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[bookmark: _Toc2147]前言
本文件按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草
本文件由北京华夏草业产业技术创新战略联盟提出并归口。
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本文件主要起草人：倪奎奎、李冬梅、李沁雨、杨富裕、刘政玲、孙林、林炎丽、杨雪萍、徐港、王学凯。
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青贮饲用小黑麦中可溶性碳水化合物测定技术规程——近红外光谱分析法
[bookmark: _Toc945]1 范围
本文件规定了近红外法测定青贮饲用小黑麦中可溶性碳水化合物的技术流程，涵盖术语定义、仪器设备、测定程序、结果处理与表达、异常样品识别与处理、准确度与精密度控制以及测试报告编制等内容。
本文件适用于我国青贮饲用小黑麦中可溶性碳水化合物含量的测定。
[bookmark: _Toc30199]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。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改版）适用于本文件。
GB/T 24895  粮油检验 近红外分析定标模型验证和网络管理与维护通用规则
GB/T 29858  分子光谱多元校正定量分析通则
GB/T 37969  近红外光谱定性分析通则
NY/T 4427  饲料近红外光谱测定应用指南
T/HXCY 023-2021 近红外法测定燕麦青贮饲料可溶性碳水化合物含量操作规程
[bookmark: _Toc14978]3 术语和定义
GB/T 24895确立的术语和定义适用于本文件。
3.1 
定标模型 calibration
基于近红外光谱扫描数据，经数学预处理后，结合化学分析测得的湿化学值，构建用于定量分析青贮饲用小黑麦中可溶性碳水化合物的近红外光谱数学模型。
3.2 
定标样品集 calibration sets
样品中可溶性碳水化合物含量数据已知，具有代表性，包含所有将要分析样品含量成分范围，用来建立校正定标模型的样品。
3.3 
验证模型 validation
已获得的数学模型需要进行验证，以验证定标模型性能。
3.4 
验证样品集 validation sets
样品集中定标样品集外的样品，用来验证定标模型，评估模型的准确性和精确度的样品集。 
3.5 
异常样品 outlies
在定标过程中采用全局距离(global distance, GD≥3)和“T”值(T>2.5)自动剔除异常样本。“T”值是用于衡量样本预测值与参考值的接近程度，反映样本在模型中的“拟合程度”，全局距离体现的是样本光谱与定标集光谱在高维空间中的整体距离。异常样本是由于实验过程中操作方法不当、环境温度和湿度变化、仪器本身误差、样品前处理不当等原因而产生化学异常值和异常光谱
3.6 
标准分析误差 (SEC或SEP)
样品的近红外光谱法测定值与湿化学方法测定值间残差的标准差，表达为，样品常以SEC表示，检验样品常用SEP表示。
[bookmark: _Toc764]4 仪器设备
4.1 近红外光谱分析仪
[bookmark: OLE_LINK2]近红外光谱仪为AURORA型，光谱范围：950 nm～1650 nm；光谱分辨率：（半个宽度，在1/10最大）≤10 mm；波长精度≤1 nm；波长漂移≤10 pm/K；最小积分时间0.1 ms；测量点：19 mm直径。每个样品重复装样4次分别进行扫描，自动选取平均光谱为试验光谱；随机软件具有近红外光谱数据的收集、存储分析和计算等功能，能够建立可靠的定标模型。
4.2 样品粉碎设备
粉碎后样品的粒度分布和均匀性应符合近红外光谱分析仪建立定标模型时的要求，使用时应采用和定标模型建立与验证时同样的制备过程。
[bookmark: _Toc28334]5 测定
5.1 样品集准备
将青贮饲用小黑麦样品置于65 ℃烘箱内烘干至恒重，用高速万能粉碎机粉碎并过1 mm筛，粉碎的样品要符合近红外分析仪建立定标模型要求，将粉样装入封闭洁净盒中保存，以备光谱扫描和化学分析检测。采用Kennard-Stone法将样品按照7：3的比例将样本划分为定标集和验证集。
5.2 分步步骤
5.2.1 仪器预热
在进行扫描光谱前，仪器需要充分预热（夏季15～20 min，冬季30 min以上），并定期对仪器校准。
5.2.2 定标
5.2.2.1 定标样品选择 
按照Kennard-Stone法确定定标的样品，将光谱差异较大的样品选入定标集，而其余较相近的样品选入验证集，使具有代表性的样品全部进入定标集，一定程度上避免了定标集样品分布不均的问题。
5.2.2.2 定标样品化学值测定
采用蒽酮-硫酸法测定可溶性碳水化合物含量（附录A）。
5.2.2.3 光谱数据收集
光谱数据收集过程中，测定条件以及样品和环境温度尽量保持一致。小黑麦青贮样品混合均匀，四分法分为4份，取对角线的两份作为待测样品，将400～500g待测样品放在托盘上，压平至俯视呈圆形（样品面积大于光源面积），完成第一次测量后，将待测样品从光源处挪开，再将另一份待测样品放置在光源下。 
5.2.2.4 定标模型建立
