	BỘ NÔNG NGHIỆP VÀ PHÁT TRIỂN NÔNG THÔN
-------
	CỘNG HÒA XÃ HỘI CHỦ NGHĨA VIỆT NAM
Độc lập – Tự do – Hạnh phúc
---------

	Số: 4099/QĐ-BNN-KHCN
	Hà Nội, ngày 29 tháng 12 năm 2006


QUYẾT ĐỊNH
BAN HÀNH QUY TRÌNH VÀ TIÊU CHUẨN THỨC ĂN CHĂN NUÔI
BỘ TRƯỞNG BỘ NÔNG NGHIỆP VÀ PHÁT TRIỂN NÔNG THÔN
- Căn cứ Nghị định số 86/2003/NĐ-CP ngày 18 tháng 7 năm 2003 của Chính phủ quy định chức năng, nhiệm vụ, quyền hạn và cơ cấu tổ chức của Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn; 
- Căn cứ Nghị định số 179/2004/NĐ-CP ngày 21 tháng 10 năm 2004 của Chính phủ Quy định quản lý nhà nước về chất lượng sản phẩm, hàng hoá;
- Căn cứ Quyết định số 74/2005/QĐ-BNN ngày 14 tháng 11 năm 2005 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn về việc ban hành Quy chế xây dựng, ban hành và kiểm tra áp dụng tiêu chuẩn ngành; 
Theo đề nghị của Vụ trưởng Vụ Khoa học công nghệ, 

QUYẾT ĐỊNH:
Điều 1. Nay ban hành các tiêu chuẩn ngành:

10TCN 831 : 2006. Quy trình chế biến bột máu làm nguyên liệu thức ăn chăn nuôi.

10TCN 832 : 2006. Quy trình chế biến bột xương làm nguyên liệu thức ăn chăn nuôi.

10TCN 833 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng chlotetracycline, oxytetracyline và tetracycline bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.

10TCN 834 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng zinc bacitracin bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.

10TCN 835 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng monensin bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.

10TCN 836 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng tylosin bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao

10TCN 837 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Tiêu chuẩn hàm lượng vitamin trong thức ăn hỗn hợp.

10TCN 838 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Tiêu chuẩn hàm lượng khoáng trong thức ăn hỗn hợp.

10TCN 860 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Độ dao động phân tích cho phép đối với các chỉ tiêu chất lượng.

10TCN 861 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Hàm lượng kháng sinh và dược liệu tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp.

10TCN 862 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Thuật ngữ và định nghĩa.

10TCN 863 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Hàm lượng vi sinh vật tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp.

10TCN 864 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Cám gạo - yêu cầu kỹ thuật.

10TCN 865 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Khô dầu đậu tương - yêu cầu kỹ thuật.

10TCN 866 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Khô dầu lạc - yêu cầu kỹ thuật.

10TCN 868 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Quy trình sản xuất thức ăn chăn nuôi công nghiệp đảm bảo vệ sinh an toàn thực phẩm.

10TCN 869 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Sắn khô - yêu cầu kỹ thuật.

10TCN 984 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Bột cá - yêu cầu kỹ thuật.

10TCN 985 : 2006. Thức ăn chăn nuôi - Ngô hạt - yêu cầu kỹ thuật. 

Điều 2. Quyết định này có hiệu lực thi hành sau 15 ngày kể từ ngày ký.

Điều 3. Vụ trưởng Vụ Khoa học công nghệ, Chánh Văn phòng Bộ, Thủ trưởng các đơn vị có liên quan chịu trách nhiệm thi hành Quyết định này./.

	 
	KT. BỘ TRƯỞNG
 THỨ TRƯỞNG




Bùi Bá Bổng


	FILE ĐƯỢC ĐÍNH KÈM THEO VĂN BẢN
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10TCN

TIÊU CHUẨN NGÀNH

10TCN 838 : 2006


THỨC ĂN CHĂN NUÔI - TIÊU CHUẨN


 HÀM LƯỢNG KHOÁNG TRONG THỨC ĂN HỖN HỢP 

Animal feeding stuffs - Mineral levels in compound feeds


HÀ NỘI - 2006








		TIÊU CHUẨN NGÀNH

		10TCN 838 : 2006





THỨC ĂN CHĂN NUÔI - TIÊU CHUẨN


HÀM LƯỢNG KHOÁNG TRONG THỨC ĂN HỖN HỢP


Animal feeding stuffs - Mineral levels in compound feeds

(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định hàm lượng khoáng trong thức ăn hỗn hợp.


2. Chỉ tiêu quy định. 


Hàm lượng khoáng trong thức ăn hỗn hợp cho gia cầm và lợn được qui định trong các bảng dưới đây: 


Bảng 1: Hàm lượng khoáng trong thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh cho gia cầm.

		Số TT

		Tên nguyên tố

		Cho gà

		Cho vịt



		

		

		Gà thịt

		Gà sinh sản hướng thịt

		Gà sinh sản hướng trứng

		Vịt thịt

		Vịt sinh sản hướng thịt

		Vịt sinh sản hướng trứng



		1

		Can xi (%)

		0,8 - 1,2

		0,8 - 4,0

		0,8 - 1,2

		0,8 - 4,0



		2

		Phot pho tổng số (%), min

		0,6

		0,45

		0,50

		0,60



		3

		Muối (%)

		02 - 0,5



		4

		Đồng (mg/kg)

		5 – 35

		2 - 35



		5

		Sắt (mg/kg)

		100 -1250

		80 - 1250

		20 - 1250



		6

		Kẽm (mg/kg)

		50 - 250



		7

		Coban (mg/kg), max

		10



		8

		Mangan (mg/kg)

		50 - 250

		100 - 250

		50 - 250



		9

		Iod (mg/kg)

		0,4 - 300

		0,5 - 300

		1 - 300



		10

		Molipđen (mg/kg), max

		2,5



		11

		Flo (mg/kg), max

		250



		12

		Selen (mg/kg), max

		0,1 - 0,5



		13

		Asen (mg/kg), max

		2,0



		14

		Chì (mg/kg), max

		5,0



		15

		Thuỷ ngân (mg/kg), max

		0,10



		16

		Cadimi (mg/kg), max

		0,50





Bảng 2: Hàm lượng khoáng trong thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh cho lợn.

		Số TT 

		Tên nguyên tố

		Lợn con tập ăn và sau cai sữa đến 15 kg

		Lợn thịt

		Lợn cái và đực hậu bị

		Lợn nái chửa và nuôi con



		1

		Can xi (%)

		0,7 – 2,0

		0,8 – 1,2

		0,8 – 1,0

		0,8 – 1,2



		2

		Phot pho tổng số (%), min

		0,5

		0,6

		0,55

		0,6



		3

		Muối (%)

		0,2 – 0,5

		0,2 -1,0

		0,3 – 1,0

		0,3 – 1,0



		4

		Đồng (mg/kg)

		5 – 175



		5

		Sắt (mg/kg)

		80 – 1250



		6

		Kẽm (mg/kg)

		50 – 250



		7

		Coban (mg/kg), max

		10



		8

		Mangan (mg/kg)

		3 – 250

		10 - 250

		15 - 250



		9

		Iod (mg/kg)

		0,15 – 300

		60 - 300



		10

		Molipđen (mg/kg), max

		5,5



		11

		Flo (mg/kg), max

		100



		12

		Selen (mg/kg), max

		0,50



		13

		Asen (mg/kg), max

		2



		14

		Chì (mg/kg), max

		5



		15

		Thuỷ ngân (mg/kg), max

		0,1



		16

		Cadimi (mg/kg), max

		0,5
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		TIÊU CHUẨN NGÀNH

		10TCN 863 : 2006





THỨC ĂN CHĂN NUÔI – HÀM LƯỢNG VI SINH VẬT TỐI ĐA CHO PHÉP TRONG THỨC ĂN HỖN HỢP

Animal feeding stuffs – Maiximum levels for microbiology in complete feed


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định giới hạn tối đa của vi sinh vật trong thức ăn hỗn hợp của gà, vịt và lợn. 


2. Tài liệu viện dẫn


Tài liệu viện dẫn sau đây là rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn này


ISO 6497:2002 (E): Animal feeding stuffs - Sampling (Thức ăn chăn nuôi - Lấy mẫu).


TCVN 5750:1993. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định nấm men và nấm mốc.


TCVN 4829:2001 (ISO 6579:1993). Vi sinh vật học - Hướng dẫn chung về phương pháp phát hiện Salmonella.


TCVN 6848:2001 (ISO 4832:1991). Vi sinh vật học - Hướng dẫn chung về định lượng Coliforms. Kỹ thuật đếm khuẩn lạc.


TCVN 4991-89 (ISO 7937:1985). Vi sinh vật  - Hướng dẫn chung về phương pháp đếm Clostridum perfringens. Kỹ thuật đếm khuẩn lạc.


TCVN 4830- 89 (ISO 6888:1983). Vi sinh vật - Hướng dẫn chung về phương pháp đếm vi khuẩn Staphylococcus aureus. Kỹ thuật đếm khuẩn lạc.


TCVN 4992-89 (ISO 7932:1987). Vi sinh vật - Hướng dẫn chung đếm Bacillus cereus. Kỹ thuật đếm  khuẩn lạc ở 30oC.


3. Chỉ tiêu quy định


3.1. Tổng số nấm mốc cho phép (CFU) trong 1 gam thức ăn hỗn hợp cho gà, vịt, lợn được qui định trong bảng 1.


Bảng 1: Giới hạn tổng số nấm mốc cho phép trong thức ăn hỗn hợp cho gà, vịt, lợn.


		Số TT

		Loại gia cầm

		Tổng số nấm mốc (CFU/g),


không lớn hơn



		1

		Vịt con (từ 1-28 ngày tuổi)

		1(103



		2

		Nhóm vịt còn lại

		1(104



		3

		Gà con (từ 1-28 ngày tuổi)

		1(104



		4

		Nhóm gà còn lại

		1(105



		5

		Lợn con (1-60 ngày tuổi)

		1(104



		6

		Nhóm lợn còn lại

		1(105





3.2. Giới hạn tổng số vi khuẩn tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp của vịt, gà, lợn.


Bảng 2: Giới hạn tổng số vi khuẩn tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp của vịt, gà, lợn.


		Số TT

		Loại vi khuẩn

		Tổng số vi khuẩn (CFU/g), không lớn hơn



		

		

		Vịt con (từ 1-28 ngày tuổi)

		Nhóm vịt còn lại

		Gà con (từ 1-28  ngày tuổi)

		Nhóm gà còn lại

		Lợn con (từ 1-60 ngày tuổi)

		Nhóm lợn còn lại



		1

		Tổng số vi khuẩn hiếu khí

		1(104

		1(105

		1(104

		1(105

		1(105

		1(106



		2

		Coliforms

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102



		3

		Ecoli

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102



		4

		Salmonella*


(CFU/25g)

		0

		0

		0

		0

		0

		0



		5

		Staphylococcusaureus

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102



		6

		Clostridum perfringens

		1(104

		1(105

		1(104

		1(105

		1(104

		1(105



		7

		Bacillus cereus

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102

		1(102



		8

		Pseudomonas

		1(104

		1(104

		1(104

		1(104

		1(104

		1(104





* Salmonella: Không được phép có trong 25 gam thức ăn hỗn hợp .


4. Lấy mẫu


Lấy mẫu theo ISO 6497:2002


5. Phương pháp thử


5.1. Xác định tổng số nấm mốc theo TCVN 5750:1993.


5.2. Phát hiện Salmonella theo TCVN 4829:2001(ISO 6579:1993).


5.3. Xác định Coliforms theo TCVN 6848:2001(ISO 4832:1991).


5.4. Xác định tổng số Clostridum perfringens theo TCVN 4991-89 (ISO 7937:1985).


5.5. Xác định tổng số Staphylococcus aureus theo TCVN 4830- 89 (ISO 6888:1983).


5.6. Xác định tổng số Bacillus cereus
 theo TCVN 4992-89 (ISO 7932:1987).
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – CÁM GẠO YÊU CẦU KỸ THUẬT 

Animal Feedstuffs.  Rice bran - Specification


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định các yêu cầu kỹ thuật tối thiểu đối với cám gạo dùng làm thức ăn chăn nuôi.


2. Tiêu chuẩn viện dẫn


Để xây dựng tiêu chuẩn này đã trích dẫn các tiêu chuẩn sau:


TCVN 4325-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp lấy mẫu và chuẩn bị mẫu.


TCVN 4328-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng nitơ và protein thô. 


TCVN 4327-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric.


TCVN 4329-1993: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng xơ thô.


TCVN 4331-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng chất béo thô.


TCVN 6953: 2001: Thức ăn chăn nuôi. Xác định aflatoxin B1 trong thức ăn hỗn hợp - Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.


3. Phân hạng chất lượng


Cám gạo dùng làm thức ăn chăn nuôi được chia làm hai loại: 


- Cám gạo chưa tách dầu. Gồm 2 hạng chất lượng: hạng 1 và hạng 2


- Cám gạo đã tách dầu.


4. Yêu cầu kỹ thuật


4.1. Yêu cầu về cảm quan và vệ sinh


4.1.1. Cám gạo phải tươi, có màu đồng nhất, có mùi thơm đặc trưng, không có dấu hiệu mốc, không vón cục hoặc có mùi hôi của cám để lâu.


4.1.2. Cám gạo không được có ure và các chất độc hại. Dư lượng chất bảo quản và các chất nhiễm bẩn khác không được vượt quá mức tối đa cho phép theo quy định hiện hành. Hàm lượng aflatoxin không được vượt quá 100ppb ((g/kg).


4.2. Yêu cầu về các chỉ tiêu lý hoá của cám gạo được ghi trong bảng 1.


Bảng 1: Các chỉ tiêu lý hoá của cám gạo 


		Chỉ tiêu

		Cám gạo chưa tách dầu

		Cám gạo đã
tách dầu



		

		Hạng 1

		Hạng 2

		



		1. Độ ẩm, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		12

		12

		12



		2. Hàm lượng protein thô, tính theo % khối lượng, không nhỏ hơn

		13

		7

		14



		3. Hàm lượng chất béo thô, tính theo % khối lượng, không nhỏ hơn

		12

		12

		2



		4. Hàm lượng chất xơ thô, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		8

		12

		10



		5. Hàm lượng tro thô, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		15

		15

		16



		6. Hàm lượng tro không tan trong axit Clohyđric (cát sạn) tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		3

		3

		3



		7. Hàm lượng afflatoxin tổng số tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		100

		100

		100



		8. Mảnh vật rắn sắc nhọn

		Không có

		Không có

		Không có





5. Phương pháp thử


5.1. Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325 - 86.


5.2. Xác định độ ẩm theo TCVN 4801 - 89.


5.3. Xác định hàm lượng protein thô theo TCVN 4328 - 86.


5.4. Xác định hàm lượng chất béo thô theo TCVN 4331 - 86.


5.5. Xác định hàm lượng xơ thô theo TCVN 4329 - 1993


5.6. Xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric (cát sạn) theo TCVN 4327 - 86.


5.7. Xác định hàm lượng aflatoxin B1 theo TCVN 6953 :2001


6. Bao gói, ghi nhãn, bảo quản và vận chuyển.


6.1. Bao gói: Cám gạo được đựng trong các bao khô, bền chắc, đảm bảo vệ sinh


6.2. Ghi nhãn: Ghi nhãn phải đúng với các qui định hiện hành.


Trên bao bì ghi những nội dung sau:


- Tên sản phẩm, ghi rõ loại cám gạo.


- Khối lượng tịnh.


- Các chỉ tiêu chất lượng chủ yếu và hàm lượng.


- Tên và địa chỉ cơ sở sản xuất kinh doanh.


- Ngày sản xuất và thời hạn sử dụng.


Nếu là hàng rời, được sản xuất hoặc nhập khẩu theo số lượng lớn chứa trong container hay xe goòng thì có thể không dán nhãn nhưng phải có phiếu công bố chất lượng đi kèm .


6.3. Bảo quản: Cám gạo được bảo quản trong kho khô sạch, để nơi cao ráo, thoáng mát, không có chất độc hại và không mang mầm bệnh.


6.4. Vận chuyển:  Phương tiện vận chuyển cám gạo phải khô, sạch, không có mùi lạ và đảm bảo yêu cầu vệ sinh Thú y.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – QUY TRÌNH SẢN XUẤT THỨC ĂN CHĂN NUÔI CÔNG NGHIỆP ĐẢM BẢO VỆ SINH AN TOÀN THỰC PHẨM


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Quy trình này được áp dụng đối với các cơ sở sản xuất thức ăn chăn nuôi công nghiệp trong phạm vi cả nước. 


2. Nội dung

2.1. Vị trí của cơ sở sản xuất


Vị trí của các cơ sở sản phải đảm bảo các điều kiện sau:


- Đặt trong khu qui hoạch.


- Tránh xa nơi ẩm ướt, có nguy cơ ô nhiễm, dễ bị ngập lụt.


- Thuận tiện cho việc bốc dỡ hàng hóa.


2. 2. Thiết kế và bố trí khu sản xuất


- Sơ đồ lưu hành giữa các dây chuyển sản xuất (từ nguyên liệu đầu vào đến thành phẩm) phải liên thông, một chiều, dễ thao tác, dễ kiểm soát.


- Bố trí các công đoạn sản xuất đảm bảo chống ô nhiễm chéo gây ra giữa công đoạn này với công đoạn khác cũng như khi thao tác chế biến hoặc xử lý.


- Nền nhà xưởng phải được xây dựng bằng các chất liệu thuận tiện cho công tác vệ sinh và dễ quản lý dịch hại. 


- Máy móc được lắp đặt sao cho mọi bề mặt đều có thể tiếp cận được để vệ sinh cả bên ngoài và bên trong máy. Phải bố trí các khoảng không thông hành như: cách vách 45cm, cách nền 15cm.


3. Cấu trúc và lắp ráp bên trong nhà xưởng


3.1. Cấu trúc bên trong phải được xây dựng bằng vật liệu bền chắc, dễ dàng cho việc duy tu bảo dưỡng, làm sạch và  tẩy trùng khi cần thiết. 


3.2. Cần phải có kho để chứa các chất phụ gia, các loại vitamin và các chất bổ sung khác. Kho cần thỏa mãn các điều kiện sau:


- Bề mặt tường, vách ngăn và sàn nhà phải được làm bằng vật liệu không thấm, không độc hại.


- Tường, vách ngăn và sản nhà phải có bề mặt nhẵn, thích hợp cho thao tác sản xuất và vệ sinh.


