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前    言
本标准按照GB/T1.1-2009给出的规则起草。

本标准的附录A为规范性附录。
本标准由全国饲料工业标准化技术委员会提出（SAC/TC76）并归口。

本标准起草单位：中国农业大学，农业农村部饲料效价与安全监督检验测试中心（北京）。

本标准主要起草人：赵广永、张晓明、邢建军、冯仰廉、曹志军。
畜禽饲料有效性与安全性评价 反刍动物饲料瘤胃降解率测定 

尼龙袋法

1  范围

本标准适用于一切理化性质符合要求的、饲料主要营养成分干物质、有机物、粗蛋白、中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维的牛、羊、鹿瘤胃降解率测定。

2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注明日期的引用文件，仅注明日期的版本适用于本文件。凡是不注明日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）使用于本文件。
GB/T 6435   饲料中水分的测定

GB/T 6438   饲料中粗灰分的测定

GB/T 6432   饲料中粗蛋白的测定 凯氏定氮法
GB/T 20806  饲料中中性洗涤纤维（NDF）的测定

NY/T 1459   饲料中酸性洗涤纤维含量的测定

3  术语与定义

以下术语与定义适用于本规程。

3.1
实时瘤胃降解率 instantaneous rumen degradability
被测饲料样品在瘤胃中停留一定时间内, 被降解的营养成分数量占饲料样品中该营养成分含量的百分比，以质量百分数（%）表示。

3.2
瘤胃食糜外流速率 outflow rate of rumen digesta
瘤胃食糜外流速率是表示饲料在瘤胃内停留时间的重要指标。该指标是指单位时间内从瘤胃中流出的食糜质量占瘤胃内食糜质量的百分比，计量单位以%/h表示。
3.3
有效瘤胃降解率 effective rumen degradability
不同性质的饲料在瘤胃内实际停留的时间不同，根据不同时间点的实时瘤胃降解率，结合瘤胃食糜外流速率计算得到的降解率，称为有效瘤胃降解率。表示在实际饲喂条件下被测饲料在瘤胃中的降解程度，是配合反刍动物日粮时实际使用的降解率，计量单位以质量百分数（%）表示。

3.4
培养时间 incubation time

装有待测饲料样品的尼龙袋在瘤胃内放置的时间。以h表示。

4  试验条件

4.1  动物

一般应使用2-5岁的成年普通牛、成年绵羊或成年鹿作为试验动物，也可以根据研究目的使用山羊或水牛作为试验动物。动物头数至少应有4头。动物的品种、年龄、生理状态和生产性能应相近，动物应发育正常，健康状况良好。动物应安装永久性瘤胃瘘管，瘘管内径大于40 mm。安装瘤胃瘘管手术应在20天以上、恢复正常生理状态后，方可用于试验。

4.2  日粮

动物的日粮应根据牛（羊）的品种、生产阶段、生产水平及当地饲料资源状况，选用常规的牛（羊）饲料原料，根据相应的饲养标准配合日粮。一般应按照1.3倍的维持营养需要水平进行饲养，日粮精粗料比例应为1：1。对于特殊生理阶段或特殊生产阶段的牛（羊），可以采用高于1.3倍维持需要的营养水平饲养，但是在相关研究报告中应明确说明。

4.3  饲养管理

4.3.1  应按照相应品种动物的饲养标准对动物进行饲养管理，每天应饲喂2～3次，自由饮水。

4.3.2  在进行正式测定前，动物预饲至少15天。

4.3.3  在预饲期和正试期，不应更换日粮或对动物进行免疫、疾病治疗及实施其他可能干扰瘤胃消化机能的任何措施。

4.4  试验材料

4.4.1  尼龙袋

4.4.1.1  应选用孔径为40～60 (m的尼龙布，制成长×宽为12 cm×8 cm的尼龙袋，袋底部两角呈钝圆形，以免饲料样品残留。
4.4.1.2  尼龙袋的边应使用细涤纶线双线缝合。应使用在瘤胃内不易溶解的胶粘剂弥合缝合所留针孔。尼龙袋散边应使用电烙铁烫焦或用酒精灯烤焦，以防尼龙布脱丝。

4.4.1.3  应使用在瘤胃中不易褪色的墨水对新尼龙袋编号。应将新尼龙袋放置在瘤胃内72 h，取出、洗净、在65℃烘箱中烘干后，方可使用。每个尼龙袋的使用次数不超过3次。
4.4.2  半软塑料管

4.4.2.1  半软塑料管的作用是固定尼龙袋，并保证装有待测样品的尼龙袋始终沉浸于瘤胃食糜中。

4.4.2.2  半软塑料管的直径应为0.5～0.8 cm，用于羊的稍细，用于牛的稍粗。羊用半软塑料管长度为25 cm，牛用半软塑料管长度为50 cm。

4.4.2.3  在塑料管的一端距顶端1～2 cm处, 划出长度为3 cm左右的夹缝，用于固定尼龙袋。在塑料管的另一端距顶端1～2 cm处打一直径为0.3 cm的孔，系一条结实的尼龙线，用于将半软塑料管固定于瘤胃瘘管盖上。
5  试验过程
5.1  待测样品的准备

