量和检测标准方法（见表2）。
表1 欧盟第2002/32/EC指令关于饲料中异硫氰酸酯和噁唑烷硫酮的限量规定
	项目
	产品名称
	限量（mg/kg）

	乙烯基thiooxazolidone（5-vinyloxazolidine-2-thione）
	全价饲料
不包括：
-用于猪的全价饲料
-用于狗，兔，马和毛皮动物的全价饲料
	300

200
50

	挥发芥子油
	全价饲料
不包括：
-用于猪的全价饲料
-用于狗，兔，马和毛皮动物的全价饲料
	300

200
50


表2  GB 13078-2017饲料中异硫氰酸酯和噁唑烷硫酮限量和试验方法
	项目
	产品名称
	限量
（mg/kg）
	试验方法

	异硫氰酸酯（以丙烯基异硫氰酸酯计）
	饲料原料
	菜籽及其加工产品
	≤4000
	GB/T 13087

	
	
	其他饲料原料
	≤100
	

	
	
	犊牛、羔羊精料补充料
	≤150
	

	
	饲料产品
	其他牛、羊精料补充料
	≤1000
	

	
	
	猪（仔猪除外）、家禽配合饲料
	≤500
	

	
	
	水产配合饲料
	≤800
	

	
	
	其他配合饲料
	≤150
	

	噁唑烷硫酮
（以5-乙烯基-噁唑-2-硫酮计）
	饲料原料
	菜籽及其加工产品
	≤2500
	GB/T 13089

	
	饲料产品
	产蛋禽配合饲料  
	≤500
	

	
	
	其他家禽配合饲料
	≤1000
	

	
	
	水产配合饲料
	≤800
	


近年来，在动物蛋白资源紧张、环境保护、低碳养殖和无抗养殖的大趋势下，饲料行业对植物及其副产物包括十字花科植物饲料资源的开发和利用日渐活跃。油菜是世界第三大油料作物，我国是世界上油菜籽产量最大的国家，2018年我国油菜籽总产量为1430万吨，油菜籽制油后产生大约780万吨的菜籽饼粕，含粗蛋白质30%～40％、赖氨酸1.0%～1.8%、色氨酸0.3%～0.5%，蛋氨酸0.5%～0.9%，同时其钙、磷及锌、铁、锰、硒等微量元素含量丰富，是一种理想的、潜在的、相对价廉优质蛋白资源，具有很高的开发利用价值。但由于其含有大量硫代葡萄糖苷，硫代葡萄糖苷的酶解产物异硫氰酸酯、噁唑烷硫酮、硫氰酸酯和腈等抗营养因子限制了菜籽饼粕的高效利用。
噁唑烷硫酮的快速准确定量检测对于菜籽饼粕安全高效利用、保障饲料质量安全具有非常重要的意义，ISO于1983年发布了ISO 5504《含油种子及其去油后的饼粕中异硫氰酸酯和乙烯基噁唑烷硫酮的测定》，并于1992年进行了修订，标准名称改为《菜籽饼粕中总异硫氰酸酯含量和乙烯基噁唑烷硫酮含量的测定》，但于1998年被废除，未见有新的替代标准发布。我国目前现行有效的噁唑烷硫酮国家标准检测方法为GB/T 13089-1991，该标准实施20多年来，由于检测波长设定为“从200 nm至280 nm测定其吸光度值，用最大吸光度值减去280 nm处的吸光度值得试样测定吸光度值AE”，未固定检测波长，而菜饼、菜粕、畜禽配合饲料、水产配合饲料基质不一样，导致其样品酶解提取液在200 nm至280 nm最大吸收波长不一致，样品检测重复性极差，无法采用此标准开展实际样品检测，该标准采标率特别低，亟需修订。NY/T 1799-2009《菜籽饼粕及其饲料中噁唑烷硫酮的测定 紫外分光光度法》较好解决了这一问题，该标准从测定原理、分析步骤进行了改进，固定了检测波长，实际操作可行。GB 13078-2017《饲料卫生标准》规定了噁唑烷硫酮的试验方法为GB/T 13089，因此，GB/T 13089-1991《饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》修订以《NY/T 1799-2009菜籽饼粕及其饲料中噁唑烷硫酮的测定 紫外分光光度法》为基础，主要从芥子酶原料的选择和制备、芥子酶的用量、酶解效果比较、精密度试验、检出限的确定等方面进行系统研究，并根据GB 13078-2017《饲料卫生标准》规定，采集主要菜籽及其加工产品、畜禽配合饲料和水产配合饲料等样品，开展实际样品检测，对该检测标准方法进行修订，旨在为加强饲料安全监管提供国家标准检测方法，对于保障我国养殖畜禽和水产品的质量安全具有重要意义。
[bookmark: _Toc18963145]2. 任务来源
该国家标准修订项目原由中国农业科学院北京畜牧兽医研究所承担，10多年来，中国农业科学院北京畜牧兽医研究所投入了大量的人力、物力和财力开展该标准的修订工作，但由于种种原因，一直未能如期完成，2018年7月中国农业科学院北京畜牧兽医研究所主动向全国饲料工业标准化技术委员会秘书处提出，鉴于通威股份有限公司长期开展该项目的检测，建议改由四川威尔检测技术股份有限公司、中国农业科学院北京畜牧兽医研究所、通威股份有限公司共同承担《GB/T 13089-1991饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》标准修订工作。全国饲料工业标准化技术委员会秘书处经与国家标准化管理委员会沟通，2018年9月29日秘书处口头通知四川威尔检测技术股份有限公司、中国农业科学院北京畜牧兽医研究所、通威股份有限公司共同承担该标准的修订工作。本标准修订项目由全国饲料工业标准化技术委员会（SAC/TC 76）提出并归口，项目编号为20061687-T-469。
[bookmark: _Toc18963146]二、主要工作过程
[bookmark: _Toc18963147]1. 成立标准编制小组
2018年9月30日，四川威尔检测技术股份有限公司、通威股份有限公司接到《饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》国家标准修订项目任务后，对该标准的具体工作进行了认真研究，确定了总体工作方案，组建了标准编制小组，制定工作计划，落实人员与分工，详见表3。
表3  标准主要起草人员和任务分工
	人员
	职称
	承担任务