- Trần nhà và các vật cố định phía trên trần phải được thiết kế để làm sao có thể giảm tối đa sự bám bụi.


- Đảm bảo nhiệt độ, độ thông thoáng, ánh sáng.


- Cửa ra vào, cửa sổ phải dễ lau chùi, được thiết kế sao cho có thể hạn chế bám bụi tới mức thấp nhất.


4. Máy móc, thiết bị


4.1. Được mua từ những nhà cung cấp thiết bị có uy tín, đảm bảo tốt việc bảo trì.


4.2. Tất cả những thiết bị phải được xây dựng và lắp đặt theo một yêu cầu vệ sinh đã được thiết kế, cần phải có lịch bảo trì các trang thiết bị và ghi chép toàn bộ quá trình làm việc.


4.3. Thiết bị, máy móc phải được bố trí để có thể:


- Cho phép duy tu bảo dưỡng và làm sạch dễ dàng.


- Vận hành đúng với mục đích sử dụng.


- Thuận lợi cho việc thực hành vệ sinh, kiểm tra.


4.4. Kiểm tra các thông số kỹ thuật của sản phẩm tạo thành qua từng dây chuyền sản xuất (dựa vào catalogue).


5. Quản lý nguyên liệu đầu vào


5.1. Xây dựng tiêu chuẩn bắt buộc cho từng loại nguyên liệu đầu vào.


5.2. Nguyên liệu nhập phải được kiểm tra để đảm bảo đáp ứng được tiêu chuẩn đã đề ra theo các nội dung sau:


- Kiểm tra lý tính: Tạp chất, kích cỡ hạt, độ cứng của viên.


- Kiểm tra dinh dưỡng: Phân tích hóa học.


- Kiểm tra độc tố: xác định aflatoxin, các chất kháng dinh dưỡng.


5.3. Các loại nguyên liệu nhập vào kho cần có đầy đủ các thông tin sau đây:


- Tên nguyên liệu.


- Ngày tháng nhập.


- Họ tên chủ hàng.


- Họ tên người giám định bốc dỡ.


5.4. Lưu mẫu nguyên liệu của từng lô hàng và lưu cho đến khi sản phẩm được sản xuất từ loại nguyên liệu này đã được tiêu thụ hết.


5.5. Ưu tiên sử dụng nguyên liệu của các nhà cung cấp có uy tín, đã được chứng nhận hệ thống chất lượng GMP hoặc ISO. 


5.6. Sử dụng nguyên liệu nhập vào theo nguyên tắc: Nguyên liệu nhập trước – sản xuất kho trước, nguyên liệu nhập sau – sản xuất sau.


5.7. Cần xác lập các qui trình xử lý hạt nguyên liệu (nếu thấy cần thiết) trước khi đưa vào sản xuất.


6. Nghiền nguyên liệu


6.1. Kiểm tra búa và lựa chọn sàng của máy nghiền. Lưu ý kích cỡ hạt sẽ không đạt chuẩn trong trường hợp búa mòn hoặc lưới bị mòn. 


6.2. Tùy thuộc vào đối tượng vật nuôi để xác định kích cỡ hạt nghiền cho phù hợp.


7. Phối trộn nguyên liệu 


7.1. Trước khi phối trộn phải xây dựng công thức thức ăn cho phù hợp với nhu cầu của từng đối tượng, giai đoạn sinh trưởng và phát triển của vật nuôi.


7.2. Hệ thống cân nạp cần được kiểm tra thường xuyên đảm bảo chuẩn xác. Cho nguyên liệu đi qua cân trước khi nạp vào trộn. 


7.3. Những nguyên liệu có khối lưọng nhỏ trước khi đưa vào máy trộn cần được làm loãng bằng một lượng nhất định nguyên liệu chính trong công thức để tăng độ đồng đều của các chất này trong hỗn hợp. 


7.4. Kiểm soát chặt chẽ để tránh sự nhiễm chéo các chất phụ gia từ mẻ trộn này sang mẻ trộn khác. Về nguyên tắc: trộn các công thức thức ăn không chứa kháng sinh hoặc dược liệu trước, tiếp theo trộn các  công thức thức ăn chứa kháng sinh hoặc dược liệu từ thấp đến cao. 


8. Quản lý thành phẩm.


8.1. Kiểm tra độ đồng đều của sản phẩm bằng cách lấy mẫu ngẫu nhiên của từng lô sản phẩm đưa đi phân tích (ít nhất là 8 mẫu/lô).


8.2. Kiểm tra các chỉ tiêu dinh dưỡng chính được công bố trong tiêu chuẩn cơ sở. 


8.3. Lưu mẫu thành phẩm theo từng lô sản xuất. Lưu mẫu cho đến khi sản phẩm đã được tiêu thụ hết.


8.4. Sản phẩm hàng hóa thức ăn chăn nuôi phải có nhãn. Nội dung và qui cách bao bì, nhãn mác phải tuân thủ theo các qui định hiện hành.


8.5. Sản phẩm hàng hóa thức ăn chăn nuôi phải được xếp trên các bệ kê, không để trực tiếp xuống sàn nhà và phải cách vách và cột ít nhất 45cm để thông thoáng. 


9. Vận chuyển


9.1. Nguyên liệu và thức ăn chăn nuôi được chuyên chở bằng các phương tiện có mái che, đảm bảo khô, sạch, không nhiễm các chất độc hại hoặc các vi sinh vật gây bệnh. 


9.2. Khi vận chuyển qua các vùng có dịch bệnh gia súc - gia cầm phải được thực hiện theo qui định của Thú y.


10. Vệ sinh cơ sở sản xuất


10.1. Cơ sở sản xuất phải được vệ sinh, dọn dẹp sạch sẽ, sắp xếp ngăn nắp có định kỳ. 


10.2. Thường xuyên kiểm tra bên ngoài và bên trong nhà máy để không có nguyên liệu rơi vãi nhằm tránh nguy cơ tích tụ thức ăn nhằm giảm thiểu côn trùng, nấm mốc, chim và các loài gặm nhấm. 


10.3. Cán bộ, công nhân viên làm việc tại cơ sở sản xuất thức ăn chăn nuôi đều phải tuân thủ những quy định về vệ sinh cá nhân.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – SẮN KHÔ YÊU CẦU KỸ THUẬT 


Animal  feedstuffs - Dry cassava - Specification


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định các yêu cầu kỹ thuật tối thiểu đối với sắn khô dùng làm thức ăn chăn nuôi.


2. Tài liệu viện dẫn


TCVN 4325-86. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp lấy mẫu và chuẩn bị mẫu.


TCVN  1532 : 1993.  Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp thử cảm quan.


TCVN  4326 : 2001. Thức ăn chăn nuôi - Xác định độ ẩm và hàm lượng chất bay hơi khác.


TCVN  4329 : 1993.  Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng xơ thô.


TCVN  1540 - 86.  Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định độ nhiễm côn trùng.


TCVN  5750 - 93. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định nấm men và nấm mốc.


TCVN  6953 : 2001. Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng aflatoxin B1 trong thức ăn  hỗn hợp. Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.


10 TCN  604 : 2004. Nông sản thực phẩm - Phương pháp xác định hàm lượng axit xyanhydric.


3. Thuật ngữ và định nghĩa


Trong tiêu chuẩn này sử dụng các thuật ngữ và định nghĩa sau:


3.1. Sắn khô làm thức ăn chăn nuôi: là sản phẩm làm khô từ củ sắn tươi có vỏ hoặc không có vỏ dưới dạng sắn lát, sắn thái thành sợi dài hoặc sắn khúc (sắn gạc nai).


3.2. Tạp chất được hiểu là: Những vật không có bản chất là sắn khô bao gồm tạp chất hữu cơ và vô cơ.


3.2.1. Tạp chất hữu cơ: Bao gồm các loại ngũ cốc khác, vỏ, thân, lá sắn, xác côn trùng, lẫn vào trong sắn khô.


3.2.2. Tạp chất vô cơ: Bao gồm các viên đá sỏi, cát sạn, mảnh kim loại, thuỷ tinh, lẫn vào trong sắn khô.


4. Yêu cầu kỹ thuật


4.1.  Chỉ tiêu cảm quan


 Sắn khô có các chỉ tiêu cảm quan được quy định trong bảng 1.


Bảng 1: Các chỉ tiêu cảm quan của sắn khô làm thức ăn chăn nuôi

		Số TT

		Chỉ tiêu

		Yêu cầu



		1

		Cảm quan:

		Màu sắc từ trắng đến trắng ngà, không ố vàng, không có màu mốc đen, có mùi đặc trưng của sắn khô, không có mùi lạ, không có vị đắng, không có mùi hôi, chua, mốc.



		2

		Mảnh vật rắn sắc nhọn

		Không được phép





Sắn khô không được chứa các chất bảo vệ thực vật, các chất chống mọt và các chất độc hại khác, vượt quá mức tối đa cho phép theo quy định hiện hành. 


4.2. Chỉ tiêu chất lượng của sắn khô


Các chỉ tiêu chât lượng sắn khô được quy định tại bảng 2.


Bảng 2: Các chỉ tiêu chất lượng của sắn khô


		Số TT

		Chỉ tiêu

		Yêu cầu



		1

		Độ ẩm tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		12,0



		2

		Tạp chất tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		3,0



		3

		Sâu mọt sống 

		không có



		4

		Xơ thô tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		5,0



		5

		Vi sinh vật có hại: Nấm mốc (khuẩn lạc/gam) không lớn hơn

		1(103



		6

		Hàm lượng aflatonxin  tổng số tính bằng (g/kg ( ppb) không lớn hơn 

		50



		7

		Hàm lượng axit Xyanhydric (HCN) tính bằng mg/kg, không lớn hơn

		100





5. Phương pháp thử


5.1. Phương pháp chuẩn bị  mẫu thử theo TCVN 4325 - 86.


5.2. Phương  pháp thử  cảm quan và vật lạ theo TCVN - 1532 : 1993. 


5.3. Xác định độ ẩm theo TCVN 4326 : 2001 (ISO 6496 : 1999).


5.4. Xác định hàm lượng xơ theo TCVN 4329 :1993.


5.5. Xác định độ nhiễm côn trùng theo: TCVN 1540-86.


5.6. Xác định nấm mốc  theo TCVN  5750 : 1993.


5.7. Xác định aflatoxin  theo TCVN  6953 : 2001.


5.8. Xác định hàm lượng axit xyanhydric (HCN) theo  10 TCN  604 : 2004. 


6. Bao gói, vận chuyển và bảo quản


6.1. Bao gói


- Sắn khô được đóng trong bao polyetylen, polypropylen hoặc trong bao tải thường.


- Các loại bao bì nêu trên phải bền, không rách, không có chất độc hại và không mang mầm bệnh.


6.2. Bảo quản: Sắn khô được bảo quản trong kho khô sạch, để nơi cao ráo, thoáng mát, không có chất độc hại và không mang mầm bệnh.


6.3. Vận chuyển: Phương tiện vận chuyển sắn khô phải khô, sạch, không có mùi lạ và đảm bảo yêu cầu vệ sinh Thú y.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – BỘT CÁ - YÊU CẦU KỸ THUẬT 


Animal feedstuffs - Fish meal - Specification


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định các yêu cầu kỹ thuật tối thiểu đối với bột cá được chế biến từ cá nguyên con hoặc một phần con cá của nhiều chủng loại dùng làm thức ăn chăn nuôi.


2. Tiêu chuẩn viện dẫn


Để xây dựng tiêu chuẩn này đã trích dẫn các tiêu chuẩn sau:


TCVN 4800 - 89 (ISO 7088 - 1981). Bột cá - Thuật ngữ và định nghĩa.


TCVN 4325 - 86. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp lấy mẫu và chuẩn bị mẫu.


TCVN 4326 - 86. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định độ ẩm.


TCVN 4328 - 86. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng nitơ và protein thô. 


TCVN 4327 - 86. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric.


TCVN 4330 - 86. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng natriclorua (NaCl).


TCVN 4331 - 86. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng chất béo thô.


3. Phân hạng chất lượng


Bột cá được phân thành 3 hạng chất lượng: hạng 1, hạng 2 và hạng 3.


4. Yêu cầu kỹ thuật


4.1. Yêu cầu về cảm quan và vệ sinh


4.1.1 Yêu cầu về các chỉ tiêu cảm quan của bột cá được ghi trong bảng 1.


Bảng 1: Các chỉ tiêu cảm quan của bột cá 


		Chỉ tiêu

		Hạng



		

		Hạng 1

		Hạng 2

		Hạng 3



		1. Màu sắc

		Nâu nhạt

		Nâu đến nâu sẫm



		2. Mùi

		Có mùi thơm đặc trưng của bột cá, không có mùi mốc, mùi hôi hoặc mùi khác lạ.



		3. Trạng thái bền ngoài

		Tơi, không vón cục, không có sâu mọt, không mốc, không lẫn vật lạ.



		4. Độ mịn

		Bột cá phải lọt sàng có đường kính mắt sàng 3,0mm, cho phép phần còn lại trên sàng không vượt quá 5%.





4.1.2. Bột cá không được chứa Samonella, E. Coli, các độc tố nấm mốc và các chất độc hại. Dư lượng chất bảo quản và các chất nhiễm bẩn khác không được vượt quá mức tối đa cho phép theo qui định hiện hành.


4.2. Yêu cầu về các chỉ tiêu lý hoá


Yêu cầu về các chỉ tiêu lý hoá của bột cá được qui định trong bảng 2.


Bảng 2: Các chỉ tiêu lý hoá của bột cá


		Chỉ tiêu

		Hạng



		

		Hạng 1

		Hạng 2

		Hạng 3



		1. Độ ẩm, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		10

		10

		10



		2. Hàm lượng protein thô, tính theo % khối lượng, không nhỏ hơn.

		60

		50

		40



		3. Hàm lượng chất béo, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		8

		10

		12





		4. Hàm lượng muối natriclorua, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		2

		3

		5



		5. Hàm lượng tro không tan trong axit Clohyđric (cát sạn) tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		2

		2,5

		3



		6. Mảnh vật rắn sắc nhọn.

		Không có

		Không có

		Không có



		7. Hàm lượng nitơ bay hơi tổng số, tính theo mg/100g, không lớn hơn

		150

		250

		350





5. Phương pháp thử


5.1. Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325 - 86.


5.2. Xác định độ ẩm theo TCVN 4326 - 86.


5.3. Xác định hàm lượng protein thô theo TCVN 4328 - 86.


5.4. Xác định hàm lượng chất béo thô theo TCVN 4331 - 86.


5.5. Xác định hàm lượng natriclorua (NaCl) theo TCVN 4330 - 86.


5.6. Xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric (cát sạn) theo TCVN 4327 - 86. 


5.7. Xác định hàm lượng nitơ bay hơi tổng số theo phương pháp chưng cất dưới đây:


5.7.1. Phạm vi áp dụng.


Phương pháp cho phép xác định hàm lượng nitơ bay hơi trong bột cá. Phương pháp chỉ áp dụng khi lượng nitơ bay hơi tổng số  nhỏ hơn 0,25%.


5.7.2. Nguyên tắc.


Mẫu được chiết bằng nước, lắng trong và đem lọc. Dùng magiê oxit để đẩy NH3 ra khỏi mẫu thử chưng cất và thu hồi NH3 vào một lượng chính xác dung dịch axit sulfuric. Xác định lượng axit sulfuric dư bằng phương pháp chuẩn độ với dung dịch chuẩn natri hydroxit 0,1N.


5.7.3. Thuốc thử và hoá chất


Các thuốc thử phải được công nhận ở cấp tinh khiết  phân tích và nước phải là nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương.


- Dung dịch axit tricloaxetic 20%.


- Magie oxit.


- Dung dịch axit sulfuric 0,1N.


- Dung dịch chỉ thị: Hoà tan 33mg Brom cresol xanh với 65 mg metyl đỏ trong 100ml etanol 95%.


- Chất chống sủi bọt (ví dụ như dầu parafin...).


- Giấy quì.


5.7.4. Dụng cụ và thiết bị.


- Thiết bị chưng cất Keldal


- Bình nón có dung tích 250ml.


- Bình định mức có dung tích: 200 và 250ml


- Pipet bầu có dung tích 50ml.


- Micro Buret


- Giấy lọc định lượng.


5.7.5. Tiến hành thử.


Cân chính xác đến 0,1mg từ 3-5g mẫu thử cho vào bình định mức dung tích 250ml, cho thêm khoảng 100ml nước cất, lắc đều trong 30phút trên máy lắc với tốc độ 30-40 vòng/phút. Thêm tiếp 50ml dung dịch axit tricloaxetic 20% lắc mạnh trong 2phút. Thêm nước cất đến vạch, lắc đều, rồi để lắng 5phút và đem lọc bằng giấy lọc định lượng. Dùng pipet hút chính xác 50ml dịch lọc của mẫu thử cho vào bình cất của hệ thống Keldal, thêm tiếp 50ml nước cất và khoảng 2g magiê oxit. Dung dịch phải có môi trường kiềm, thử bằng giấy quì  nếu không đạt yêu cầu phải điều chỉnh bằng magiê oxit. Cho vài giọt chất chống sủi bọt, tiến hành chưng cất và thu hồi NH3 vào bình nón chứa 1 lượng xác định dung dịch axit sulfuric 0,1N (thường 20-50ml).


Dùng dung dịch NaOH 0.1N chuẩn độ lượng H2SO4 dư trong bình hứng cho tới khi dung dịch chuyển từ màu xanh sang màu hồng bền. 


Tiến hành xác định mẫu trắng với các bước như trên nhưng thay mẫu thử bằng nước cất.


5.7.6. Tính kết quả.


Hàm lượng nitơ bay hơi tổng số, tính bằng số miligam trong 100 gam mẫu theo công thức sau:

		X =

		(V1 - V2). 1.4 . 250 . 100



		

		50 . m





Trong đó: 


V1  : Thể tích dung dịch NaOH 0,1N tiêu tốn khi chuẩn độ mẫu trắng, tính theo ml


V1  : Thể tích dung dịch NaOH 0,1N tiêu tốn khi chuẩn độ mẫu thử, tính theo ml


1.4 : lượng nitơ ứng với 1ml dumg dịch H2SO4 0,1N, tính theo mg 


250: Thể tích dịch pha loãng mẫu thử, tính theo ml


50  : Thể tích dịch lọc pha loãng đem chưng cất, tính theo ml


m   : Khối lượng mẫu thử, tính theo gam.