将待测样品进行风干处理, 经过2.5 mm网筛粉碎，置于样品瓶内，于清洁干燥处保存备测。

5.2  称样与装袋

5.2.1  将尼龙袋、饲料样品置于65℃烘箱内，干燥至恒重。

5.2.2  用分析天平称取尼龙袋重量，然后采用适当工具将经称重的待测样品送入尼龙袋底部。每个尼龙袋中，精饲料称取4g左右，粗饲料称取2g左右。尼龙袋和待测样品的称量均应精确至0.0001g。根据不同动物调整饲料样品用量。
5.2.3  对于某些饲料样品，每个尼龙袋中的饲料样品量可根据其容重大小适当调整。

5.3  尼龙袋的绑定

分别将两个装有待测样品的尼龙袋口交叉夹于一根半软塑料管底端的夹缝中，用橡皮筋缠绕固定，确保饲料样品不渗漏、尼龙袋不脱落。

5.4  尼龙袋的放置

在早晨饲喂前1 h，打开动物的瘤胃瘘管盖，借助木棒（或其他适宜工具）将固定尼龙袋的半软塑料管连同尼龙袋一起送入瘤胃腹囊食糜中。使用半软塑料管上端的尼龙线将半软塑料管固定于瘘管盖上。也可以在不同时间点分别投样，最后将样品一起取出。也可以采用其他方法放置尼龙袋，但必须保证尼龙袋始终沉浸于瘤胃腹囊食糜中。

5.5  在瘤胃内的培养时间

精饲料的培养时间点为：2、4、8、16、24、36和48 h。粗饲料的培养时间点为：4、8、16、24、36、48和72 h。 

5.6  尼龙袋从瘤胃内取出

将装有待测样品的尼龙袋放入试验动物的瘤胃后, 开始记录培养时间，每个培养时间点从每头（只）动物瘤胃中各取出一根管（连同上面所系的2个尼龙袋），直至所有塑料管（尼龙袋）全部取出为止。

5.7  尼龙袋的冲洗

将取出的尼龙袋浸泡在冰水中，并立即用自来水冲洗，在冲洗过程中可用手轻轻挤压，直至水澄清为止。在冲洗过程中应防止尼龙袋中的残余物随水逃逸。

5.8  尼龙袋烘干

将洗净过的尼龙袋（连同之中的残余物）置于65℃烘箱内，干燥至恒重。称重精确至0.0001g。

5.9  样品与培养残余物营养成分含量的分析

将各培养时间点尼龙袋中的残余物完全转移出来，分别采用GB/T 6435、GB/T 6438、GB/T 6432、GB/T 20806、NY/T 1459测定饲料样品和尼龙袋残余物中水分、有机物、粗蛋白、中性洗涤纤维、酸性洗涤纤维含量，并换算为65℃下的风干物质含量。

5.10  样品校正试验

饲料样品的部分细小颗粒可能不被降解而通过尼龙袋孔直接逃逸，此部分逃逸样品应通过空白试验进行校正。即在进行上述操作的同时，按5.2和5.3的操作步骤另装2个尼龙袋，但不将其放入瘤胃内，直接按照5.7、5.8和5.9的操作步骤进行处理。

6  结果计算

6.1  装袋饲料样品量的校正

6.1.1
装袋饲料样品逃逸率按式（1）计算。
FER (风干物质基础) =（FBI – FAI）/FBI × 100····················（1）
式中：

FER——装袋饲料样品逃逸率，单位为%。

FBI——校正试验装袋样品风干饲料样品质量，单位为g。

FAI——校正试验袋中残余饲料质量，单位为g。

6.1.2
校正装袋饲料样品量按式（2）计算。
CF (风干物质基础) = AF ×（1 – FER）·······························（2）
式中：

CF——校正装袋饲料样品质量，单位为g。

AF——实际装袋饲料样品量，单位为g。

FER——装袋饲料样品逃逸率，单位为%。
6.2  营养成分降解量

营养成分降解量按式（3）计算。
IDN（风干物质基础）＝（CF ×CFRN）－（IFR×IFRN）·······（3）
式中：   

IDN——某营养成分某培养时间点的降解量，单位为g。
CF——校正装袋饲料样品质量，单位为g。

    CFRN——校正试验残余物中某营养成分含量，单位为%。

IFR——某培养时间点残余物的质量，单位为g。

IFRN——某培养时间点残余物中某营养成分含量，单位为%。

6.3  营养成分实时瘤胃降解率

营养成分实时瘤胃降解率按式（4）计算。
DP = DN/(CF×CFRN) × 100··············································（4）
式中：