	张凤枰
	教授级高工
	项目主持人，负责项目的全面工作

	佟建明
	研究员
	标准研究方案设计、标准文本和编制说明编写和完善

	雷宝良
	高级工程师
	检测方法研究、样品检测

	宋 涛
	高级工程师
	标准文本和编制说明编写和完善、方法验证、征求意见

	杨发树
	高级工程师
	标准文本和编制说明编写和完善、方法验证、征求意见


[bookmark: _Toc18963148]2. 技术路线和项目方案的制定
2018年10月，标准编制小组成员查询和收集了国内外相关标准和文献资料，确立了标准制定指导思想，制定了标准制定技术路线和试验方案。
饲料中噁唑烷硫酮测定方法修订
面向全行业征求专家和同行意见
标准的初审、终审和报批
国内主要饲料检测实验室方法验证

芥子酶的选择、制备和酶解条件的优化
酶解条件的选择和优化
饲料原料和产品样品收集和测定
饲料中噁唑烷硫酮测定方法学考察

图1 标准修订技术路线
[bookmark: _Toc18963149]3. 开展方法学研究、实际样品检测
2018年11月～2019年2月，标准编制小组开展了芥子酶原料的选择和制备、酶解条件的选择和优化、精密度试验、检出限的确定、饲料原料和产品样品收集和实际样品测定。
[bookmark: _Toc18963150]4. 编写标准文本和编制说明征求意见稿
2019年2月，标准编制小组完成了标准文本、编制说明征求意见稿的编制工作。
[bookmark: _Toc18963151]5. 征求意见和方法验证
2019年2月-3月，标准编制小组将起草完成的国家标准《饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》标准文本和编制说明征求意见稿发送给国家饲料质检中心、省部级饲料质检机构、大中型饲料企业实验室、全国饲料工业标准化技术委员会委员等相关的质检机构、科研院所、高校、企业等单位的专家征求意见，详细情况见表4。
表4 标准意见征求情况
	序号
	单位属性
	发函数量
	反馈数量