100:  Hệ số qui về phần trăm


Kết quả của phép thử là trị số trung bình của 2 lần xác định song song với sự sai khác giữa chúng không vượt quá 10%.


5.7.7. Cần tuân thủ nguyên tắc: nếu lượng nitơ tổng số trong mẫu thử lớn hơn 0,250% (250mg/100g) thì phải pha loãng dịch lọc ban đầu. 


6. Bao gói, ghi nhãn, bảo quản và vận chuyển.


6.1. Bao gói: Tuỳ theo điều kiện sản xuất và yêu cầu tiêu dùng, khối lượng tịnh của bột cá trong mỗi đơn vị bao gói có thể  25 hoặc 50kg. Bột cá phải được đựng trong các bao kín, nhiều lớp, lớp bên trong phải là Poly Etylen. 


6.2. Ghi nhãn: Ghi nhãn phải đúng với các qui định hiện hành.


Trên bao bì ghi những nội dung sau:


- Tên sản phẩm, ghi rõ loại bột cá.


- Khối lượng tịnh.


- Các chỉ tiêu chất lượng chủ yếu và hàm lượng.


- Tên và địa chỉ cơ sở sản xuất kinh doanh.


- Ngày sản xuất và thời hạn sử dụng.


6.3. Bảo quản: Bột cá được bảo quản trong kho khô sạch, để nơi cao ráo, thoáng mát, không có chất độc hại và không mang mầm bệnh.


6.4. Vận chuyển: Phương tiện vận chuyển bột cá phải khô, sạch, không có mùi lạ và đảm bảo yêu cầu vệ sinh Thú y.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – KHÔ DẦU LẠC - YÊU CẦU KỸ THUẬT

Animal feedstuffs - Ground nut Cake - Specification


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi  áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định các yêu cầu kỹ thuật tối thiểu đối với khô dầu lạc dùng làm thức ăn chăn nuôi.


2. Tiêu chuẩn viện dẫn


Để xây dựng tiêu chuẩn này đã trích dẫn các tiêu chuẩn sau:


TCVN 4325-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp lấy mẫu và chuẩn bị mẫu.


TCVN 4328-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng nitơ và protein thô.


TCVN 4327-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric.


TCVN 4329-1993: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng xơ thô.


TCVN 4331-86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng chất béo thô.


TCVN 6953:2001: Thức ăn chăn nuôi. Xác định aflatoxin B1 trong thức ăn hỗn hợp - Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao .

3. Phân loại chất lượng


Khô dầu lạc chia làm 2 loại:


Khô dầu lạc nhân. Gồm 2 hạng: hạng1 và hạng 2


Khô dầu lạc có vỏ


4. Yêu cầu kỹ thuật


4.1 Yêu cầu về cảm quan và vệ sinh


4.1.1 Khô dầu lạc có dạng mảnh, bánh hoặc dạng bột. Khô dầu lạc có màu nâu nhạt hoặc vàng nhạt, có mùi thơm đặc trưng, không có mùi mốc, mùi chua hoặc mùi khác lạ. 


4.1.2 Khô dầu lạc không được có ure và các chất độc hại. Dư lượng chất bảo quản và các chất nhiễm bẩn khác không được vượt quá mức tối đa cho phép theo qui định hiện hành. Hàm lượng aflatoxin không vượt quá 200ppb ((g/kg)


5.2 Yêu cầu về các chỉ tiêu lý hoá


Yêu cầu về các chỉ tiêu lý hoá của khô dầu lạc được qui định trong bảng 1


Bảng 1: Các chỉ tiêu lý hoá của khô dầu lạc


		Chỉ tiêu

		Khô dầu lạc nhân

		Khô dầu lạc



		

		Hạng 1

		Hạng 2

		có vỏ





		1. Độ ẩm, tính theo % khối lượng,       không lớn hơn.

		9

		10

		10



		2. Hàm lượng protein thô, tính theo % khối lượng, không nhỏ hơn.

		45

		38

		30



		3. Hàm lượng chất béo thô, tính theo % khối lượng, không lớn hơn


· Khô dầu lạc ép


· Khô dầu lạc chiết ly

		8


1,5

		9


1,5

		9


1,5



		4. Hàm lượng xơ thô, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		9

		12

		22



		5. Hàm lượng tro không tan trong axit clohydric, tính theo % khối lượng, không lớn hơn.

		3

		3

		3



		6. Hàm lượng aflatoxin tổng số, tính theo (g/kg, không lớn hơn

		200

		200

		200



		7. Sâu mọt và côn trùng sống, con/kg.

		Không có



		8. Mảnh vật rắn sắc nhọn

		Không có





5 Phương pháp thử


5.1 Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325 - 86.


5.2 Xác định độ ẩm theo TCVN 4801 - 89.


5.3 Xác định hàm lượng protein thô theo TCVN 4328 - 86.


5.4 Xác định hàm lượng chất béo thô theo TCVN 4331 - 86.


5.5. Xác định hàm lượng xơ thô theo TCVN 4329 - 1993


5.6 Xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric (cát sạn) theo TCVN 4327 - 86.


5.7 Xác định hàm lượng aflatoxin tổng số theo TCVN 6953:2001.

6 Bao gói, ghi nhãn, bảo quản và vận chuyển.


6.1 Bao gói: Khô dầu lạc được đựng trong các bao đay, bao poly propylen (PP) hoặc bao bằng các chât liệu khác đảm bảo vệ sinh, kín, bền chắc. 


6.2 Ghi nhãn: Ghi nhãn phải đúng với các qui định hiện hành theo quyết định 178/1999/QĐ-TTg. ngày 30/8/1999 của Thủ tướng Chính phủ về quy chế ghi nhãn hàng hoá lưu thông trong nước và hàng hoá xuất nhập khẩu. 


Dùng loại mực không phai hoặc sơn để ghi ngoài bao bì với nội dung sau:


- Tên sản phẩm, ghi rõ loại khô dầu lạc


- Khối lượng tịnh


- Các chỉ tiêu chất lượng chủ yếu và hàm lượng công bố


- Tên và địa chỉ cơ sở sản xuất kinh doanh.


- Ngày sản xuất và thời hạn sử dụng.


Nếu là hàng rời, được sản xuất hoặc nhập khẩu theo số lượng lớn chứa trong container hay xe goòng thì có thể không dán nhãn nhưng phải có phiếu công bố chất lượng đi kèm.


6.3 Bảo quản: Khô dầu lạc phải được bảo quản trong các kho khô mát, sạch sẽ, có đủ bục kê và có hệ thống chống chuột, bọ, côn trùng.


6.4 Vận chuyển:  Phương tiện vận chuyển khô dầu lạc phải khô, sạch, không có mùi độc, mùi lạ và có mui bạt che mưa nắng.  
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – KHÔ DẦU ĐẬU TƯƠNG - YÊU CẦU KỸ THUẬT Animal feestuffs - Soybean meal - Specification  


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định các yêu cầu kỹ thuật tối thiểu đối với khô dầu đậu tương dùng làm thức ăn chăn nuôi.


2. Tiêu chuẩn viện dẫn


Để xây dựng tiêu chuẩn này đã trích dẫn các tiêu chuẩn sau:


TCVN 4325 - 86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp lấy mẫu và chuẩn bị mẫu.


TCVN 4801 - 89: Khô dầu đậu tương. Phương pháp xác định hàm  ẩm và các chất dễ bay hơi.


TCVN 4328 - 86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng nitơ và protein thô. 


TCVN 4327 - 86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric.


TCVN 4329 - 1993: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng xơ thô.


TCVN 4331 - 86: Thức ăn chăn nuôi. Phương pháp xác định hàm lượng chất béo thô.


TCVN 4847 - 89: Sản phẩm đậu tương. Phương pháp xác định hoạt độ ure.


10TCN 432 -2000: Đậu tương và sản phẩm đậu tương. Phương pháp xác định hàm lượng protein tan trong kalihyđroxit 0,2%.


TCVN 6953:2001: Thức ăn chăn nuôi. Xác định aflatoxin B1 trong thức ăn hỗn hợp - Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.

3. Định nghĩa


Theo mục đích tiêu chuẩn này áp dụng các định nghĩa sau


3.1. Khô dầu đậu tương là sản phẩm thu được ở dạng mảnh, bánh hoặc dạng bột sau khi đã loại bớt dầu của hạt đậu tương tách vỏ hoặc không tách vỏ bằng cách chiết hoặc ép. 


3.2. Các dạng sản phẩm


3.2.1. Khô dầu đậu tương chiết ly cả vỏ là sản phẩm thu được sau khi loại bỏ hầu hết dầu từ hạt đậu tương không tách vỏ bằng quá trình tách chiết bởi dung môi (hexan). 


3.2.2.  Khô dầu đậu tương chiết ly tách vỏ là sản phẩm thu được sau khi loại bỏ hầu hết dầu từ hạt đậu tương tách vỏ bằng quá trình tách chiết bởi dung môi (hexan). 


3.2.3. Khô dầu đậu tương ép máy (chiết bằng máy) là sản phẩm thu được sau khi đã loại bỏ bớt dầu từ hạt đậu tương bằng quá trình ép  máy. Sản phẩm này cũng được gọi là "bánh đậu tương".


3.2.4. Khô dầu đậu tương nguyên dầu ép đùn là sản phẩm thu được từ sự ép đùng bằng nhiệt hoặc hơi nước mà không loại bỏ đi bất kỳ thành phần nào của hạt đậu tương dưới tác động của nhiệt hoặc hơi.


4. Phân loại


Khô dầu đậu tương được chia làm hai loại: khô dầu đậu tương tách vỏ và khô dầu đậu tương không tách vỏ.


5. Yêu cầu kỹ thuật


5.1. Yêu cầu về cảm quan và vệ sinh


5.1.1. Yêu cầu về các chỉ tiêu cảm quan của khô dầu đậu tương được ghi trong bảng 1.

Bảng 1: Các chỉ tiêu cảm quan của khô dầu đậu tương


		Chỉ tiêu

		Yêu cầu



		1. Màu sắc

		Từ màu vàng sáng đến màu nâu sáng



		2. Mùi 

		Có mùi đặc trưng của khô dầu đậu tương, không có mùi mốc, không có mùi chua, mùi cháy hoặc mùi khác lạ



		3. Vị 

		Dịu



		4. Trạng thái bền ngoài

		Không có sâu mọt, không bị mốc, không lẫn vật lạ





4.1.2. Khô dầu đậu tương không được có ure, không được có amoniac và các chất độc hại. Dư lượng chất bảo quản và các chất nhiễm bẩn khác không được vượt quá mức tối đa cho phép theo qui định hiện hành.


Hàm lượng aflatoxin không được vượt qua 50ppb ((g/kg).


5.2. Yêu cầu về các chỉ tiêu lý hoá


Yêu cầu về các chỉ tiêu lý hoá của khô dầu đậu tương được qui định trong bảng 2.


Bảng 2: Các chỉ tiêu lý hoá của khô đậu tương


		Chỉ tiêu

		Khô dầu đậu tương tách vỏ

		Khô dầu đậu tương không tách vỏ



		1. Độ ẩm, tính theo % khối lượng, không lớn hơn.

		12

		13



		2. Hàm lượng protein thô, tính theo % khối lượng, không nhỏ hơn.

		44

		40



		3. Hàm lượng chất béo thô, tính theo % khối lượng, không lớn hơn:


                    - Đối với khô dầu ép


                    - Đối với khô dầu chiết ly

		7


1,5

		7


1,5



		4. Hàm lượng xơ thô, tính theo % khối lượng, không lớn hơn

		3,5

		7



		5. Protein hoà tan trong KOH 0,2%, tính theo % so với protein thô của mẫu thử.

		73 - 85

		70 - 85



		6. Hoạt độ ure, tính theo mg N /1phút ở 300C

		0,05 - 0,2

		0,05 - 0,35



		7. Hàm lượng tạp chất


- Hàm lượng tro không tan trong axit clohydric,   tính theo % khối lượng, không lớn hơn 


- Mảnh vật rắn sắc nhọn.

		2


Không có

		2

Không có





6. Phương pháp thử


6.1. Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325 - 86.


6.2. Xác định độ ẩm theo TCVN 4801 - 89.


6.3. Xác định hàm lượng protein thô theo TCVN 4328 - 86.


6.4. Xác định hàm lượng chất béo thô theo TCVN 4331 - 86.


6.5. Xác định hàm lượng xơ thô theo TCVN 4329 - 1993


6.6. Xác định hàm lượng tro không tan trong axit clohydric (cát sạn) theo TCVN 4327 - 86.


6.7. Xác định hoạt độ ure theo TCVN 4847 - 89.


6.8. Xác định hàm lượng protein tan trong KOH 0,2% theo 10TCN 432 – 2000


6.9. Xác định hàm lượng aflatoxin tổng số theo TCVN 6953 : 2001.


7. Bao gói, ghi nhãn, bảo quản và vận chuyển.


7.1. Bao gói: Khô dầu đậu tương được đựng trong các bao đay, bao poly propylen (PP) hoặc bằng chất liệu khác đảm bảo vệ sinh, kín, bền chắc. 


7.2. Ghi nhãn: Ghi nhãn phải đúng với các qui định hiện hành. 


Trên bao bì ghi những nội dung sau:


+ Tên sản phẩm, ghi rõ loại khô đậu tương.


+ Khối lượng tịnh.


+ Các chỉ tiêu chất lượng chủ yếu và hàm lượng.


+ Tên cơ sở sản xuất kinh doanh.


+ Ngày sản xuất và thời hạn sử dụng.


Nếu là hàng rời, được sản xuất hoặc nhập khẩu theo số lượng lớn chứa trong container hay xe goòng thì có thể không dán nhãn nhưng phải có phiếu công bố chất lượng đi kèm.


7.3. Bảo quản: Khô dầu đậu tương được bảo quản trong kho khô sạch, để nơi cao ráo, thoáng mát, không có chất độc hại và không mang mầm bệnh.


7.4. Vận chuyển:  Phương tiện vận chuyển khô dầu đậu tương phải khô, sạch, không có mùi lạ và đảm bảo yêu cầu vệ sinh Thú y.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – HÀM LƯỢNG KHÁNG SINH VÀ DƯỢC LIỆU TỐI ĐA CHO PHÉP TRONG THỨC ĂN HỖN HỢP


Animal feeding stuffs – Maiximum levels of antibiotins  and drugs in complete feed 

(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này quy định giới hạn tối đa hàm lượng kháng sinh và dược liệu trong thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh cho gia cầm, lợn và bò. 


2. Chỉ tiêu quy định


2.1. Hàm lượng kháng sinh và dược liệu tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp cho gia cầm được quy định trong bảng 1.


Bảng 1: Hàm lượng kháng sinh và dược liệu tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp cho gia cầm.


		Số TT

		Tên kháng sinh và dược liệu

		Hàm lượng tối đa cho phép (mg/kg)

		Ghi chú



		

		

		Gà thịt

		Gà trứng

		Cút

		



		1

		Amprolium

		250

		125

		-

		



		2

		Axit Arsanilic

		90

		-

		-

		



		3

		BMD


(Bacitracin Methylene-Disalicylate)

		50

		25

		20

		Chỉ dùng cho cút dưới 5 tuần tuổi



		4

		Zinc Bacitracin

		50

		25

		20

		



		5

		Bambemycins

		2

		-

		-

		



		6

		Chlotetracyline

		50

		-

		-

		



		7

		Clopidol

		250

		-

		-

		Ngừng sử dụng 5 ngày trước khi giết mổ



		8

		Decoquinate

		30

		-

		-

		



		9

		Halofuginone


Hydrobromide

		2,7

		-

		-

		Ngừng sử dụng 7 ngày trước khi giết mổ



		10

		Lasalocid

		113

		-

		-

		



		11

		Lincomycin

		4

		-

		-

		



		12

		Maduramycine


Ammonium

		5

		-

		-

		



		13

		Monensin

		110

		-

		73

		



		14

		Marasin/Nicarbazin

		72

		-

		-

		



		15

		Nitarsone

		187

		-

		-

		



		16

		Oxytetracyline

		50

		100

		-

		



		17

		Penicilline

		50

		-

		50

		Chỉ dùng cho cút dưới 5 tuần tuổi



		18

		Robenidine


Hydrochloride

		30

		-

		-

		Ngừng sử dụng 5 ngày trước khi giết mổ



		19

		Roxarsone

		50

		-

		-

		



		20

		Salinomycin

		60

		-

		-

		



		21

		Sulfadimethoxin and Ometoprim 5:3

		113

		-

		-

		



		22

		Tylosin

		50

		50

		

		



		23

		Virginiamycin

		5

		-

		-

		



		24

		Zoalene

		113,5

		-

		-

		





2.2. Hàm lượng kháng sinh và dược liệu tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp cho lợn được quy định trong bảng 2.


Bảng 2: Hàm lượng kháng sinh và dược liệu tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp cho lợn.


		Số TT

		Tên kháng sinh và dược liệu

		Hàm lượng tối đa cho phép (g/tấn)

		Ghi chú



		1

		Axit Arsanilic

		90

		



		2

		BMD


(Bacitracin Methylene Disalicylate)

		30

		



		3

		Zinc Bacitracin

		80


50


20

		Lợn dưới 3 tháng tuổi.


Lợn dưới 4 tháng tuổi.


Lợn dưới 6 tháng tuổi.



		4

		Bambemycins

		2

		



		5

		Carbadox

		50

		Ngừng sử dụng 4 tuần trước khi giết mổ



		6

		Chlotetracyline

		50

		



		7

		Lincomycin

		20

		



		9

		Olaquindox

		50

		Ngừng sử dụng 4 tuần trước khi giết mổ



		10

		Oxytetracyline

		50

		Liều phòng chỉ dùng cho lợn con



		11

		Penecilline

		50

		



		12

		Roxarsone

		34

		



		13

		Tylosin

		40

		



		14

		Virginiamycin

		10

		Cho lợn dưới 60kg





2.3. Hàm lượng kháng sinh và dược liệu tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp cho bê và bò thịt được quy định trong bảng3.


Bảng 3: Hàm lượng kháng sinh và dược liệu tối đa cho phép trong thức ăn hỗn hợp cho bê và bò thịt.


		Số TT

		Tên kháng sinh và dược liệu

		Hàm lượng tối đa cho phép 

		Ghi chú



		1. 

		Amprolium

		5 mg/kg thể trọng

		Cho bê, bò trong 21 ngày



		2. 

		Axit Arsanilic

		-

		



		3. 

		Bacitracin Methylene-


Disalicylate

		70 g/con/ngày

		



		4. 