DP——某营养成分某时间点的实时降解率，单位为%。

DN——某营养成分某时间点的降解量，单位为g。
CF——校正装袋饲料样品质量，单位为g。

CFRN——校正试验残留物中某营养成分的含量，单位为%。

6.4  降解参数的计算

某饲料营养成分的实时瘤胃降解率符合指数曲线式（5）.
dp = a + b [(1－exp(-ct)) ··················································（5）
式中：
dp——t时刻某营养成分的实时瘤胃降解率，单位为%。
a——某营养成分的快速降解部分，单位为%。
b——某营养成分的慢速降解部分，单位为%。
c——b部分的降解速率，单位为百分比每小时（%/h）。
t——饲料在瘤胃内停留的时间，单位为小时（h）。

6.5  有效瘤胃降解率的计算

利用6.4的计算结果（a、b、c值），待测饲料营养成分的有效瘤胃降解率按式（6）计算。
P = a + bc/(c + k) ···························································（6）
式中：
P——某营养成分的有效降解率，单位为%。
a——某营养成分的快速降解部分，单位为%。
b——某营养成分的慢速降解部分，单位为%。
c——b部分的降解速率，单位为百分比每小时（%/h）。
k——某营养成分的瘤胃外流速率，单位为百分比每小时（%/h）。
式中k值应按照本标准的规范性附录A 《反刍动物饲料瘤胃外流速率的测定》进行测定。 

7  结果表示

试验结果应包括各营养成分在各培养时间点的实时瘤胃降解率、降解参数a、b、c、食糜外流速率k和有效瘤胃降解率。

试验结果的表示应精确到小数点后两位有效数字。

在试验报告中，应对试验动物的种类、品种、数量等情况，以及对k值的测定方法加以说明。
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规范性附录A  反刍动物饲料瘤胃外流速率的测定 铬标记法

A.1  原理

利用铬在动物消化道内基本不被消化的特性，将待测饲料样品与重铬酸钾按一定比例混合均匀，并使二者良好结合，将待测饲料样品用铬标记。用铬标记饲料定量饲喂试验动物，在不同时间点收集动物的粪便，测定粪便中铬的含量，得到待测饲料样品的排出量与时间之间的关系曲线。采用适当的数学模型，计算出待测饲料样品在瘤胃内的实际停留时间或瘤胃外流速率。

A.2  试验动物与饲养管理

除瘤胃瘘管为非必需外，其他要求与饲料瘤胃降解率测定技术规程4.1和4.2中的要求基本相同。在条件允许时，建议使用测定饲料瘤胃降解率的试验动物测定瘤胃的外流速率。

A.3  铬标记饲料的制备

A.3.1 铬标记饲料中的铬含量应为饲料干物质的4%～14%。

A.3.2 称取相当于以上铬用量的重铬酸钾，溶解于温水中。

A.3.3 将重铬酸钾溶液倒入装有待测饲料的瓷盘内，搅拌均匀至稠粥状，加盖，置于100℃烘箱中，加热24 h。

A.3.4 将烘干的铬标记饲料放入孔径为236μm的网筛中，用自来水冲洗至水澄清。

A.3.5 将冲洗后的铬标记饲料放入塑料盆中，加入适量蒸馏水，将饲料悬浮于水中。加入适量抗坏血酸，搅拌均匀，使pH下降至4.0，静置12 h。

A.3.6 用自来水将铬标记饲料冲洗至水澄清，然后在65℃烘箱内烘干。

A.3.7 铬标记饲料在瘤胃中24 h的干物质消失率应低于10 %。

A.4 测定步骤

A.4.1 将铬标记饲料与精料混合均匀，于晨饲时一起饲喂试验动物。牛的喂量为300 g/头，羊的喂量为50 g/头。

A.4.2 于饲喂后4，8，12，16，20，24，28，32，36，40，44，48，54，60，72，84，96，108，120 h用直肠采样法采集粪样。

A.4.3 将采集的粪样在65℃烘箱内烘干。通过1.0 mm网筛进行粉碎，置于样品瓶中保存备测。

A.4.4 用原子吸收分光光度计法或比色法测定粪样中铬的含量。

A.5 结果计算

粪样中铬达到最高浓度以后，铬浓度的下降符合指数曲线式（A.1）：
C=c0 e-kt ···························································（A.1）
式中：
C——粪中铬达到最高浓度后的浓度，计量单位为毫克每千克（mg/kg）。
c0——粪样中铬的初始浓度（粪样中铬的最高浓度），计量单位为毫克每千克（mg/kg）。
k——待测饲料的瘤胃外流速率单位为百分比每小时（%/h）。
t——采样时间，单位为小时（h）。
根据测定所得到的各时间点的铬浓度和上述指数曲线，可计算求得k值。
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