	1
	高校、科研院所
	9
	4

	2
	质检机构
	24
	17

	3
	饲料企业
	13
	7


本次发函征求意见1个月，共发函单位46个，回函单位28个，未回函单位18个；提出意见单位26个，无意见单位2个；共提出意见100条；采纳75条，部分采纳或不采纳25条。2019年4-5月，标准编制小组根据征求得到意见和建议，对标准草案和编制说明进行认真的修改、完善，形成标准预审稿。
2019年5月，标准编制小组收集样品，分别委托国家饲料质量监督检验中心（武汉）、农业农村部饲料质量监督检验测试中心（成都）、农业农村部饲料监督检验测试中心（南昌）等3家检测机构开展国家标准《饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》方法验证试验工作。
2019年6月28日，标准编制小组成员张凤枰到中国农业科学院油料研究所，与《NY/T 1799-2009菜籽饼粕及其饲料中噁唑烷硫酮的测定 紫外分光光度法》标准起草主任成员张文研究员就《NY/T 1799-2009菜籽饼粕及其饲料中噁唑烷硫酮的测定 紫外分光光度法》、ISO 5504-1992等存在的问题进行了现场交流，探讨采用高效液相色谱法测定饲料中噁唑烷硫酮的可能性。2019年7月~8月，标准编制小组摸索了采用高效液相色谱法测定饲料中噁唑烷硫酮，并与紫外分光光度法测定结果进行比较。
[bookmark: _Toc18963152]6. 标准的初审、终审和报批
2019年11月19日，标准编制小组组织有关专家在北京进行了预审。标准编制小组根据预审会专家组的意见和建议，进一步补充有关数据、修改完善标准文本和编制说明，形成国家标准《饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》送审稿，送全国饲料工业标准化技术委员会秘书处审核。
2019年×月×日，全国饲料工业标准化技术委员会组织完成了本标准的终审，标准编制小组最后根据终审会的审查意见，进一步修改完善标准文本和编制说明，于2019年×月×日向全国饲料工业标准化技术委员会秘书处提交《饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》报批稿。
[bookmark: _Toc18963153]三、标准编制原则和主要技术内容确定的依据
[bookmark: _Toc18963154]1. 标准编制原则
本标准的结构、技术要素和表达方法按照GB/T 1.1-2009《标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 20001.4-2015《标准编制规则第4部分：试验方法标准》的规定和要求进行编写。
[bookmark: _Toc18963155]2. 主要技术内容确定的依据
[bookmark: _Toc18963156]2.1芥子酶制剂的选择和制备
[bookmark: OLE_LINK2]2018年10月在成都国际商贸城中药材批发市场购买8批白芥种子，按照GB/T 5520-2011开展白芥种子发芽率试验，每批白芥种子随机选取4组样品，每100粒为一组，均匀放置于铺有2层滤纸的培养皿中（试验用的发芽床和一切用具均已消毒），在20 ℃培养箱中连续培养72 h，每天按时添加适量蒸馏水，筛选发芽率大于85%的白芥种子作为酶源。发芽状态见图3，发芽率结果见表4。结果表明，除181004、181007批次白芥种子平均发芽率分别为40%、58%外，其他6批次白芥种子平均发芽率均不低于94%，符合标准试验要求。
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图3 白芥种子发芽时间为1天、2天、3天（从左至右）发芽状态
表4 白芥种子发芽率结果
	批次
	发芽率（%）
	平均发芽率（%）

	
	1
	2
	3
	4
	

	181001
	99
	98
	100
	99
	99

	181002
	100
	98
	99
	99
	99

	181003
	95
	95
	92
	93
	94

	181004
	40
	38
	39
	42
	40

	181005
	96
	97
	95
	95
	96

	181006
	100
	100
	100
	97
	99

	181007
	60
	59
	55
	58
	58

	181008
	99
	99
	99
	98
	99


选取发芽率试验合格的181001、181002批次白芥种子粉碎后用石油醚（30 -60 ℃）脱脂（脱脂10次），使脂肪含量不大于2%，操作温度保持在30 ℃以下，放通风橱内于室温下使溶剂挥发，然后再粉碎一次使全部通过0.28 mm筛，放4 ℃冰箱保存，可使用6周。
[bookmark: _Toc18963157]2.2 酶解条件的选择和优化
2.2.1 芥子酶添加量的确定
选用噁唑烷硫酮含量高的菜粕样品作为试验对象，芥子酶的添加量分别为20 mg、40 mg、60 mg、80 mg和100 mg，对采用方法一、和商品酶（Sigma公司，批号：T4528-200UN）开展酶解效果比较实验，结果见表5。结果表明，添加量分别为60 mg、80 mg、100 mg芥子酶的测定结果基本一致，按照本标准制备的芥子酶和商品酶（Sigma）的酶解后噁唑烷硫酮测定结果基本一致。
表5 不同添加量芥子酶酶解效果比较试验结果
	酶添加量
（mg）
	噁唑烷硫酮（mg/kg）