		Zinc Bacitracin

		35 mg/con/ngày

		



		5. 

		Bambemycins

		10 mg/con/ngày

		



		6. 

		Chlotetracyline

		350 g/con/ngày

		Cho bê, bò trong 28 ngày



		7. 

		Decoquinate

		0,5 mg/kg thể trọng

		



		8. 

		Lasalocid

		100 mg/con/ngày

		



		9. 

		Monensin

		50 mg/con/ngày

		



		10. 

		Oxytetracyline

		0,22 mg/kg thể trọng

		



		11. 

		Tylosin

		60 mg/con/ngày

		



		12. 

		Virginiamycin

		70 mg/con/ngày
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI - THUẬT NGỮ VÀ ĐỊNH NGHĨA

Animal feeding stuffs – Terms and Definitions


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định một số thuật ngữ và định nghĩa liên quan đến thức ăn chăn nuôi 


Tiêu chuẩn này bao gồm các phần: khái niệm chung, các chất dinh dưỡng, các nguyên liệu thức ăn chăn nuôi. 


2. Nội dung


		Thuật ngữ

		Định nghĩa



		2.1. Thuật ngữ về những kái niệm chung


General conception



		2.1.1. Thức ăn chăn nuôi


Feeds

		Là những sản phẩm mà vật nuôi ăn, uống ở dạng tươi, sống hoặc đã qua chế biến bảo quản.



		2.1.2. Vật nuôi


Animal

		Là các loại gia súc, gia cầm, ong, tằm, thuỷ sản được con người nuôi giữ.





		2.1.3. Nguyên liệu thức ăn chăn nuôi


Feed Ingredients

		Là thức ăn chăn nuôi dùng cho vật nuôi để cung cấp một hoặc nhiều chất dinh dưỡng trong khẩu phần ăn cho vật nuôi. 



		2.1.4. Khẩu phần ăn


Ration

		Là lượng các loại thức ăn cung cấp cho vật nuôi ăn trong một ngày đêm.



		2.1.5. Thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh


Complete Feed

		Là hỗn hợp nhiều nguyên liệu thức ăn chăn nuôi được phối chế theo công thức nhất định đảm bảo có đủ các chất dinh dưỡng để duy trì đời sống và sức sản xuất của vật nuôi mà không cần thêm bất kỳ loại thức ăn nào khác ngoài nước uống. 



		2.1.6. Thức ăn đậm đặc


Concentrated Feed

		Là hỗn hợp các nguyên liệu thức ăn chăn nuôi có hàm lượng các chất dinh dưỡng cao hơn nhu cầu vật nuôi dùng pha trộn với các nguyên liệukhác để tạo thành thức ăn hỗn hợp. 



		2.1.7. Thức ăn giàu protein


Rich protein Feed

		Là nguyên liệu thức ăn chăn nuôi có hàm lượng Protein thô không thấp hơn 20% tính theo khối lượng vật chất khô.



		2.1.8. Thức ăn giàu năng lượng


High Energy Feed

		Là nguyên liệu thức ăn chăn nuôi có hàm lượng năng lượng trao đổi không thấp hơn 2500 Kcal tính theo khối lượng vật chất khô.



		2.1.9. Vi chất dinh dưỡng


Micro nutrient

		Là vitamin, chất khoáng và các chất khác mà vật nuôi cần với hàm lượng nhỏ thường được đo ở mức miligam, microgam hoặc phần triệu. 



		2.1.10. Phụ gia thức ăn chăn nuôi


Feed Additives

		Là chất có hoặc không có giá trị dinh dưỡng được bổ sung vào thức ăn chăn nuôi trong quá trình chế biến nhằm duy trì hoặc cải thiện đặc tính nào đó của thức ăn chăn nuôi. 



		2.1.11. Premix

		Là hỗn hợp đồng nhất của một hay nhiều vi chất dinh dưỡng cùng với chất mang. 



		2.1.12. Chất mang


Carier

		Là chất mà vật nuôi ăn được dùng để trộn đều với vi chất dinh dưỡng trong hỗn hợp thức ăn nhằm bảo tồn đặc tính và tăng độ đồng đều của vi chất dinh dưỡng đó. 



		2.1.13. Sản xuất kinh doanh thức ăn chăn nuôi


Feed Production and Business

		Là việc thực hiện một, một số hoặc tất cả các hoạt động sản xuất, chế biến, bao gói, bảo quản, vận chuyển, buôn bán thức ăn chăn nuôi.



		2.1.14. Cơ sở sản xuất thức ăn chăn nuôi


Feed Manufacturer

		Là doanh nghiệp, cơ sở, hộ cá thể chế biến sản xuất thức ăn chăn nuôi nhằm mục đích thương mại hoặc phi thương mại.



		2.1.15. Thức ăn chăn nuôi có nguy cơ cao


High Risk Feed

		Là thức ăn chăn nuôi có nhiều khả năng bị các tác nhân sinh học, hoá học, lý học xâm nhập gây ảnh hưởng đến sức khoẻ vật nuôi. 



		2.1.16. Vệ sinh an toàn thực phẩm đối với thức ăn chăn nuôi


Safety of Animal Feed for animal and human health

		Là các điều kiện và biện pháp cần thiết để bảo đảm thức ăn chăn nuôi không gây hại cho sức khoẻ của vật nuôi và con người.



		2.2. Thuật ngữ về các chất dinh dưỡng


Nutrients



		2.2.1. Vật chất khô


Dry matter

		Là phần còn lại của thức ăn sau khi loại bỏ hoàn toàn nước.



		2.2.2. Chất hữu cơ


Organic matter

		Là phần còn lại của thức ăn sau khi loại bỏ hoàn toàn nước và chất khoáng.



		2.2.3. Chất dinh dưỡng


Nutrient

		Là những chất hoá học có thể sử dụng để nuôi dưỡng gia súc như: protein, mỡ, carbohydrate, chất khoáng và vitamin.  



		2.2.4. Protein

		Là hợp chất hữu cơ tự nhiên hoặc nhân tạo có cấu trúc phức tạp được cấu thành bởi các axit amin.



		2.2.5. Nitơ phi protein


Non potein Nitrogen

		Là các hợp chất chứa nitơ có nguồn gốc không có bản chất protein.  



		2.2.6. Chất béo thô 


Crude Fat (Ether Extract)

		Là những chất hoà tan được trong các dung môi hữu cơ bao gồm các chất béo, các phốt pho lipid, sterit, tinh dầu và các sắc tố.



		2.2.7. Dẫn xuất không đạm hoặc chất chiết không nitơ


Nitrogen-Free Extract

		Là tập hợp một số chất hoá học trong thức ăn không chứa ni tơ  được tính bằng cách lấy 100 trừ đi tỷ lệ phần trăm của nước, protein thô, chất béo thô, xơ thô và khoáng tổng số. 



		2.2.8. Khoáng tổng số (Tro thô) 


Ash

		Là phần còn lại sau khi nung cháy hoàn toàn chất hữu cơ của thức ăn.



		2.2.9. Xơ thô


Crude Fibre

		Là phần còn lại sau khi dùng dung dịch axit và kiềm có nồng độ nhất định để thuỷ phân và tách khỏi mẫu thức ăn chăn nuôi các chất bột, đường, protein, chất béo, một phần hemixenluloza và lignin. 



		2.2.10. Axit amin


Amino acid

		Là đơn vị cấu trúc đơn giản nhất của protein.



		2.2.11. Axit amin tiêu hoá


Digestible amino acid

		Là các axit amin của thức ăn đã được hấp thu trong đường tiêu hoá của vật nuôi.



		2.2.12. Năng lượng thô     


Gross Energy

		Là năng lượng giải phóng ra sau khi đốt mẫu thức ăn trong nhiệt lượng kế (bombcalorimetter).



		2.2.13. Năng lượng tiêu hoá


Digestible Energy

		Là phần năng lượng thô đã trừ đi năng lượng của phân.



		2.2.14. Năng lượng trao đổi


Metabolizable Energy

		Là phần năng lượng còn lại sau khi lấy năng lượng tiêu hoá trừ đi năng lượng của nước tiểu và khí sinh ra trong đường 
tiêu hóa.



		2.2.15. Năng lượng thuần


Net Energy

		Là phần năng lượng còn lại sau khi lấy năng lượng trao đổi trừ đi năng lượng nhiệt thất thoát.



		2.3. Thuật ngữ về nguyên liệu thức ăn chăn nuôi


Feed ingredients



		2.3.1.  Bột cá


Fish meal

		Là phần mô sạch đã được nghiền và làm khô của cá nguyên con hay cá cắt lát đã chiết hoặc chưa chiết dầu



		2.3.2. Bột lông vũ thuỷ phân


Hydrolyzed feather meal

		Là sản phẩm dạng bột từ lông của gia được tạo sau khi thuỷ phân bằng hoá chất trong điều kiện áp suất cao.



		2.3.3. Bột máu


Blood meal

		Là sản phẩm dạng bột được tạo ra từ máu gia súc tươi sạch. 



		2.3.4. Bột sữa gầy


Skim milk

		Là phần còn lại của sữa sau khi khử bơ và làm khô.



		2.3.5.  Bột tôm hoặc Bột đầu tôm


Shrimp meal

		Là sản phẩm dạng bột từ phần phế thải của tôm nguyên con hoặc các phần của con tôm chưa bị phân huỷ, được nghiền khô.



		2.3.6. Bột thịt


Meat meal

		Là sản phẩm dạng bột của các mô động vật không chứa máu, lông, sừng và chất chứa trong ống tiêu hoá.  



		2.3.7. Bột xương


Born meal

		Là sản phẩm dạng bột được chế biến từ xương động vật sạch.



		2.3.8. Bột thịt xương


Meat and born meal

		Là sản phẩm dạng bột của các mô động vật bao gồm cả  xương nhưng không có máu, lông, sừng và chất chứa trong ống tiêu hoá.



		2.3.9. Gluten ngô


Corn gluten meal 

		Là phần còn lại của ngô sau khi lấy đi phần lớn tinh bột và mầm.



		2.3.10. Bột phụ phẩm gia cầm


Poultry by-product

		Là sản phẩm dạng bột được chế biến từ nội tạng và những phần của gia cầm mà con người không sử. 



		2.3.11. Nấm men bia khô


Dry brewer's yeast

		Là bột tế bào nấm men giàu protein đã được làm khô.



		2.3.12.  Rỉ mật


Molasses

		Là sản phẩm phụ đặc, nhớt được tạo ra từ quá trình sản xuất đường hoặc từ dịch quả ép đã khử nước một phần và cô đặc.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI – ĐỘ DAO ĐỘNG PHÂN TÍCH CHO PHÉP ĐỐI VỚI CÁC CHỈ TIÊU CHẤT LƯỢNG


Animal feeding stuffs – Accepted analytical variation for feed quality criteries


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


1.1. Mục đích của tiêu chuẩn này là đưa ra nguyên tắc hướng dẫn để hỗ trợ các cơ quan kiểm soát chất lượng thức ăn chăn nuôi trong việc đưa ra những quyết định thường lệ liên quan đến việc xem xét các sản phẩm có khoảng dao động nằm trong phạm vi có thể chấp nhận được. 


Theo hướng dẫn của tiêu chuẩn này, nếu việc phân tích một chỉ tiêu nào đó nằm ngoài khoảng dao động cho phép thì thức ăn chăn nuôi đó không phù hợp với yêu cầu chất lượng ghi trên nhãn hàng hóa.


1.2. Tiêu chuẩn này chỉ quy định độ dao động phân tích đối với một số chỉ tiêu chất lượng cơ bản của thức ăn chăn nuôi như sau:


1.2.1. Các chỉ tiêu chung: hàm lượng protein, xơ, chất béo, tro (bao gồm cả tro thô và tro không tan trong axit clohydric), natri clorua, canxi, phopho và độ ẩm.


1.2.2. Các khoáng vi lượng: hàm lượng đồng, sắt, kẽm và mangan.


1.3. Tiêu chuẩn này có liên quan đến các phương pháp thử để tiến hành phân tích các chỉ tiêu được nêu trong mục 1.2. Đó là các phương pháp áp dụng theo tiêu chuẩn của TCVN, ISO. Các kết quả phân tích thu được từ mẫu thức ăn chăn nuôi kiểm tra phải được tiến hành với ít nhất hai lần xác định theo cùng một phương pháp tương ứng được nêu trong bảng 1.


2. Tài liệu viện dẫn


Các tài liệu viện dẫn sau đây rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn. Đối với các tài liệu viện dẫn ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản được nêu. Đối với các tài liệu viện dẫn không ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản mới nhất, bao gồm cả các sửa đổi:


TCVN 4328:2001(ISO 6496:1999). Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng nitơ và tính hàm lượng protein thô- Phương pháp Kjeldahl.


TCVN 4329 (ISO 6865:2000). Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng xơ thô.


TCVN 4331:2001 (ISO 6492:1999) Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng chất béo thô.


TCVN 4327 Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng tro.


TCVN 1526 Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng canxi.


ISO 6490/1. Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng canxi - Phần 1: Phương pháp chuẩn độ.


TCVN 1525:2001 (ISO 6491:1998). Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng photpho - Phương pháp chuẩn độ.


TCVN 4806 (ISO 6495) Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng hàm lượng clorua hòa tan trong nước.


ISO 5510. Thức ăn chăn nuôi - Phương pháp xác định hàm lượng lysine có sẵn (mục 8.3).


TCVN 4326: 2001 (ISO 6496:1999). Thức ăn chăn nuôi - Xác định độ ẩm và hàm lượng chất bay hơi.


ISO 6869:2000. Thức ăn chăn nuôi - Xác định hàm lượng canxi, đồng, sắt, magiê, mangan, kali, natri và kẽm - Phương pháp sử dụng quang phổ hấp thụ nguyên tử.


3. Độ dao động phân tích cho phép


3.1. Độ dao động phân tích (AV %) đối với một số chỉ tiêu cơ bản về chất lượng được qui đinh ở bảng dưới đây.


Độ dao động phân tích đối với một số chỉ tiêu cơ bản của thức ăn chăn nuôi


		Các chỉ tiêu

		Phương pháp phân tích

		Độ dao động phân tích AV%

		Khoảng hàm lượng



		I. Chỉ tiêu thông thường



		Protein

		TCVN 4328


(ISO 6496)

		(20/x + 2)

		10 - 70%



		Xơ

		TCVN 4329


(ISO 6865)

		(30/x + 6)

		2 - 30%



		Chất béo

		TCVN 4331


(ISO 6492)

		10

		3 - 25%



		Tro

		TCVN 4327

		(45/x + 3)

		2 - 88%



		Lyzin

		ISO 5510

		20

		0,5 - 4%



		Canxi

		TCVN 1526


ISO 6490/1

		(14/x + 6)

		0,5 - 25%



		Photpho

		TCVN 1525


(ISO 6491)

		(3/x + 8)

		0,5 - 20%



		Natriclorua

		TCVN 4806


(ISO 6495)

		(7/x + 5)

		0,5 - 14%



		Độ ẩm

		TCVN 4326


(ISO 6496)

		10

		3 - 40%



		II. Khoáng vi lượng



		Đồng

		ISO 6869

		25

		0,03 - 1%



		Sắt

		ISO 6869

		25

		0,01 - 5%



		Kẽm

		ISO 6869

		20

		0,02 - 6%



		Mangan

		ISO 6869

		30

		0,01 - 17%





3.2. Độ dao động phân tích cho phép


Dựa trên độ dao động phân tích ở bảng 1 và giá trị đăng kí của cấu tử ghi trên nhãn của sản phẩm để tính khoảng dao động cho phép (mục 4), từ đó đánh giá sản phẩm có độ dao động có nằm trong phạm vi có thể chấp nhận được hay không.


4. Cách tính và đánh giá


4.1 Xác định độ dao động phân tích


Độ dao động phân tích (AV%) được đưa ra trong bảng 1 theo giá trị cụ thể đối với từng chỉ tiêu (ví dụ 10% đối với chỉ tiêu chất béo, 20% đối với lyzin) hoặc tính theo công thức tùy thuộc vào hàm lượng (x) của cấu tử (ví dụ 20/x + 2 đối với chỉ tiêu protein). 


4.2 Tính độ dao động phân tích cho phép 


Độ dao động phân tích cho phép (D), tính ± % được tính theo công thức sau:




[image: image1.wmf]100


(%)


AV


x


D


´


±


=




Trong đó:


x
là giá trị của chỉ tiêu ghi trên nhãn hàng hóa.


AV 
là độ dao động được xác định từ bảng 1.


4.3. Đánh giá


Dựa vào khoảng dao động cho phép thu được ở 4.2 để đánh giá sự phù hợp của mẫu thức ăn chăn nuôi. 


Nếu phòng thí nghiệm tiến hành phân tích một chỉ tiêu chất lượng nào đó theo phương pháp tương ứng được đưa ra trong bảng 1 mà kết quả trung bình của hai lần xác định nằm trong giới hạn  ± D thì sản phẩm sẽ được chấp nhận là phù hợp với yêu cầu ghi trên nhãn.


Ví dụ 1: Một sản phẩm khô dầu đậu tương được gửi đến phòng thí nghiệm để phân tích chỉ tiêu protein với giá trị đăng ký ghi trên nhãn là 44%, độ dao động phân tích sẽ là:
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Nghĩa là, khoảng dao động cho phép sẽ từ 42,9% (44-1,08) đến 45,1% (44+ 1,08).


Như vậy, nếu tiến hành phân tích protein theo phương pháp Kjeldahl (bảng 1) mà kết quả trung bình của hai lần xác định nằm trong giới hạn từ 42,9 - 45,1% thì sản phẩm khô dầu đậu tương trên được chấp nhận là phù hợp với yêu cầu ghi trên nhãn.


Ví dụ 2: Một mẫu thức ăn chăn nuôi được gửi đến phòng thí nghiệm để phân tích chỉ tiêu độ ẩm với giá trị đăng ký ghi trên nhãn là 11%, độ dao động phân tích sẽ là:
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Nghĩa là, khoảng dao động cho phép sẽ từ 9,9% (11-1,10) đến 12,1% (11+ 1,10).