利用仪器建模软件，优化各建模参数，进行光谱预处理，将近红外波段光谱信息分别和可溶性碳水化合物含量测定值一一对应，采用偏最小二乘法（Partial least squares, PLS）利用化学计量学软件建立青贮饲用小黑麦可溶性碳水化合物含量定标模型，并进行内部交叉验证。通过来校正均方根误差（SEC）、校正决定系数（R2c）、交叉验证均方根误差（SECV）、交叉验证决定系数（R2cv）选择模型最优预处理方式。。
5.2.3 验证
[bookmark: OLE_LINK73][bookmark: OLE_LINK72]建立定标模型后，需要用验证集对模型的准确性、重复性和稳健性等性能进行验证。通过预测均方根误差（SEP）、预测决定系数（R2p）、外部验证相对分析误差（RPD）、偏差（Bias）和斜率（Slope）进行评价。SEP可以评估预测值与实际值的偏差，SEP越小，表明模型的预测性能越好。R2p用于检验光谱预测值与化学检验值的相关性，R2p越大，表明模型的拟合度越好。
[bookmark: _Toc1515]6 结果处理和表示
6.1 试样结果
为了得到有效的结果，测定结果应在仪器使用的定标模型所覆盖的可溶性碳水化合物含量范围内。
6.1.1 准确性
测试样品可溶性碳水化合物含量的预测标准偏差(SEP)应≤3%。
6.1.2 重复性
在同一实验室，由同一操作者使用相同的仪器设备，按相同测试方法，在短的时间内通过重新分样和重新装样，对同一被测样品相互独立测定，获得的可溶性碳水化合物含量两次测定结果的绝对差应≤1.5%。
6.1.3 再现性
在不同实验室，由不同操作人员使用同一型号不同设备，按相同的测定方法，对相同饲料桑样品测定获得的可溶性碳水化合物含量，两个独立测定结果之间的绝对差应≤2%。
6.2 结果处理
若两次结果差值超出 6.1 规定，需追加两次独立测定。若四次结果的极差（Xmax – Xmin）≤ 允许差的 1.3 倍，取平均值作为最终结果；否则取中位数。异常数据不得作为有效测试结果。
[bookmark: _Toc29735]7 异常样品的确认和处理
7.1异常样品的分类
异常样品可为“好”、“坏”两类，好的异常样品加入定标模型后，可增加该模型的分析能力，而坏的异常样品加入定标模型后，只能降低分析的准确度。“好”、“坏”甄别标准有二：一是GD值，通常“好”的异常样品GD值为 > 0.6或H值 ≤ 3，通常“坏”的异常样品GD值 > 3；二是SEC，通常“好”的异常样品加入定标模型后，SEC不会显著增加，而“坏”的异常样品加人定标模型后，SEC将显著增加。
7.2 异常样品的分析
异常可能源于含量超出模型范围、定标模型误用、样品含杂、光谱扫描位移或温度超出允许区间等因素。
7.3 异常样品的处理
近红外分析中发现异常样品后要用经典方法对该样品进行分析，同时对该异常样品类型进行确定，属于“好”异常样品则保留，并加入到定标模型中，对定标模型进行升级；属于“坏”异常样品予以剔除。
[bookmark: _Toc1224]8 测试报告
测试报告应包括(但不限于)：
—本文件编号；
—对试样的名称、采样方法、制备方法、编号等信息的描述；
—仪器型号和序列号；
—建模波段；
—光谱预处理方法；
—定标模型名称；
—定标模型的适用浓度范围、温度范围；
—试样测试时的温度；
—试样测定结果及必要说明；
—采用的测定的方法或标准；
—出现异常样品时，应提供异常样品类型及处理的有关信息；
—测试单位、测试人及测试时间；
T/HXCY XXX—2025
T/HXCY XXX—2025

—本文件或引用文件中未规定的并可影响结果的任何操作。
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[bookmark: _Toc7002]附录A 
(规范性)
蒽酮-硫酸法测定可溶性碳水化合物
A.1 方法原理
在浓硫酸溶液中，青贮饲用小黑麦WSC先脱水为糖醛或羟甲基糖醛，再与蒽酮反应生成蓝绿色化合物，其颜色深度与含糖量成正比，其吸收波峰长620 nm。
A.2 试验材料和试剂
供试材料：青贮饲用小黑麦。
蒽酮-硫酸溶液：0.4 g蒽酮溶于100 ml 88%硫酸溶液，混匀放入冰箱或冷水中冷却备用，临用时配制。
糖标准液：准确称取0.25 g蔗糖，以80%乙醇溶解，定容至250 ml，稀释为40-100微克/毫升的浓度。
A.3 样品预处理
 每个青贮样品烘干至恒重后用高速粉碎机粉碎，将粉碎后的样品置于密封盒中备用。
A.4 工作曲线的绘制
于两组干燥试管中，分别注入0.0、10.0、20.0、40.0、60.0、80.0微克蔗糖标准溶液。加水调整个试管溶液均为2.00 ml，放入冷水中冷却2分钟，各试管中加入6.00 ml蒽酮-硫酸溶液，摇匀，迅速放入冷水中冷却2分钟。放入沸水中5分钟显色，完毕后，取出，用流水冷却至室温。以2.00 ml蒸馏水按上述操作所得空白液为参比，与620 nm波长下比色，绘制工作曲线。
A.5 测定步骤
样品处理：称取磨碎样品0.5 g（W），用少量80%乙醇冲入带塞试管中，使体积在7 ml左右，盖上塞子，置于80℃水浴中提取30分钟，取出冷却后转入50 ml容量瓶中，定容，摇匀后静置，取上清液稀释合适倍数到2 ml待测。
测定：620 nm下比色，按工作曲线所述步骤，测定沸水显色后溶液的吸光度。用标准曲线获得每2 ml待测液中的微克数，再计算出WSC的含量。
A.6 结果计算

X——试样中可溶性碳水化合物的含量，单位为克每千克 (g/kg); C——由标准曲线求得试样溶液中可溶性糖的质量，单位为微克 (μg)；50——第一次定容体积，单位为毫升 (ml)；n——待测液稀释倍数; 2——吸取待测液B的体积；W——青贮饲料干样的质量，单位为g。
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