	
	181001芥子酶
	181002芥子酶
	商品酶（Sigma）

	20
	2659
	2634 
	2677 

	40
	2930
	2986 
	2918 

	60
	3232
	3318 
	3153 

	80
	3361
	3353 
	3290 

	100
	3312
	3322 
	3119 


为了进一步确定芥子酶的添加量，选取181006和181008批次白芥种子制备芥子酶，继续用噁唑烷硫酮含量高的菜粕开展酶解效果试验，芥子酶的添加量分别为20 mg、40 mg、60 mg、80 mg和100 mg。酶解效果试验结果见表6和图4。结果表明，芥子酶添加量为20 mg~60 mg时，菜粕样品的噁唑烷硫酮测定结果随着添加量的增多呈增长趋势，可能芥子酶添加量不够、酶解不完全，不能将菜粕中硫葡萄糖苷全部酶解；芥子酶添加量为60 mg~100 mg时，菜粕样品噁唑烷硫酮测定结果基本一致，RSD在0.54%~3.02%之间，表明芥子酶添加量充足、酶解完全，菜粕中硫葡萄糖苷已完全分解。
表6 不同批次、不同添加量芥子酶酶解试验结果
	批次
	酶添加量（mg）
	噁唑烷硫酮（mg/kg）
	RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	平均值
	

	181006
	20
	3027.5
	3063.7
	2675.5
	2922
	5.63

	
	40
	3152.5
	3191.1
	3123.0
	3156
	0.75

	
	60
	3879.7
	3608.6
	3645.6
	3711
	3.02

	
	80
	3641.1
	3648.5
	3554.9
	3615
	1.11

	
	100
	3683.3
	3537.3
	3643.5
	3621
	1.55

	181008
	20
	3023.2
	2893.6
	3071.7
	2996
	2.28

	
	40
	2995.6
	3020.9
	3173.7
	3063
	2.60

	
	60
	3641.2
	3622.9
	3587.7
	3617
	0.54

	
	80
	3596.8
	3539.7
	3693.8
	3610
	1.55

	
	100
	3736.8
	3635.6
	3629.6
	3667
	1.26



图5  181006和181008批次芥子解酶解效果试验结果比较
[bookmark: OLE_LINK5]在高含量噁唑烷硫酮菜粕酶解试验结果基础上，选择中、低噁唑烷硫酮含量的菜粕和水产配合饲料样品开展酶解试验，芥子酶的添加量同样分别为20 mg、40 mg、60 mg、80 mg和100 mg，试验结果见表7和表8。结果表明，181006、181008两批次芥子酶添加量在60 mg~100 mg范围内时，菜粕和水产配合饲料的噁唑烷硫酮测定结果基本一致，芥子酶的酶解效果好，可把菜粕和水产配合饲料样品中硫葡萄糖苷酶解完全。
表7  181006批次芥子酶酶解试验结果
	样品
	酶添加量（mg）
	噁唑烷硫酮（mg/kg）
	RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	平均值
	

	菜粕
	20
	990.9
	1077.7
	977.2
	1015
	4.10

	
	40
	921.7
	1044.0
	1017.4
	994
	4.87

	
	60
	955.2
	908.8
	947.9
	937
	2.02

	
	80
	767.7
	933.1
	950.8
	884
	8.76

	
	100
	973.7
	766.6
	974.6
	905
	10.19

	水产配合饲料
	20
	517.3
	452.6
	434.7
	468
	6.99

	
	40
	549.8
	573.2
	502.7
	542
	4.82

	
	60
	561.5
	560.7
	614.8
	579
	4.12

	
	80
	850.4
	704.7
	782.2
	779
	6.36

	
	100
	604.7
	622.6
	715.3
	648
	6.97


表8  181008批次芥子酶酶解试验结果
	样品
	酶添加量（mg）
	噁唑烷硫酮（mg/kg）
	RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	平均值
	