Như vậy, nếu tiến hành phân tích độ ẩm theo TCVN 4326 (ISO 6496) mà kết quả trung bình của hai lần xác định nằm trong giới hạn từ 9,9-11,2% thì sản phẩm thức ăn chăn nuôi trên được chấp nhận là phù hợp với yêu cầu ghi trên nhãn.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI - XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG ZINC BACITRACIN BẰNG PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO

Animal feeding stuffs - Determination of Zinc bacitracin content by high - performance liquid chromatographic method

(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này áp dụng để phân tích hàm lượng kháng sinh Zinc bacitracin (Zn- bacitracin) trong thức ăn chăn nuôi bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Giới hạn phát hiện của phương pháp là 5mg/kg. 


2. Tài liệu viện dẫn


Các tài liệu viện dẫn sau đây rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn. Đối với các tài liệu viện dẫn ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản được nêu. Đối với các tài liệu viện dẫn không ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản mới nhất, bao gồm cả các sửa đổi:


TCVN 4851 (ISO 3696). Nước dùng để phân tích trong phòng thí nghiệm. Yêu cầu kỹ thuật và phương pháp thử.


ISO 6497:2002 (E). Thức ăn chăn nuôi. Lấy mẫu. (Animal feeding stuffs - Sampling).


3. Nguyên tắc


Zn-bacitracin trong mẫu thức ăn chăn nuôi được chiết bằng dung môi axit hóa. Dịch chiết được ly tâm, lọc và phân tích trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector UV ở bước sóng 254nm. 


4. Thiết bị, dụng cụ


4.1. Máy nghiền mẫu phòng thí nghiệm.


4.2. Sàng phòng thí nghiệm, có kích thước lỗ sàng 1,00 mm và 3,00 mm.


4.3. Cân phân tích có độ chính xác 0,0001 g.


4.4. Cân kỹ thuật có độ chính xác 0,01 g.


4.5. Máy ly tâm lạnh có tốc độ 3000 vòng/phút, sử dụng ống ly tâm dung tích 30 ml.


4.6. ống ly tâm, dung tích 30 ml bằng polypropylen hoặc bằng thuỷ tinh, có nắp đậy.


4.7. Máy lắc tròn hoặc máy lắc ngang có thể đạt tốc độ 250 vòng/phút.


4.8. Máy đo pH có độ chính xác đến 0,05 đơn vị.


4.9. Bình định mức dung tích 10, 100, 1000 ml.


4.10. Pipet tự động điều chỉnh được từ  1ml đến 10 ml.


4.11. Micropipet dung tích từ 10 (l đến 100 (l và 200(l đến 1000(l.


4.12. Hút dung môi tự động 2 ml, 10 ml, 20 ml.


4.13. Máy lắc ống nghiệm (Vortex mixer).

4.14. ống đong 1000ml.


4.15. Bình nón dung tích 125ml.


4.16. Bể siêu âm.


4.17. Bơm  hút chân không.


4.18. Màng lọc syranh có kích thước 0,45 (m.


4.19. Lọ nhỏ dựng dịch mẫu chuyên dụng cho HPLC, có nắp vặn PTFE .


4.20. Thiết bị trộn mẫu phòng thí nghiệm loại Hobart Model C 100 T hoặc tương đương.


4.21. Thiết bị chia mẫu:


Thiết bị chia đôi hoặc chia tư mẫu: ví dụ như thiết bị chia tư hình nón, thiết bị chia nhiều ngăn có hệ thống phân hạt hoặc các thiết bị chia khác đảm bảo phân chia mẫu thí nghiệm thành mẫu thử đồng nhất.


4.22. Hộp đựng mẫu có nắp kín.


4.23. Hệ thống HPLC gồm có:


4.23.1. Máy sắc kí lỏng hiệu năng cao, bình chứa dung môi, hệ thống bơm mẫu, detector UV đặt được ở bước sóng 254nm, máy ghi hoặc bộ tích phân.


4.23.2. Cột phân tích HPLC pha đảo có kèm cột bảo vệ



Chiều dài                         150mm



Đường kính trong            4,6mm



Hạt nhồi                           C 18; 5(m hoặc tương đương


5. Hóa chất và thuốc thử

5.1. Hoá chất


Chỉ sử dụng hoá chất được công nhận đạt chất lượng tinh khiết phân tích và nước cất cấp hạng 1 theo TCVN 4851 (ISO 3696). Các dung môi phải đạt chất lượng để dùng cho phân tích HPLC.


5.1.1. Acetonitrile.


5.1.2. Metanol.


5.1.3. Kali dihydrophosphat (KH2PO4).


5.1.4. Kali hydrophosphat (K2HPO4).


5.1.5. Dinatri ethylen diamin tetraacetic (Na2EDTA.2H2O).


5.1.6. Axit photphoric (85%).


5.1.7. Chất chuẩn Zn-bacitracin: loại tinh khiết, có kèm theo giấy chứng nhận hàm lượng (theo đơn vị hoạt tính, không ít hơn 42 iu bacitracin/mg) .

5.2. Thuốc thử


5.2.1. Dung dịch đệm phosphat- EDTA- pH 4,5.


Cân 13,6g kali dihydrophosphat và 2,5g dinatri ethylen diamin tetraacetic với độ chính xác 0,01mg cho vào bình định mức 1000ml, hòa tan và định mức đến vạch bằng nước cất. Lắc đều dung dịch.


5.2.2. Dung dịch đệm phosphat- pH 6,0.


Cân 1,5g Kali hydrophosphat và 8,5g kali dihydrophosphat với độ chính xác 0,01mg cho vào bình định mức 1000ml, hòa tan và định mức đến vạch bằng nước cất. Lắc đều dung dịch.


5.2.3. Dung dịch natri hydroxit 0,1mol/l


5.2.4. Các dung môi


5.2.4.1. Chuẩn bị dung môi chiết và các dung môi A, B bằng cách trộn các hóa chất và thuốc thử theo tỉ lệ phần trăm thể tích (v/v) như bảng 1 sau:


Bảng 1: Tỉ lệ pha các hỗn hợp dung môi


		Hóa chất, 


thuốc thử

		Thể tích (%)



		

		Dung môi chiết

		Dung môi A

		Dung môi B



		Acetonitrile

		28

		0

		40



		Metanol

		28

		0

		12



		Đệm phosphat- EDTA

		0

		20

		20



		Đệm phosphat

		3

		0

		0



		Acid phosphoric đặc 

		1,2

		0

		0





5.2.4.2. Cách pha các dung môi


Lấy một lượng các hóa chất, thuốc thử theo tỉ lệ phần trăm thể tích (v/v) như ở bảng 1 cho vào bình định mức 1000ml và thêm nước cất đến vạch mức. Lắc đều dung dịch.


5.2.5. Pha động 


Pha động dùng trong phân tích được chuẩn bị bằng cách trộn 590ml dung môi B (bảng 1) với 410ml dung môi A vào ống đong 1000ml. Trộn đều và điều chỉnh đến pH 6,8 bằng dung dịch natri hydroxit 0,1mol/l. Nếu cần thiết có thể điều chỉnh thể tích dung môi B để thu được sự phân giải pic tốt nhất. Sau đó lọc hỗn hợp dung dịch thu được qua phễu hút chân không với màng lọc có kích thước lỗ 0,45 (m, siêu âm đuổi khí ở nhiệt độ thường trong 30 phút.


5.2.6. Dung dịch chuẩn


5.2.6.1. Dung dịch chuẩn gốc 1000(g/ml


Tùy theo hàm lượng bacitracin ghi trong giấy chứng nhận (5.1.7), cân một lượng nhất định chất chuẩn Zn-bacitracin chính xác đến 0,1mg cho vào bình định mức dung tích 100ml, pha loãng và định mức bằng dung môi chiết (bảng1) để sao cho thu được dung dịch có nồng độ 1000(g/ml. Dung dịch chuẩn gốc được bảo quản trong lọ sẫm màu ở 40C, có thể sử dụng được trong vòng 1 tuần.


5.2.6.2. Dãy dung dịch chuẩn phân tích sắc ký: 10, 20, 50 và 100 (g/ml


Các dung dịch xây dựng đường chuẩn được chuẩn bị trong ngày bằng cách hút chính xác lần lượt 100, 200, 500 và 1000(l dung dịch chuẩn gốc 1000(g/ml (5.2.6.1) cho vào các bình định mức dung tích 10ml, pha loãng và định mức đến vạch bằng dung môi chiết (bảng 1).


Chú ý: Nếu sau khi pha 3 giờ mà chưa sử dụng, cần bảo quản các dung dịch chuẩn trên ở 4oC. Nhưng tốt nhất là pha các dung dịch chuẩn này, sau đó bảo quản trong tủ lạnh ít nhất 30 phút trước khi phân tích và chỉ đưa ra ngay trước khi chạy sắc kí.


6. Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu


6.1. Lấy mẫu


Phương pháp lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này, nên lấy mẫu theo ISO 6497: 2002. Điều quan trọng là mẫu gửi đến phòng thí nghiệm phải là mẫu trung thực và có tính đại diện, không bị hư hại hoặc bị biến đổi thành phần trong quá trình vận chuyển và bảo quản. Khối lượng mẫu phân tích phải không được ít hơn 500 gam.


6.2. Chuẩn bị mẫu


6.2.1. Mẫu ở dạng bột mịn


Nếu mẫu thí nghiệm ở dạng bột lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm thì trộn thật đều mẫu (500 gam) bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút. Sau đó chia hỗn hợp bằng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. 


6.2.2. Mẫu có kích thước hạt vừa


6.2.2.1. Nếu mẫu thí nghiệm không lọt hết qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm nhưng lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ 3,00 mm thì trộn thật đều mẫu (không ít hơn 500 gam)  bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.2.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.2.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho dến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


6.2.3. Mẫu có kích thước hạt to.


6.2.3.1. Nếu mẫu không lọt qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm thì cần nghiền mẫu (không ít hơn 500 gam) trên máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm, sau đó trộn thật đều mẫu bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.3.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.3.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


Các mẫu thử được bảo quản trong các lọ đựng mẫu (4.19) ở điều kiện nhiệt độ 2 - 250C, nơi khô ráo.


Chú ý: Nên nghiền, trộn mẫu trong các phòng có thông gió, nên đeo kính, khẩu trang và găng tay bảo vệ.


7. Cách tiến hành


7.1. Chiết xuất mẫu


Cân chính xác đến 0,1mg từ 1,0g - 5,0g mẫu thử đã được nghiền mịn theo mục 6 (tuỳ theo hàm lượng kháng sinh có trong mẫu) cho vào bình nón 125ml, thêm 50ml dung môi chiết (bảng 1). Tiến hành chiết Zn-bacitracin bằng cách lắc trên máy lắc trong thời gian 20 phút ở tốc độ 250 vòng/phút. Lấy 10ml phần dịch chiết chuyển vào ống ly tâm (4.6) và ly tâm trong 10 phút ở tốc độ 3000 vòng/phút. Thu lấy dịch trong và cho qua màng lọc 0,45(m vào lọ nhỏ chuyên dụng cho HPLC (4.19) để phân tích trên hệ thống sắc kí. 


Chú ý: Nếu sau khi pha 3 giờ mà chưa sử dụng, cần bảo quản dịch trong thu được sau khi lọc ở 4oC. Nhưng tốt nhất nên chiết mẫu và bảo quản trong tủ lạnh ít nhất 30 phút trước khi phân tích và chỉ đưa ra ngay trước khi chạy sắc kí.


7.2. Chuẩn bị mẫu trắng


Mẫu trắng là mẫu thức ăn chăn nuôi được xác định là không có Zn-bacitracin. Mẫu trắng được chuẩn bị tương tự như mẫu thử theo mục 7.1.


7.3. Chuẩn bị mẫu để xác định độ thu hồi 


Việc xác định độ thu hồi được chuẩn bị bằng cách cho một lượng dung dịch chuẩn có nồng độ thích hợp được pha từ dung dịch gốc vào 5g mẫu trắng (7.2) để đảm bảo mẫu có hàm lượng Zn-bacitracin nằm trong dãy đồ thị chuẩn, mẫu được để yên trong 30 phút trước khi tiến hành chiết xuất. Sau đó tiếp tục quá trình chiết mẫu tương tự như đối với mẫu thử theo mục 7.1.


7.4. Phân tích trên HPLC


7.4.1. Điều kiện sắc ký: 



Nhiệt độ cột



nhiệt độ phòng



Detector



detector UV bước sóng 254 nm


Tốc độ dòng
 


1 ml/phút



Thể tích bơm mẫu 


20 (l


7.4.2. Tiến hành


7.4.2.1. Nên sử dụng bảo vệ cột, việc sử dụng bảo vệ cột không có bất cứ ảnh hưởng nào đến kết quả phân tích. 


7.4.2.2. Cân bằng hệ thống sắc ký bằng pha động (5.2.5) 30 phút trước khi bơm mẫu.


7.4.2.3. Quy trình bơm mẫu theo thứ tự như sau: dịch mẫu trắng, các dung dịch chuẩn, dịch mẫu thu hồi, dịch mẫu thử, các dung dịch chuẩn.


CHÚ Ý: Cần bơm các dịch chuẩn trước và sau mỗi đợt phân tích, không nên để quá 20 lần bơm mẫu cho mỗi đợt phân tích. Nếu quá 20 lần thì phải bơm các dung dịch chuẩn thêm lần nữa vào khoảng giữa đợt bơm mẫu.


7.4.2.4. Xác định chiều cao tổng cộng của 4 pic tương ứng với thành phần zn- bacitracin của dung dịch thang chuẩn và của mẫu thử tương ứng.


7.4.2.5. Sau khi chạy máy phải làm sạch hệ thống HPLC bằng hỗn hợp gồm nước cất : axetonnitril theo tỷ lệ thể tích 40:60 trong 30 phút để loại hết đệm trong hệ thống trước khi tắt máy.


8. Tính toán kết quả


8.1. Đường chuẩn


8.1.1. Phải đảm bảo rằng các chiều cao pic của mẫu thử đều nằm trong phạm vi của đường chuẩn. Nếu mẫu thử nào có chiều cao pic vượt quá chiều cao của đường chuẩn ở nồng độ cao nhất thì sẽ bị loại và phải tiến hành thử lại với sự pha loãng.


8.1.2. Xây dựng đường chuẩn biểu thị mối quan hệ giữa chiều cao pic thu được của dung dịch chuẩn với nồng độ của Zn-bacitracin theo quan hệ tuyến tính bậc 1: 


y = ax + b


Trong đó: 




y là chiều cao pic




x là nồng độ của kháng sinh




a là hệ số góc




b là hằng số


8.2. Tính toán


8.2.1. Hàm lượng Zn-bacitracin có trong mẫu thử được tính toán dựa vào đường chuẩn hồi qui tuyến tính (8.1.2) theo công thức sau:
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Trong đó: 
X là hàm lượng Zn-bacitracin có trong mẫu thử, tính bằng mg/kg


Y là hiệu số giữa chiều cao pic của dịch chiết mẫu thử và chiều cao pic của mẫu trắng




a, b là các thông số của đường chuẩn y = ax + b




V là thể tích dịch chiết mẫu (7.1), tính bằng ml




m là khối lượng mẫu thử, tính bằng gam


8.2.2. Kết quả cuối cùng là giá trung bình của hai lần phân tích nhắc lại. Trong quá trình tính toán luôn phải lấy hai số sau dấu phẩy. Giá trị trung bình được làm tròn đến một chữ số thập phân.


8.2.3. Xác định độ thu hồi (R) theo công thức sau:
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Trong đó: 


C1 là hàm lượng Zn-bacitracin xác định được theo quy trình phân tích (tính bằng mg/kg).


C là hàm lượng Zn-bacitracin được nạp thêm vào mẫu (tính bằng mg/kg).


Độ thu hồi được xác định cho mỗi lần chạy mẫu ít nhất phải đạt 80%.


9. Báo cáo thử nghiệm


Báo cáo kết quả phải bao gồm ít nhất các thông tin dưới đây:


- Mọi thông tin cần thiết để nhận biết mẫu thử.


- Viện dẫn của tiêu chuẩn này hoặc phương pháp thử.


- Kết quả và đơn vị biểu thị kết quả.


- Ngày tháng lấy mẫu và kiểu loại lấy mẫu (nếu có).


- Ngày tháng thử nghiệm.


- Các điểm đặc biệt quan sát được trong quá trình thử nghiệm.


- Mọi thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, hoặc được coi là tuỳ chọn, cùng với các chi tiết của sự cố bất kỳ mà có thể ảnh hưởng đến kết quả.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI - XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG TYLOSIN BẰNG PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO


Animal feeding stuffs - Determination of content of tylosin by high - performance liquid chromatographic method 


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này áp dụng để phân tích hàm lượng kháng sinh tylosin trong thức ăn chăn nuôi bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Giới hạn phát hiện của phương pháp là 0,12mg/kg. 


2. Tài liệu viện dẫn


Các tài liệu viện dẫn sau đây rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn. Đối với các tài liệu viện dẫn ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản được nêu. Đối với các tài liệu viện dẫn không ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản mới nhất, bao gồm cả các sửa đổi:


TCVN 4851 (ISO 3696). Nước dùng để phân tích trong phòng thí nghiệm. Yêu cầu kỹ thuật và phương pháp thử.


ISO 6497:2002 (E). Animal feeding stuffs - Sampling.


3. Nguyên tắc


Tylosin trong mẫu thức ăn chăn nuôi được chiết bằng metanol. Dịch chiết được làm sạch bằng cột SPE cyano-propyl và cột nhôm oxit, sau đó tylosin được tách và định lượng trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector UV ở bước sóng 280nm. 


4. Thiết bị, dụng cụ


4.1. Máy nghiền mẫu phòng thí nghiệm.


4.2. Sàng phòng thí nghiệm, có kích thước lỗ sàng 1,00 mm và 3,00 mm.


4.3. Cân phân tích có độ chính xác 0,0001 g.


4.4. Cân kỹ thuật có độ chính xác 0,01 g.


4.5. Máy ly tâm lạnh có tốc độ 2000 - 4000 vòng/phút, sử dụng ống ly tâm dung tích 50 ml.


4.6. ống ly tâm, dung tích 50 ml bằng polypropylen hoặc bằng thuỷ tinh, có nắp đậy.


4.7. Máy nghiền đồng thể (Homogenizer).


4.8. Máy lắc tròn hoặc máy lắc ngang có thể đạt tốc độ 250 vòng/phút.


4.9. Máy đo pH có độ chính xác đến 0,05 đơn vị.


4.10. Bình định mức dung tích 10, 25, 100, 1000 ml.


4.11. Pipet tự động điều chỉnh được từ  1ml đến 10 ml.


4.12. Micropipet dung tích từ 10 (l đến 100 (l.


4.13. Hút dung môi tự động 2 ml, 10 ml, 20 ml.


4.14. Máy lắc ống nghiệm (Vortex mixer).

4.15. Syranh nhựa 1ml.


4.16. Cột chiết pha rắn cycano-propyl, 6ml, 500 mg.


4.17. Bình chiết pha rắn (SPE).


4.18. Bể siêu âm.


4.19. Bơm  hút chân không.


4.20. Màng lọc syranh có kích thước 0,45 (m.


4.21. Lọ nhỏ dựng dịch mẫu chuyên dụng cho HPLC, có nắp vặn PTFE .


4.22. Thiết bị trộn mẫu phòng thí nghiệm loại Hobart Model C 100 T hoặc tương đương.


4.23. Thiết bị chia mẫu:


Thiết bị chia đôi hoặc chia tư mẫu: ví dụ như thiết bị chia tư hình nón, thiết bị chia nhiều ngăn có hệ thống phân hạt hoặc các thiết bị chia khác đảm bảo phân chia mẫu thí nghiệm thành mẫu thử đồng nhất


4.24. Hộp đựng mẫu có nắp kín.


4.25.  Hệ thống HPLC gồm có:


4.25.1. Máy sắc kí lỏng hiệu năng cao, bình chứa dung môi, hệ thống bơm mẫu, detector UV đặt được ở bước sóng 350nm, máy ghi hoặc bộ tích phân.


4.25.2. Cột phân tích HPLC pha đảo có kèm cột bảo vệ



Chiều dài                         250mm



Đường kính trong            4,6mm



Hạt nhồi                           C 18, 5(m hoặc tương đương


CHÚ Ý: có thể sử dụng cột ngắn hơn, ví dụ có chiều dài 120mm-150mm


5. Hóa chất và thuốc thử

5.1. Hoá chất


Chỉ sử dụng hoá chất được công nhận đạt chất lượng tinh khiết phân tích và nước cất cấp hạng 1 theo TCVN 4851 (ISO 3696). Các dung môi phải đạt chất lượng để dùng cho phân tích HPLC.


5.1.1. Nhôm oxit 90, hoạt hoá.


5.1.2. Acetonitrile.


5.1.3. Diethylamine


5.1.4. N-hexan.


5.1.5. Metanol.


5.1.6. Acid phosphoric (85%).


5.1.7. Acid clohydric.


5.1.8. Natri acetat.


5.1.9. Kali dihydrophosphat (KH2PO4).


5.1.10. Kali hydrophosphat (K2HPO4).


5.1.11. Natri hydrophosphat ngậm 2 phân tử nước (Na2HPO4.2H2O).


5.1.12. Chất chuẩn tylosin: loại tinh khiết, có kèm theo giấy chứng nhận hàm lượng.

5.2. Thuốc thử


5.2.1. Dung dịch đệm acetat 0,15M, pH 5,5


Cân 12,30 g natri acetate vào ống đong 1000ml. Thêm 900 ml nước cất đến khi hòa tan hết. Điều chỉnh pH đến 5,5 bằng dung dịch axit clohydric 1N. Thêm nước đến 1000 ml.


5.2.2. Dung dịch đệm phosphat 0,06M, pH 8,0


Hòa tan 9,08 g kali dihydrophosphat bằng nước cất vào bình định mức 1000ml và thêm nước cất đến vạch mức, trộn đều (dung dịch I).


Hòa tan 11,88 g natri hydrophosphat ngậm 2 phân tử nước bằng nước cất vào bình định mức 1000ml và thêm nước cất đến vạch mức, trộn đều (dung dịch II).


Trộn 5,5 ml dung dịch I và 94,5 ml dung dịch II để được 100 ml dung dịch đệm phosphat 0,06 M, pH 8,0.


5.2.3. Pha động A


Hòa tan 8,71 g kali dihydrophosphat bằng 900 ml nước cất. Điều chỉnh pH đến 2,5 bằng dung dịch acid phosphoric 85%. Thêm nước vừa đủ 1000 ml. Pha động A được chuẩn bị bằng cách trộn dung dịch này với acetonitrile theo tỷ lệ thể tích 80:20. Sau đó lọc hỗn hợp dung dịch thu được qua phễu hút chân không với màng lọc có kích thước lỗ 0,45 (m, siêu âm đuổi khí ở nhiệt độ thường trong 30 phút.


5.2.4. Dung dịch chuẩn


5.2.4.1. Dung dịch chuẩn gốc 1000(g/ml: Cân 28,25 mg chính xác đến 0,1mg chất chuẩn tylosin vào bình định mức 25ml (lượng cân được điều chỉnh theo hàm lượng tylosin ghi trong giấy chứng nhận), hòa tan và định mức bằng metanol. Các dung dịch chuẩn gốc bảo quản ở 40C có thể sử dụng được trong vòng 1 tháng.


5.2.4.2. Dung dịch chuẩn làm việc 10(g/ml: Lấy 0,1ml dung dịch chuẩn gốc (5.2.4.1) vào bình định mức 10ml, định mức tới vạch bằng metanol, lắc đều để được các dung dịch chuẩn làm việc có nồng độ tương ứng là 10(g/ml. Pha dung dịch chuẩn làm việc trước khi phân tích mẫu.


5.2.4.3. Dãy dung dịch chuẩn phân tích sắc ký: 0,625; 1,250; 2,50; và 5,00 (g/ml


Pha loãng dung dịch chuẩn làm việc 10(g/ml (5.2.4.2) bằng cách pha loãng với metanol (tỉ lệ thể tích 1:1) vào bình định mức dung tích 10 ml để được các dung dịch có nồng độ tương ứng là 5,00; 2,50; 1,25; 0,625 (g/ ml. Bảo quản dung dịch trong tủ lạnh, dung dịch này bền trong 1 tuần.


5.2.4.4. Cột nhồi nhôm oxit: 


Chuẩn bị cột làm sạch bằng như sau: hoạt hóa nhôm oxit ở 500o C trong 12 giờ. Để nguội và bảo quản trong bình hút ẩm. Lót một lớp bông thủy tinh vào syranh nhựa 1ml (4.9), nhồi 0,5ml nhôm oxit, lót lớp trên bằng một ít bông thủy tinh. Cột được chuẩn bị khi tiến hành làm sạch mẫu (7.4).  


6. Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu


6.1. Lấy mẫu


Phương pháp lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này, nên lấy mẫu theo ISO 6497:2002. Điều quan trọng là mẫu gửi đến phòng thí nghiệm phải là mẫu trung thực và có tính đại diện, không bị hư hại hoặc bị biến đổi thành phần trong quá trình vận chuyển và bảo quản. Khối lượng mẫu phân tích phải không được ít hơn 500 gam.


6.2. Chuẩn bị mẫu


6.2.1. Mẫu ở dạng bột mịn


Nếu mẫu thí nghiệm ở dạng bột lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm thì trộn thật đều mẫu (500 gam) bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút. Sau đó chia hỗn hợp bằng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Cho toàn bộ mẫu thử vào hộp đựng mẫu và đậy nắp cẩn thận.


6.2.2. Mẫu có kích thước hạt vừa


6.2.2.1. Nếu mẫu thí nghiệm không lọt hết qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm nhưng lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ 3,00 mm thì trộn thật đều mẫu (không ít hơn 500 gam)  bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.2.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.2.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


6.2.3. Mẫu có kích thước hạt to như dạng viên


6.2.3.1. Nếu mẫu không lọt qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm thì cần nghiền mẫu (không ít hơn 500 gam) trên máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm, sau đó trộn thật đều mẫu bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.3.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.3.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


Mẫu thử được bảo quản trong các lọ đựng mẫu (4.25) ở điều kiện nhiệt độ 2 - 250C, nơi khô ráo.


Chú ý: Nên nghiền, trộn mẫu trong các phòng có thông gió, nên đeo kính, khẩu trang và găng tay bảo vệ.


7. Cách tiến hành


7.1. Chiết xuất mẫu


7.1.1. Cân chính xác đến 0,01g từ 1 - 5 gam mẫu đã được nghiền mịn theo mục 6 (tuỳ theo hàm lượng kháng sinh có trong mẫu) cho vào ống ly tâm dung tích 50 ml, thêm tiếp 10 ml metanol. Đậy nắp ống ly tâm  và lắc ống trong 15 phút ở tốc độ cao. Chuyển ống vào máy ly tâm lạnh, ly tâm trong 15 phút ở tốc độ 4000 vòng/phút. Thu lấy dịch trong vào bình cô quay chân không. Chiết lại lần 2 như trên. Gộp toàn bộ dịch chiết vào bình cô quay.


7.1.2. Cô quay đến khô ở 35oC, thêm 200 (l metanol và lắc nhẹ. Sau đó thêm tiếp 3,8 ml đệm acetate (2.5.1). Lắc đều và chuyển toàn bộ dung dịch vào ống ly tâm 50ml. Tráng rửa bình bằng 1 ml đệm acetate, chuyển dịch rửa vào ống ly tâm.


7.1.3. Loại chất béo bằng cách thêm 5ml n-hexan vào ống ly tâm chứa dịch mẫu (7.1.2), lắc nhẹ bằng tay. Sau đó lắc mạnh ống ly tâm trên máy lắc trong 30 giây để phần chất lỏng phân lớp. Ly tâm lạnh ở 15oC với tốc độ 2000v/ph trong 5 phút. Dùng pipet loại bỏ nhanh phần hữu cơ. Thu lấy lớp acetat (có thể tích khoảng 5ml) để làm sạch qua cột SPE và oxit nhôm.


7.2. Chuẩn bị mẫu trắng


Mẫu trắng là mẫu thức ăn chăn nuôi được xác định là không có tylosin. Mẫu trắng được chuẩn bị tương tự như mẫu thử theo 7.1.


7.3. Chuẩn bị mẫu để xác định độ thu hồi 


Mẫu này được bổ sung một lượng tylosin xấp xỉ dung dịch chuẩn gốc. Ví dụ, chuẩn bị dịch mẫu thu hồi có hàm lượng tylosin là 1,25 mg/kg: dùng pipet hút 0,625 ml dung dịch chuẩn làm việc 10 (g/ml (5.2.4.2) cho vào 5 gam mẫu trắng (7.2) mẫu được để yên trong 30 phút trước khi tiến hành chiết xuất. Sau đó tiếp tục quá trình chiết mẫu tương tự như đối với mẫu thử (7.1)


7.4. Làm sạch mẫu


7.4.1. Làm sạch bằng SPE: 


7.4.1.1. Hoạt hóa cột: 3 ml methanol, sau đó 5 ml nước cất


7.4.1.2. Chuyển toàn bộ dịch chiết qua cột SPE (7.1.4)


Lần lượt cho các dung dịch chiết thu được từ 7.1.3, 7.2 và 7.3 qua syranh vào cột SPE - C18 đã được chuẩn bị ở trên, dùng bơm hút chân không và điều chỉnh tốc độ chảy không quá 1ml/phút. KHÔNG ĐỂ CỘT BỊ KHÔ TRONG GIAI ĐOẠN NÀY, tráng ống li tâm và rửa cột bằng rửa cột bằng 3 ml nước cất (tốc độ 1ml/phút), sau đó bằng 3 ml metanol (1ml/ phút).


7.4.1.3. Thổi khô cột SPE. Rửa giải bằng 5 ml metanol chứa 1% diethylamine với tốc độ 1,5ml/phút. Thổi khô dịch rửa giải bằng khí nitơ. Hoà tan bằng 1 ml đệm phosphate (6.2).


7.4.2. Làm sạch qua cột nhôm oxit: Đặt cột nhôm oxit đã hoạt hóa (5.2.4.4) vào giá và giữ theo hướng thẳng đứng. Chuyển 1ml dịch làm sạch qua SPE ở trên (7.4.1.3) qua cột oxit nhôm. Để dịch chảy ra tự nhiên, bỏ 0,1ml dịch đầu tiên. Thu 0,5 ml dịch chảy ra tiếp theo, lọc qua màng 0,45 (m vào lọ nhỏ chuyên dụng cho HPLC (4.22) để phân tích trên hệ thống sắc ký lỏng.


7.5. Phân tích trên HPLC


7.5.1. Điều kiện sắc ký: Nhiệt độ cột 30oC; detector UV 280nm; Tốc độ dòng 0,7ml/phút; Thể tích bơm 50(l. Dung môi pha động A (5.2.3) và pha động B (acetonitrile 100%). Chương trình dung môi gradient như sau:


		Thời gian (phút)

		% A

		% B



		0

		100

		0



		0,01

		100

		0



		0,5

		60

		40



		12,5

		60

		40



		14,5

		100

		0



		20

		100

		0





7.5.2. Tiến hành


7.5.2.1. Nên sử dụng bảo vệ cột, việc sử dụng bảo vệ cột không có bất cứ ảnh hưởng nào đến kết quả phân tích. 


7.5.2.2. Cân bằng hệ thống sắc ký bằng pha động 30 phút trước khi bơm mẫu.


7.5.2.3. Quy trình bơm mẫu theo thứ tự như sau: dịch mẫu trắng, các dung dịch chuẩn, dịch mẫu thu hồi, dịch mẫu thử, các dung dịch chuẩn.


Chú ý: Cần bơm các dịch chuẩn trước và sau mỗi đợt phân tích, không nên để quá 20 lần bơm mẫu cho mỗi đợt phân tích. Nếu quá 20 lần thì phải bơm các dung dịch chuẩn thêm lần nữa vào khoảng giữa đợt bơm mẫu.


7.5.2.4. Xác định diện tích (hoặc chiều cao) pic đối với các dung dịch chuẩn và dung dịch mẫu thử tương ứng.


7.5.2.5. Sau khi chạy máy phải làm sạch hệ thống HPLC bằng hỗn hợp gồm nước cất : axetonnitril theo tỷ lệ thể tích 40:60 trong 30 phút để loại hết đệm trong hệ thống trước khi tắt máy.


8. Tính toán kết quả


8.1. Đường chuẩn


8.1.1. Phải đảm bảo rằng các diện tích pic của mẫu thử đều nằm trong phạm vi của đường chuẩn. Nếu mẫu thử nào có diện tích pic vượt quá diện tích của đường chuẩn ở nồng độ cao nhất thì sẽ bị loại và phải tiến hành thử lại với sự pha loãng.


8.1.2. Xây dựng đường chuẩn biểu thị mối quan hệ giữa diện tích pic thu được của dung dịch chuẩn với nồng độ của tylosin theo quan hệ tuyến tính bậc 1:  


y = ax + b


Trong đó: 
y là diện tích pic (hoặc chiều cao pic)




x là nồng độ của kháng sinh




a là hệ số góc




b là hằng số


8.2. Tính toán


8.2.1. Hàm lượng tylosin có trong mẫu thử được tính toán dựa vào đường chuẩn hồi qui tuyến tính (8.1.2) theo công thức sau:




[image: image1.wmf]m


V


a


b


Y


X


´


-


=


)


(




Trong đó: 
X là hàm lượng tylosin có trong mẫu thử, tính bằng mg/kg



Y là hiệu số giữa diện tích pic của dịch chiết mẫu thử và diện tích pic của mẫu trắng




a, b là các thông số của đường chuẩn y = ax + b




V là thể tích dịch chiết thu được sau khi làm sạch (7.4.1.4), tính bằng ml




m là khối lượng mẫu thử, tính bằng gam


8.2.2. Kết quả cuối cùng là giá trung bình của hai lần phân tích nhắc lại. Trong quá trình tính toán luôn phải lấy 2 số sau dấu phẩy. Giá trị trung bình được làm tròn đến một chữ số thập phân.


8.2.3. Xác định độ thu hồi (R) theo công thức sau:
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Trong đó: 


C1 là hàm lượng tylosin xác định được theo quy trình phân tích (tính bằng mg/kg)


C là hàm lượng tylosin được nạp thêm vào mẫu (1,25 mg/kg)


Độ thu hồi được xác định cho mỗi lần chạy mẫu ít nhất phải đạt 80%.


9. Báo cáo thử nghiệm


Báo cáo kết quả phải bao gồm ít nhất các thông tin dưới đây:


-  Mọi thông tin cần thiết để nhận biết mẫu thử.


- Viện dẫn của tiêu chuẩn này hoặc phương pháp thử.


- Kết quả và đơn vị biểu thị kết quả.


- Ngày tháng lấy mẫu và kiểu loại lấy mẫu (nếu có).


- Ngày tháng thử nghiệm.


- Các điểm đặc biệt quan sát được trong quá trình thử nghiệm.


- Mọi thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, hoặc được coi là tuỳ chọn, cùng với các chi tiết của sự cố bất kỳ mà có thể ảnh hưởng đến kết quả.
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		10TCN 837 : 2006





THỨC ĂN CHĂN NUÔI - TIÊU CHUẨN HÀM LƯỢNG VITAMIN 

TRONG THỨC ĂN HỖN HỢP


Animal feeding stuffs - Vitamin levels in compound feeds 


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định hàm lượng vitamin trong thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh cho gia súc -  gia cầm.


2. Chỉ tiêu quy định. 


Hàm lượng vitamin trong thức ăn hỗn hợp cho gia cầm, lợn và bò được qui định trong bảng dưới đây:


		Số TT

		Loại vitamin

		Đơn vị đo

		Hàm lượng tối thiểu



		

		

		

		Gia cầm

		Lợn

		Bò 



		1

		Vitamin A  

		IU

		1500

		1300

		2200



		2

		Vitamin D  

		IU

		200

		200

		



		4

		Vitamin E  

		IU

		10

		10

		15



		5

		Vitamin K  

		mg

		0,5

		0,5

		



		6

		Thiamin  (B1) 

		mg

		1,8

		1

		



		7

		Riboflavin  (B2) 

		mg

		3,0

		3

		



		8

		Niacin 

		mg

		25

		12

		



		9

		Biotin  

		mg

		0,12

		0,05

		



		10

		Acid patothenic 

		mg

		10

		9

		



		11

		Pyridoxin (B6)  

		mg

		3,0

		1,5

		



		12

		Acid foloic   

		mg

		0,5

		0,32

		



		13

		Cobalamin  (B12) 

		(g

		10

		15

		



		14

		Cholin  

		mg

		750

		400
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		TIÊU CHUẨN NGÀNH

		10TCN 835 : 2006





THỨC ĂN CHĂN NUÔI - XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG MONENSIN BẰNG PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO

Animal feeding stuffs - Determination of monensin content by 


high - performance liquid chromatographic method


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày       tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này áp dụng để phân tích hàm lượng kháng sinh monensin trong thức ăn chăn nuôi bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Giới hạn phát hiện của phương pháp là 40mg/kg. 