	菜粕
	20
	985.3
	859.6
	1025.3
	957
	6.77

	
	40
	901.3
	1051.9
	1032.1
	995
	6.28

	
	60
	927.1
	969.5
	1000.0
	966
	2.65

	
	80
	852.3
	961.2
	989.9
	934
	5.86

	
	100
	1025.4
	897.6
	911.6
	945
	5.68

	水产配合饲料
	20
	511.2
	482.1
	456.0
	483
	3.88

	
	40
	539.6
	570.5
	548.1
	553
	2.14

	
	60
	579.3
	502.7
	601.1
	561
	6.93

	
	80
	641.3
	505.7
	578.0
	575
	8.03

	
	100
	615.2
	510.2
	598.6
	575
	7.48


以上芥子酶的酶解试验结果表明，样品中硫代葡萄糖苷含量不同，若要酶解完全，所需要芥子酶添加量不同，含量越高、所需芥子酶的添加量越大。考虑不同来源白芥种子酶活性有所差异，为确保菜籽及其加工产品、畜禽配合饲料和水产配合饲料样品硫葡萄糖苷酶解完全，保证实际饲料样品中噁唑烷硫酮检测结果准确，最终确定芥子酶的添加量为100 mg。
2.2.2 酶解温度的确定
    温度是影响酶解效果的重要因素，继续使用181002批次芥子酶，选择中、高噁唑烷硫酮含量的菜粕样品，选择15°C、25°C、35°C进行酶解试验，测定噁唑烷硫酮含量，结果见表9。结果表明，25°C、35°C下测定结果一致，为保证酶解效果，最终选择酶解温度为35°C。
表9  不同温度酶解试验结果
	样品
	温度（°C）
	噁唑烷硫酮（mg/kg）
	RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	平均值
	

	菜粕
	15
	922.2
	821.1
	917.7
	887
	4.95

	
	25
	1079.7
	1016.4
	1033.4
	1043
	2.33

	
	35
	1024.5
	1104.4
	1269.8
	1133
	8.05

	菜粕
	15
	2649.6
	2922.6
	2878.5
	2817
	3.96

	
	25
	3048.6
	2798.2
	3023.7
	2957
	3.58

	
	35
	3022.1
	3016.4
	2957.1
	2999
	0.92


2.2.2 酶解时间的确定
酶解时间也是影响酶解效果的重要因素，继续使用181002批次芥子酶，选择中、高噁唑烷硫酮含量的菜粕样品，选择酶解时间为1 h、2 h、3 h进行酶解试验，测定菜粕样品中的噁唑烷硫酮含量，结果见表10。结果表明，酶解1 h、2 h、3 h测定结果基本一致，为保证酶解效果，最终选择酶解时间为2 h。
表10  不同时间酶解试验结果
	样品
	时间（h）
	噁唑烷硫酮（mg/kg）
	RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	平均值
	

	菜粕
	1
	955.8
	889.5
	799.2
	882
	6.22

	
	2
	1114.8
	997.6
	1041.8
	1051
	4.02

	
	3
	769.1
	885.9
	876.7
	844
	5.91

	菜粕
	1
	3204.3
	2769.0
	2785.5
	2920
	6.50

	
	2
	3110.1
	2893.8
	2913.3
	2972
	3.09

	
	3
	3095.7
	3039.0
	3046.9
	3061
	0.77


[bookmark: _Toc18963158]2.3 试验步骤的确定
综上所述，在以NY/T 1799-2009《菜籽饼粕及其饲料中噁唑烷硫酮的测定 紫外分光光度法》基础上，主要从芥子酶原料的选择和制备、芥子酶的添加量、酶解温度、酶解时间进行了考察，提取液的测定方法与NY/T 1799-2009《菜籽饼粕及其饲料中噁唑烷硫酮的测定 紫外分光光度法》一致，最终确定试验步骤如下：
试样前处理：准确称取预先干燥至恒重的试样0.2 g（精确到0.1 mg）试样置于10 mL离心管中，加入100 mg酶制剂（4.10），加入2.0 mL pH7.0缓冲溶液（4.9），旋涡混合1 min，35℃条件下酶促反应2 h。加2.5 mL二氯甲烷，旋涡混合，室温下200 r/min振荡提取0.5 h，5000 r/min离心20 min。取6 mL无水乙醇于具塞试管，用微量进样器取离心管下层有机相溶液50 μL，加入到装有无水乙醇的具塞试管中，盖上赛，旋涡混合1 min，将具塞试管放入水浴锅，50℃下加热反应0.5 h，冷却至室温。同时做空白实验。
测定：将提取液倒入10 mm比色皿中，在235 nm、245 nm和255 nm处测定，先测定空白对照，扣除本底，再测定样品，读取试样提取液的吸光度值。
[bookmark: _Toc18963159]2.4 精密度试验
按照上述确定的条件，选择菜饼和鱼用膨化配合饲料样品完成8平行试验，结果见表11。结果表明，菜饼的水产配合饲料测定结果相对标准偏差分别为，测定结果重复性好。
表11  精密度试验结果
	样品
	噁唑烷硫酮（mg/kg）
	RSD（%）