2. Tài liệu viện dẫn


Các tài liệu viện dẫn sau đây rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn. Đối với các tài liệu viện dẫn ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản được nêu. Đối với các tài liệu viện dẫn không ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản mới nhất, bao gồm cả các sửa đổi:


TCVN 4851 (ISO 3696). Nước dùng để phân tích trong phòng thí nghiệm. Yêu cầu kỹ thuật và phương pháp thử.


ISO 6497:2002 (E). Animal feeding stuffs - Sampling. 


3. Nguyên tắc


Monensin trong mẫu thức ăn chăn nuôi được tách chiết bằng metanol, sau đó tạo dẫn xuất bằng 2,4 dinitrophenylhydrazine (DNP) trong môi trường axit ở 55oC, tách và định lượng trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector UV ở bước sóng 392nm. 


4. Thiết bị, dụng cụ


4.1. Máy nghiền mẫu phòng thí nghiệm.


4.2. Sàng phòng thí nghiệm, có kích thước lỗ sàng 1,00 mm và 3,00 mm.


4.3. Cân phân tích có độ chính xác 0,0001 g.


4.4. Cân kỹ thuật có độ chính xác 0,01 g.


4.5. Máy ly tâm lạnh có tốc độ 3000 vòng/phút, sử dụng ống ly tâm dung tích 30 ml.


4.6. ống ly tâm, dung tích 30 ml bằng polypropylen hoặc bằng thuỷ tinh, có nắp đậy.


4.7. Tủ ấm, có khả năng duy trì nhiệt độ ổn định ở 55oC ± 1oC.


4.8. Máy lắc tròn hoặc máy lắc ngang có thể đạt tốc độ 250 vòng/phút.


4.9. ống nghiệm dung tích 10ml có nút xoáy.


4.10. Bình định mức dung tích 10, 100, 1000 ml.


4.11. Pipet tự động điều chỉnh được từ  1ml đến 30 ml.


4.12. Micropipet dung tích từ 10(l đến 100 (l và từ 200(l đến 1000 (l.


4.13. Hút dung môi tự động 2 ml, 10 ml, 20 ml.


4.14. Máy lắc ống nghiệm (Vortex mixer).


4.15. ống đong 1000ml.


4.16. Bể siêu âm.


4.17. Bơm hút chân không.


4.18. Màng lọc syranh có kích thước 0,45 (m.


4.19. Bình nón dung tích 125ml.


4.20. Lọ nhỏ đựng dịch mẫu chuyên dụng cho HPLC, có nắp vặn PTFE .


4.21. Thiết bị trộn mẫu phòng thí nghiệm loại Hobart Model C 100 T hoặc tương đương.


4.22. Thiết bị chia mẫu:


Thiết bị chia đôi hoặc chia tư mẫu: ví dụ như thiết bị chia tư hình nón, thiết bị chia nhiều ngăn có hệ thống phân hạt hoặc các thiết bị chia khác đảm bảo phân chia mẫu thí nghiệm thành mẫu thử đồng nhất.


4.23. Hộp đựng mẫu có nắp kín.


4.24. Hệ thống HPLC gồm có:


4.24.1. Máy sắc kí lỏng hiệu năng cao, bình chứa dung môi, hệ thống bơm mẫu, detector UV đặt được ở bước sóng 392nm, máy ghi hoặc bộ tích phân.


4.24.2. Cột phân tích HPLC pha đảo có kèm cột bảo vệ



Chiều dài                         150mm



Đường kính trong            4,6mm



Hạt nhồi                           C 18; 5(m hoặc tương đương


5. Hóa chất và thuốc thử

5.1. Hoá chất


Chỉ sử dụng hoá chất được công nhận đạt chất lượng tinh khiết phân tích và nước cất cấp hạng 1 theo TCVN 4851 (ISO 3696). Các dung môi phải đạt chất lượng để dùng cho phân tích HPLC.


5.1.1. Metanol.


5.1.2. Axit acetic (100%).


5.1.3. Acetonitrile 


5.1.4. Chất chuẩn monensin, dạng muối natri monensin, loại tinh khiết, có kèm theo giấy chứng nhận hàm lượng. 

5.2. Thuốc thử


5.2.1. Tricloacetic axit (TCA), dung dịch 500mg/ml.


Cân 50g TCA chính xác đến 0,01g cho vào bình định mức 100ml, hòa tan và định mức bằng nước cất. Lắc kỹ dung dịch.


5.2.2. Thuốc thử DNP, dung dịch 1mg/ml trong metanol.


Cân 100mg DNP chính xác đến 1mg vào bình định mức 100ml, hòa tan và định mức đến vạch bằng metanol. Lắc kỹ dung dịch.


5.2.3. Pha động cho HPLC.


Hỗn hợp metanol: dung dịch axit acetic 1,5% tỉ lệ 90:10 theo thể tích (v/v).


5.2.3.1. Dung dịch axit acetic 1,5% trong nước, theo tỉ lệ thể tích (v/v).


Cho 15ml axit acetic (5.1.2) vào bình định mức 1000ml. Thêm nước cất đến vạch định mức. Lắc đều dung dịch.


5.2.3.2. Hỗn hợp pha động.


Cho 900ml metanol vào ống đong dung tích 1000ml. Thêm tiếp 100ml dung dịch axit acetic 1,5% (5.2.3.1). Sau đó lọc hỗn hợp dung môi thu được qua phễu hút chân không với màng lọc có kích thước lỗ 0,45 (m, siêu âm đuổi khí ở nhiệt độ thường trong 30 phút.


5.2.4. Dung dịch chuẩn


5.2.4.1. Dung dịch chuẩn gốc 1000(g/ml


Tùy theo hàm lượng monensin ghi trong giấy chứng nhận (5.1.4), cân một lượng nhất định chất chuẩn natri monensin chính xác đến 0,1mg cho vào bình định mức dung tích 100ml, pha loãng và định mức bằng metanol để sao cho thu được dung dịch gốc có nồng độ 1000(g/ml. Dung dịch chuẩn gốc được bảo quản trong lọ nâu ở 40C, có thể sử dụng được trong vòng 2 tuần.


5.2.4.2. Dung dịch chuẩn làm việc 100(g/ml.


Hút chính xác 10ml dung dịch chuẩn gốc(5.2.4.1) vào bình định mức 100ml, pha loãng và định mức đến vạch bằng metanol. Lắc đều.


6. Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu


6.1. Lấy mẫu


Phương pháp lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này, nên lấy mẫu theo ISO 6497:2002. Điều quan trọng là mẫu gửi đến phòng thí nghiệm phải là mẫu trung thực và có tính đại diện, không bị hư hại hoặc bị biến đổi thành phần trong quá trình vận chuyển và bảo quản. Khối lượng mẫu phân tích phải không được ít hơn 500 gam.


6.2. Chuẩn bị mẫu


6.2.1. Mẫu ở dạng bột mịn


Nếu mẫu thí nghiệm ở dạng bột lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm thì trộn thật đều mẫu (500 gam) bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút. Sau đó chia hỗn hợp bằng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. 


6.2.2. Mẫu có kích thước hạt vừa


6.2.2.1. Nếu mẫu thí nghiệm không lọt hết qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm nhưng lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ 3,00 mm thì trộn thật đều mẫu (không ít hơn 500 gam)  bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.2.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.2.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho dến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


6.2.3. Mẫu có kích thước hạt to.


6.2.3.1. Nếu mẫu không lọt qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm thì cần nghiền mẫu (không ít hơn 500 gam) trên máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm, sau đó trộn thật đều mẫu bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.3.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.3.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


Các mẫu thử được bảo quản trong các lọ đựng mẫu (4.20) ở điều kiện nhiệt độ 2 – 250C, nơi khô ráo.


Chú ý: Nên nghiền, trộn mẫu trong các phòng có thông gió, nên đeo kính, khẩu trang và găng tay bảo vệ.


7. Cách tiến hành


7.1. Đường chuẩn


Hút chính xác lần lượt 10, 20, 50, 100, 200 và 400(l từ dung dịch chuẩn làm việc (100(g/ml) cho vào ống nghiệm (4.9), pha loãng đến 700(l bằng metanol và tạo dẫn xuất như các bước tiến hành ở mục 7.2. Các dung dịch trên sẽ có nồng độ từ 1(g/ml đến 40(g/ml tương ứng trên đồ thị chuẩn. 


7.2. Chiết mẫu và tạo dẫn xuất


Cân chính xác đến 0,1mg từ 5,0g-10,0g mẫu thử đã được nghiền mịn theo mục 6 (tuỳ theo hàm lượng kháng sinh có trong mẫu) cho vào bình nón 125ml, thêm tiếp 50ml metanol. Tiến hành chiết monensin bằng cách lắc trên máy lắc ngang (4.8) trong thời gian 1 giờ với tốc độ 250vòng /phút. Lấy 10ml phần dịch trong ở phía trên cho vào ống ly tâm (4.6) và ly tâm trong 10 phút ở tốc độ 3000 vòng/phút. Hút 700(l dịch ở phía trên ống ly tâm cho vào ống nghiệm (4.9). Thêm tiếp 100(l dung dịch TCA (500mg/ml). Lắc ống nghiệm trong 20 giây trên máy lắc (4.8), sau đó để ống nghiệm ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Thêm tiếp 200(l thuốc thử DNP (1mg/ml) vào ống nghiệm, và lắc 20 giây trên máy lắc (4.8). Đặt ống nghiệm vào tủ ấm có nhiệt độ ổn định 55oC (4.7) trong 20 phút. Làm nguội ống nghiệm và dùng 10(l dung dịch này để bơm vào hệ thống HPLC.


7.3. Chuẩn bị mẫu trắng


Mẫu trắng là mẫu thức ăn chăn nuôi được xác định là không có monensin. Mẫu trắng được chuẩn bị tương tự như mẫu thử theo mục 7.2.


7.4. Chuẩn bị mẫu để xác định độ thu hồi 


Việc xác định độ thu hồi được chuẩn bị bằng cách cho một lượng dung dịch chuẩn có nồng độ thích hợp được pha từ dung dịch gốc vào 5g mẫu trắng (7.3) để đảm bảo mẫu có hàm lượng monensin nằm trong dãy đồ thị chuẩn, mẫu được để yên trong 30 phút trước khi tiến hành chiết xuất. Sau đó tiếp tục quá trình chiết mẫu và tạo dẫn xuất tương tự như đối với mẫu thử theo mục 7.2.


7.5. Phân tích trên HPLC


7.5.1. Điều kiện sắc ký: 



Nhiệt độ cột



30oC



Detector



detector UV bước sóng 392 nm


Tốc độ dòng
 


1 ml/phút



Thể tích bơm mẫu 


10 (l


7.5.2. Tiến hành


7.5.2.1. Nên sử dụng bảo vệ cột, việc sử dụng bảo vệ cột không có bất cứ ảnh hưởng nào đến kết quả phân tích. 


7.5.2.2. Cân bằng hệ thống sắc ký bằng pha động (5.2.3) 30 phút trước khi bơm mẫu.


7.5.2.3. Quy trình bơm mẫu theo thứ tự như sau: dịch mẫu trắng, các dung dịch chuẩn, dịch mẫu thu hồi, dịch mẫu thử, các dung dịch chuẩn.


Chú ý: Cần bơm các dịch chuẩn trước và sau mỗi đợt phân tích, không nên để quá 20 lần bơm mẫu cho mỗi đợt phân tích. Nếu quá 20 lần thì phải bơm các dung dịch chuẩn thêm lần nữa vào khoảng giữa đợt bơm mẫu.


7.5.2.4. Xác định diện tích pic đối với các dung dịch chuẩn và dung dịch mẫu thử tương ứng


7.5.2.5. Sau khi chạy máy phải làm sạch hệ thống HPLC bằng hỗn hợp gồm nước cất : acetonitrile theo tỷ lệ thể tích 40:60 trong 30 phút đến 1 giờ để loại hết đệm trong hệ thống trước khi tắt máy.


8. Tính toán kết quả


8.1. Đường chuẩn


8.1.1. Phải đảm bảo rằng các diện tích pic của mẫu thử đều nằm trong phạm vi của đường chuẩn. Nếu mẫu thử nào có diện tích pic vượt quá chiều cao của đường chuẩn ở nồng độ cao nhất thì sẽ bị loại và phải tiến hành thử lại với sự pha loãng.


8.1.2. Xây dựng đường chuẩn biểu thị mối quan hệ giữa diện tích pic thu được của dung dịch chuẩn với nồng độ của monensin  theo quan hệ tuyến tính bậc1:


y= ax + b


Trong đó: 

y là diện tích pic





x là nồng độ của kháng sinh





a là hệ số góc





b là hằng số


8.2. Tính toán


8.2.1. Hàm lượng monensin có trong mẫu thử được tính toán dựa vào đường chuẩn hồi qui tuyến tính (8.1.2) theo công thức sau:
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Trong đó: 
X là hàm lượng monensin có trong mẫu thử, tính bằng mg/kg


Y là hiệu số giữa diện tích pic của dịch chiết mẫu thử và diện tích pic của mẫu trắng




a, b là các thông số của đường chuẩn y = ax + b




V là thể tích dịch chiết mẫu (7.2), tính bằng ml




m là khối lượng mẫu thử, tính bằng gam


8.2.2. Kết quả cuối cùng là giá trung bình của hai lần phân tích nhắc lại. Trong quá trình tính toán luôn phải lấy hai số sau dấu phẩy. Giá trị trung bình được làm tròn đến một chữ số thập phân.


8.2.3. Xác định độ thu hồi (R) tính theo phần trăm theo công thức sau:
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Trong đó: 


C1 là hàm lượng monensin xác định được theo quy trình phân tích (tính bằng mg/kg)


C là hàm lượng monensin được nạp thêm vào mẫu (tính bằng mg/kg).


Độ thu hồi được xác định cho mỗi lần chạy mẫu ít nhất phải đạt 80%.


9. Báo cáo thử nghiệm


Báo cáo kết quả phải bao gồm ít nhất các thông tin dưới đây:


- Mọi thông tin cần thiết để nhận biết mẫu thử.


- Viện dẫn của tiêu chuẩn này hoặc phương pháp thử.


- Kết quả và đơn vị biểu thị kết quả.


- Ngày tháng lấy mẫu và kiểu loại lấy mẫu (nếu có).


- Ngày tháng thử nghiệm.


- Các điểm đặc biệt quan sát được trong quá trình thử nghiệm.


- Mọi thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, hoặc được coi là tuỳ chọn, cùng với các chi tiết của sự cố bất kỳ mà có thể ảnh hưởng đến kết quả.
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1. Phạm vi và đối tượng áp dụng


Xương động vật được thu gom rửa sạch xử lý nhiệt và nghiền thành bột làm thức ăn bổ sung khoáng trong chăn nuôi.


Quy trình này áp dụng cho các cơ sở chế biến bột xương làm thức ăn cho gia súc, gia cầm trong toàn quốc.


2. Sơ đồ quy trình chế biến bột xương




































3. Thuyết minh các bước trong sơ đồ chế biến bột xương

3.1. Thu gom xương nguyên liệu

Xương nguyên liệu bao gồm xương động vật từ các cửa hàng ăn hoặc lò giết mổ.


3.2. Vệ sinh sơ bộ xương nguyên liệu

Các loại xương nguyên liệu thu gom về cơ sở chế biến được ngâm trong nước vôi 5% tối thiểu trong 7 ngày. sau đó rử sạch và làm rao nước trước khi đưa vào xử lý nhiệt.


3.3. Xử lý nhiệt

3.3.1. Xử lý bằng đốt xương

Xương được xếp trên lưới sắt dày khoảng 50 cm được đốt bằng củi hoặc than  phía dưới (hình 1). thời gian đốt 2 giờ sau đó xương được nghiền nhỏ.


3.3.2. Xử lý nhiệt với áp suất cao

3.3.2.1. Xử lý ướt (Wet rendering)


Phương pháp này đòi hòi thiết bị hầm xương (hình 2). Xếp xương vào nồi và đổ nước ngập xương, chỉ xếp đầy 3/4 nồi hầm, còn lại là để chứa hơi gây áp suất. Đặt chế độ gia nhiệt 121-126oC và áp suất 2,8kg/cm2, hầm trong 6 giờ, sau đó ngừng cung cấp nhiệt, mở  van áp suất và mở van tháo nước dưới đáy, lấy xương đem sấy khô.

3.3.2.2. Xử lý khô (dry rendering)

Dùng nồi chịu áp suất 2 vỏ để xử lý. Xếp xương vào nồi, đưa hơi nước vào giữa hai lớp vỏ với áp suất là 4,2kg/cm2 từ 45 phút đến 90 phút. Hạ áp suất và nhiệt độ. Lấy xương mang đi sấy khô.


3.3.2.3. Xử lý bằng sấy than


Xương sạch, khô được sấy bằng lò sấy than. Lò sấy được xây bằng gạch có hệ thống dẫn hơi nóng tiếp xúc với xương (không đốt xương trực tiếp). 


Xương được xếp trên dàn sắt có bánh xe trên đường ray để dễ dàng đưa vào sấy và lấy ra khi kết thúc. Nhiệt độ trong lò 150 đến 200oC. Thời gian sấy 6-8 tiếng, xương có màu vàng và mùi đặc trưng.


3.4. Đập nhỏ sơ bộ

Xương đã  đươc sấy khô đem đi nghiền.


3.5. Nghiền xương thành bột hoặc mảnh xương

Xương đã đập nhỏ được nghiền bằng máy nghiền búa với mắt sàng 10-19mm (thành xương mảnh) hoặc 2,5mm (thành bột xương).


3.6. Kiểm tra chất lượng

Các sản phẩm máu phải đảm bảo vệ sinh an toàn thực phẩm theo quy định hiện hành.


3.7. Đóng gói, ghi nhãn, bảo quản, vận chuyển 


3.7.1. Đóng gói

Sản phẩm được đóng gói trong bao giấy dày hoặc Poly Protylen (PP).


3.7.2. Ghi nhãn: Ghi nhãn phải đúng với các qui định hiện hành.


Trên bao bì ghi những nội dung sau:


- Tên sản phẩm, ghi rõ loại bột cá.


- Khối lượng tịnh.


- Các chỉ tiêu chất lượng chủ yếu và hàm lượng.


- Tên và địa chỉ cơ sở sản xuất kinh doanh.


- Ngày sản xuất và thời hạn sử dụng.