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	平均值
	

	菜饼
	3498
	3603
	3792
	3652
	3427
	3672
	3658
	3601
	3613
	2.23

	鱼用膨化
配合饲料
	286
	264
	255
	274
	243
	230
	243
	243
	255
	5.89


[bookmark: _Toc18963160]2.5 实际样品检测
根据GB 13078-2017《饲料卫生标准》，标准适应范围必须覆盖产蛋禽配合饲料、其他家禽配合饲料、水产配合饲料、菜籽及其加工产品。从市场上收集饲料原料25批次，配合饲料、浓缩饲料、精料补充料共15批次实际样品，按照上述条件和方法测定噁唑烷硫酮含量，结果见表11、表12。结果表明，所建立的标准方法适应产蛋禽配合饲料、其他家禽配合饲料、水产配合饲料和菜籽及其加工产品中噁唑烷硫酮的测定。


表13 饲料原料和配合饲料实际样品测定结果
	No.
	样品名称
	噁唑烷硫酮（mg/kg）

	1
	菜饼
	800±9

	2
	菜饼
	976±3

	3
	菜饼
	1375±1

	4
	菜饼
	3546±2

	5
	菜粕
	619±13

	6
	菜粕
	446±8

	7
	罗非鱼膨化配合饲料
	210±7

	8
	鱼用膨化配合饲料
	243±6

	9
	池塘养鱼配合饲料
	291±3

	10
	鲮鱼配合饲料
	264±1

	11
	鱼用膨化配合饲料
	298±5

	12
	对虾配合饲料
	ND

	13
	肉小鸡配合饲料
	252±2

	14
	肉大鸡配合饲料
	210±3

	15
	肉用仔鸭中期配合饲料
	244±8

	16
	肉大鸭配合饲料
	254±7

	17
	肉大鸡配合饲料
	223±3

	18
	生长鹅配合饲料
	214±3

	19
	肉种鸭产蛋高峰期配合饲料
	226±7

	20
	蛋鸡产蛋配合饲料
	242±1

	21
	蛋鸡配合饲料
	219±6

	22
	产蛋鸡配合饲料
	195±8

	23
	产蛋鸡配合饲料
	197±6


注：“ND”为未检出
[bookmark: _Toc18963161]四、采用国际标准
未采用任何国际标准和国外先进标准。
[bookmark: _Toc18963162]五、与现行法律法规和强制性标准的关系
本标准与现行法律、法规、规章和政策以及有关基础和强制性标准不矛盾，是与GB 13078-2017《饲料卫生标准》配套的检测方法国家标准。
[bookmark: _Toc18963163]六、重大分歧意见的处理经过和依据
本标准修订过程中，标准编制小组查阅了国内外相关文献资料，向国家和省部级饲料检测试验室、主要大中型饲料企业试验室、全国饲料工业标准化技术委员会委员等相关的科研院所、高校、检测机构、企业等单位有关专家充分征求意见，并按照征求的意见、预审和终审专家意见进行修改、完善，无重大分歧意见。
[bookmark: _Toc18963164]七、标准作为强制性或推荐性标准的意见
噁唑烷硫酮是十字花科植物及其近缘植物白花菜科中硫代葡萄糖苷的酶解产物，可以降低养殖动物采食量，诱发碘缺乏及甲状腺、肝和肾肿大，高剂量甚至可以引起死亡。修订本标准，对于GB 13078-2017《饲料卫生标准》实施、加强饲料安全监管、保障我国养殖畜禽和水产品的质量安全具有重要意义，建议本标准以推荐性标准颁布、实施。
[bookmark: _Toc18963165]八、贯彻标准的要求和措施建议
1. 首先应在实施前保证文本的充足供应，让每个使用者都能及时得到文本。这是保证新标准贯彻实施的基础。
2. 发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传，建议全国饲料工业标准化技术委员会秘书处及时组织标准宣贯、培训。
[bookmark: _Toc18963166]九、废止现行有关标准的建议
该标准发布、实施后，建议废除GB/T13089 -1991《饲料中噁唑烷硫酮的测定方法》。
[bookmark: _Toc18963167]十、其他应予说明的事项
无。
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