3.7.3. Bảo quản: Bột xương được bảo quản trong kho khô sạch, để nơi cao ráo, thoáng mát, không có chất độc hại và không mang mầm bệnh.


3.7.4. Vận chuyển: Phương tiện vận chuyển bột xương phải khô, sạch, không có mùi lạ và đảm bảo yêu cầu vệ sinh Thú y.


PHỤ LỤC 
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Hình 1.  Đốt xương
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Hình 2. Thiết bị xử lý ướt
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Hình 3. Thiết bị xử lý khô

THU GOM XƯƠNG NGUYÊN LIỆU
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Animal feeding stuffs - Determination of content of chlotetracycline, oxytetracycline and tetracycline by high - performance liquid chromatographic method


(Ban hành kèm theo Quyết định số 4099/QĐ/BNN-KHCN ngày 29 tháng 12 năm 2006 của Bộ trưởng Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn)

1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này quy định phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) để xác định hàm lượng các kháng sinh chlotetracycline (CTC), oxytetracycline (OTC) và tetracycline (TC) trong thức ăn chăn nuôi. Giới hạn phát hiện của phương pháp là 0,1 mg/kg.


2. Tài liệu viện dẫn


Các tài liệu viện dẫn sau đây rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn. Đối với các tài liệu viện dẫn ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản được nêu. Đối với các tài liệu viện dẫn không ghi năm ban hành thì áp dụng phiên bản mới nhất, bao gồm cả các sửa đổi:


TCVN 4851 (ISO 3696). Nước dùng để phân tích trong phòng thí nghiệm. Yêu cầu kỹ thuật và phương pháp thử.


ISO 6497:2002 (E): Animal feeding stuffs - Sampling.


3. Nguyên tắc


Các kháng sinh nhóm tetracycline trong mẫu thức ăn chăn nuôi được chiết bằng dung dịch đệm ở pH 4. Dịch chiết được làm sạch bằng cột chiết pha rắn RP - C18. Các tetracycline được tách và định lượng trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) với detector UV ở bước sóng 350 nm.


4. Thiết bị, dụng cụ


4.1. Máy nghiền mẫu phòng thí nghiệm.


4.2. Sàng phòng thí nghiệm, có kích thước lỗ sàng 1,00 mm và 3,00 mm.


4.3. Cân phân tích có độ chính xác 0,0001 g.


4.4. Cân kỹ thuật có độ chính xác 0,01 g.


4.5. Máy ly tâm có tốc độ 3000 vòng/phút, sử dụng ống ly tâm dung tích 50 ml.


4.6. ống ly tâm, dung tích 50 ml bằng polypropylen hoặc bằng thuỷ tinh, có nắp đậy.


4.7. Máy nghiền đồng thể (Homorgenizer).


4.8. Máy lắc tròn hoặc máy lắc ngang có thể đạt tốc độ 250 vòng/phút.


4.9. Máy đo pH có độ chính xác đến 0,05 đơn vị.


4.10. Phễu lọc Buchner đường kính 5,5 cm.


4.11. Giấy lọc tốc độ nhanh.


4.12. Bình định mức dung tích 10, 100, 500, 1000 ml.


4.13. Pipet tự động điều chỉnh được từ 2 ml đến 10 ml.


4.14. Micropipet dung tích từ 10 (l đến 100 (l.


4.15. Hút dung môi tự động 2 ml, 10 ml, 20 ml.


4.16. Bể siêu âm.


4.17. Bơm  hút chân không.


4.18  Màng lọc syranh có kích thước 0,45 àm.


4.19. Lọ nhỏ đựng dịch mẫu chuyên dụng cho HPLC, có nắp vặn PTFE .


4.20. Thiết bị trộn mẫu phòng thí nghiệm loại Hobart Model C 100 T hoặc tương đương.


4.21. Thiết bị chia mẫu:


Thiết bị chia đôi hoặc chia tư mẫu: ví dụ như thiết bị chia tư hình nón, thiết bị chia nhiều ngăn có hệ thống phân hạt hoặc các thiết bị chia khác đảm bảo phân chia mẫu thí nghiệm thành mẫu thử đồng nhất.


4.22. Hộp đựng mẫu có nắp kín.


4.23. Hệ thống HPLC gồm có:


4.23.1. Máy sắc kí lỏng hiệu năng cao, bình chứa dung môi, hệ thống bơm mẫu, Detector UV đặt được ở bước sóng 350nm, máy ghi hoặc bộ tích phân.


4.23.2. Cột phân tích HPLC pha đảo có kèm cột bảo vệ


- Chiều dài                         250mm


- Đường kính trong             4,6mm


- Hạt nhồi                           C 18, 5(m hoặc tương đương


Chú ý : có thể sử dụng cột ngắn hơn, ví dụ có chiều dài 120mm-150mm.

5. Hoá chất và thuốc thử


5.1 Hoá chất


Chỉ sử dụng hoá chất được công nhận đạt chất lượng tinh khiết phân tích và nước cất cấp hạng 1 theo TCVN 4851 (ISO 3696). Các dung môi phải đạt chất lượng để dùng cho phân tích HPLC.


5.1.1. Natri hydrophotphat khan (Na2HPO4).


5.1.2. axit xitric ngậm 1 phân tử nước (C6H8O7.H2O).


5.1.3. axit oxalic ngậm 2 phân tử nước (H2C2O4.2 H2O).


5.1.4. Dinatri etylen diamin tetraaxetat ngậm 2 phân tử nước (Na2EDTA. 2H2O).


5.1.5. Metanol.


5.1.6. axetonnitrile.


5.1.7. Natri hydroxit.


5.1.8. axit clohydric.


5.1.9. Chất chuẩn kháng sinh nhóm tetracycline bao gồm: chlotetracycline hydrocloride (CTC), oxytetracyclin  hydrochlorid (OTC) và tetraclohydrochlorid (TC) loại tinh khiết có kèm theo giấy chứng nhận về hàm lượng.


5.2. Thuốc thử


5.2.1. Dung dịch đệm McILvaine (pH 4 ± 0,05):


Dung dịch A: Cân 14,2 gam natri hyđrophotphat khan cho vào bình định mức dung tích 500 ml, hoà tan và định mức đến vạch bằng nước cất, lắc đều


Dung dịch B: Cân 10,5 gam axit xitric ngậm 1 phân tử nước cho vào bình định mức dung tích 500 ml, hoà tan và định mức đến vạch bằng nước cất, lắc đều


Dung dịch đệm McILvaine (pH 4 ± 0,05): Lấy 312,5 ml dung dịch A và 500 ml dung dịch B cho vào bình định mức 1000 ml, lắc đều. Sử dụng máy đo pH điều chỉnh pH của dung dịch trong bình đến pH 4 ± 0,05 bằng dung dịch HCl 0,1M hoặc dung dịch NaOH 0,1M. Dung dịch sử dụng trong một tuần.


5.2.2. Dung dịch đệm McILvaine - EDTA: Hoà tan 30,25 gam dinatri etylen diamin tetra axetat ngậm 2 phân tử nước vào 812,5 ml dung dịch đệm McILvaine (5.2.1), lắc đến tan hết và trộn đều. Dung dịch sử dụng trong một tuần.


5.2.3. Dung dịch axit oxalic trong metanol: Cân 1,26 gam axit oxalic ngậm 2 phân tử nước cho vào bình định mức dung tích 1000 ml, hoà tan và định mức đến vạch bằng methanol, lắc đều. Dung dịch này sử dụng trong ngày.


5.2.4. Pha động cho HPLC: Cân 1,26 gam Axit oxalic ngậm 2 phân tử nước vào bình định mức 1000 ml, hoà tan và định mức tới vạch bằng nước cất, lắc đều. Trộn 600 ml dung dịch axit oxalic này với 300 ml axetonnitril và 100 ml metanol, lọc hỗn hợp dung dịch thu được qua màng lọc 0,45 àm (lọc chân không), siêu âm đuổi khí ở nhiệt độ phòng trong 30 phút. Dung dịch này sử dụng trong ngày. 


5.2.5. Dung dịch kháng sinh chuẩn:


CHÚ Ý: Việc pha các dung dịch chuẩn phải được tiến hành ở điều kiện tránh ánh sáng trực tiếp và bảo quản trong lọ sẫm màu.


5.2.5.1. Dung dịch chuẩn gốc 1000 µg/ml: 


Cân 108 mg (chính xác đến 0,1mg) mỗi loại chuẩn gồm CTC, OTC, TC cho vào 3 bình định mức riêng biệt dung tích 100 ml (lượng cân được điều chỉnh theo hàm lượng kháng sinh ghi trong giấy chứng nhận). Hoà tan và định mức đến vạch bằng metanol, lắc đều.


Các dung dịch chuẩn gốc được bảo quản ở - 200C, có thể sử dụng những dung dịch này trong vòng 3 tháng.


5.2.5.2. Dung dịch chuẩn gốc hỗn hợp 100 µg/ml:


Hút chính xác 10 ml mỗi dung dịch chuẩn gốc 1000 µg/ml (5.2.5.1) vào bình định mức 100 ml, định mức đến vạch bằng metanol, lắc đều.


5.2.5.3. Dung dịch chuẩn làm việc 25 µg/ml:


Hút chính xác 2,5 ml dung dịch chuẩn hỗn hợp 100 µg/ml (5.2.5.2) vào bình định mức 100 ml, định mức đến vạch bằng metanol, lắc đều.


Bảo quản dung dịch trong tủ lạnh, dung dịch bền trong 1 tuần.


5.2.5.4. Dãy dung dịch chuẩn phân tích sắc ký 0,25; 0,50; 1,25; 2,50 và 5,00 µg/ml:


Hút chính xác 100, 200, 500, 1000, 2000 (l dung dịch chuẩn làm việc 25 àg/ml (5.2.5.3) của hỗn hợp các tetracyclin cho vào bình định mức dung tích 10 ml. Thêm 6 ml dung dịch axit oxalic trong metanol (5.2.3) và định mức đến vạch bằng nước cất, lắc đều.


Bảo quản dung dịch trong tủ lạnh, dung dịch này bền trong 1 tuần.


5.2.6 Dung dịch HCl 0,1 M


5.2.7. Dung dịch NaOH 0,1 M


6. Lấy mẫu và chuẩn bị mẫu


6.1. Lấy mẫu


Phương pháp lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này, nên lấy mẫu theo ISO 6497:2002. Điều quan trọng là mẫu gửi đến phòng thí nghiệm phải là mẫu trung thực và có tính đại diện, không bị hư hại hoặc bị biến đổi thành phần trong quá trình vận chuyển và bảo quản. Khối lượng mẫu phân tích phải không được ít hơn 500 gam.


6.2. Chuẩn bị mẫu


6.2.1. Mẫu ở dạng bột mịn


Nếu mẫu thí nghiệm ở dạng bột lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm thì trộn thật đều mẫu (500 gam) bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút. Sau đó chia hỗn hợp bằng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Cho toàn bộ mẫu thử vào hộp đựng mẫu và đậy nắp cẩn thận.


6.2.2. Mẫu có kích thước hạt vừa


6.2.2.1. Nếu mẫu thí nghiệm không lọt hết qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm nhưng lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ 3,00 mm thì trộn thật đều mẫu (không ít hơn 500 gam) bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.2.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.2.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho dến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


6.2.3. Mẫu có kích thước hạt to 


6.2.3.1. Nếu mẫu không lọt qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm thì cần nghiền mẫu (không ít hơn 500 gam) trên máy nghiền (4.1) cho đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 3,00 mm, sau đó trộn thật đều mẫu bằng máy trộn phòng thí nghiệm loại Hobart (hoặc tương đương) trong vòng 10 phút.


6.2.3.2. Dùng thiết bị chia đôi hoặc thiết bị chia tư mẫu đã trộn đều (6.2.3.1) cho đến khi thu được lượng mẫu thử không dưới 100 gam. Nghiền lượng mẫu này cẩn thận trong máy nghiền (4.1) cho  đến khi mẫu lọt hoàn toàn qua sàng có kích thước lỗ sàng 1,00 mm.


Mẫu thử được bảo quản trong các lọ đựng mẫu (4.22) ở điều kiện nhiệt độ 2 – 250C, nơi khô ráo.


Chú ý: Nên nghiền, trộn mẫu trong các phòng có thông gió, nên đeo kính, khẩu trang và găng tay bảo vệ.


7. Cách tiến hành


7.1. Chiết mẫu


7.1.1. Cân chính xác đến 0,01g từ 1 – 5 gam mẫu đã được nghiền mịn theo mục 6 (tuỳ theo hàm lượng kháng sinh có trong mẫu) cho vào ống ly tâm dung tích 50 ml (ống ly tâm 1), thêm tiếp 20 ml dung dịch đệm McILvaine – EDTA (5.2.2), làm đồng nhất mẫu trong 1 phút bằng máy nghiền đồng thể. Tráng rửa đầu máy nghiền đồng thể 2 lần, mỗi lần bằng 2 ml dung dịch đệm McILvaine – EDTA. Đậy nắp ống ly tâm  và lắc ống trong 10 phút ở tốc độ cao. Chuyển ống vào máy ly tâm, ly tâm trong 10 phút ở tốc độ 3000 vòng/phút.


7.1.2. Gạn phần dịch trong phía trên ống ly tâm 1 vào một ống ly tâm khác (ống ly tâm 2). Thêm tiếp 20 ml dung dịch đệm McILvaine – EDTA (5.2.2) vào ống ly tâm 1, đậy nắp, lắc trong 10 phút và ly tâm trong 10 phút ở tốc độ 3000 vòng/phút. Tiếp tục gạn phần dịch trong phía trên ống ly tâm 1 vào ống ly tâm 2. Sau đó lại thêm 10 ml dung dịch đệm McILvaine – EDTA (5.2.2) vào ống ly tâm 1, lắc và ly tâm như trên và gạn tiếp phần dịch trong phía trên ống ly tâm 1 vào ống ly tâm 2. 


7.1.3. Ly tâm ống ly tâm 2 trong 20 phút ở tốc độ 3000 vòng/phút. Sau đó lọc bằng chân không qua giấy lọc trên phễu Buchner vào bình tam giác 125 ml. Tráng rửa ống ly tâm và phễu lọc 2 lần, mỗi lần bằng 2 ml dung dịch đệm McILvaine – EDTA (5.2.2).


7.2. Chuẩn bị mẫu trắng


Mẫu trắng là mẫu thức ăn chăn nuôi được xác định là không có kháng sinh nhóm tetracyclin. Mẫu trắng được chuẩn bị tương tự như mẫu thử theo 7.1.


7.3. Chuẩn bị mẫu để xác định độ thu hồi 


Mẫu này được bổ sung một lượng kháng sinh xấp xỉ dung dịch chuẩn gốc. Ví dụ, chuẩn bị dịch mẫu thu hồi có hàm lượng kháng sinh là 1 mg/kg: dùng pipet hút 200 (l dung dịch chuẩn làm việc 25 àg/ml (5.2.5.3) cho vào 5 gam mẫu trắng (7.2) và tiếp tục quá trình chiết mẫu tương tự như đối với mẫu thử (7.1).


7.4. Làm sạch


7.4.1. Nối cột SPE - C18 với đầu ra của một syranh thuỷ tinh dung tích 100 ml, rửa cột bằng 20 ml metanol, sau đó bằng 20 ml nước cất, loại bỏ dịch qua cột.


7.4.2. Lần lượt cho các dịch chiết trong ống ly tâm thu được từ 7.1.3, 7.2 và 7.3 qua syranh vào cột SPE - C18 đã được chuẩn bị ở trên, dùng bơm hút chân không và điều chỉnh tốc độ chảy không quá 2ml/phút. Tráng ống li tâm bằng 10 ml dung dịch đệm McILvaine - EDTA (5.2.2) và chuyển hết vào cột SPE – C18, không để cột bị khô trong giai đoạn này, rửa cột bằng 20 ml nước cất và tiếp tục hút chân không để làm khô cột thêm 2 phút.


7.4.3. Rửa giải các kháng sinh trong cột SPE - C18 bằng cách cho 6 ml dung dịch axit oxalic trong methanol (5.2.3) chảy qua cột với tốc độ 1,5 ml/phút. Thu dịch qua khỏi cột vào bình định mức 10 ml. Sau khi dịch rửa giải chảy hết, tiếp tục hút chân không thêm khoảng 10 giây để đảm bảo thu hết được dịch rửa giải. Định mức dịch thu được đến vạch bằng nước cất, lắc đều, sau đó lọc qua màng lọc 0,45 àm vào lọ nhỏ chuyên dụng cho HPLC (4.19) để phân tích trên hệ thống  sắc kí. 


7.5. Tiến hành trên HPLC


7.5.1. Điều kiện chạy máy


Tốc độ dòng
 


1 ml/phút


Nhiệt độ cột



nhiệt độ phòng


Detector



detector UV bước sóng 350 nm


Thể tích bơm mẫu 


50 (l

7.5.2. Tiến hành


7.5.2.1. Nên sử dụng bảo vệ cột, việc sử dụng bảo vệ cột không có bất cứ ảnh hưởng nào đến kết quả phân tích. 


7.5.2.2. Cân bằng hệ thống sắc ký bằng pha động 30 phút trước khi bơm mẫu.


7.5.2.3. Quy trình bơm mẫu theo thứ tự như sau:


- Dịch mẫu trắng


- Dung dịch chuẩn làm việc


- Dịch mẫu thu hồi 


- Dịch mẫu thử


- Dung dịch chuẩn làm việc


Chú ý: Cần bơm các dịch chuẩn trước và sau mỗi đợt phân tích, không nên để quá 20 lần bơm mẫu cho mỗi đợt phân tích. Nếu quá 20 lần thì phải bơm các dung dịch chuẩn thêm lần nữa vào khoảng giữa đợt bơm mẫu.


7.5.2.4. Xác định diện tích (hoặc chiều cao) pic đối với các dung dịch chuẩn và dung dịch mẫu thử tương ứng


7.5.2.5. Sau khi chạy máy phải làm sạch hệ thống HPLC bằng hỗn hợp gồm nước cất : axetonnitril : methanol theo tỷ lệ thể tích 7 : 2 : 1 trong 30 phút.


8. Tính toán kết quả


8.1. Đường chuẩn


8.1.1. Phải đảm bảo rằng các diện tích pic của mẫu thử đều nằm trong phạm vi của đường chuẩn. Nếu mẫu thử nào có diện tích pic vượt quá diện tích của đường chuẩn ở nồng độ cao nhất thì sẽ bị loại và phải tiến hành thử lại với sự pha loãng.


8.1.2. Xây dựng đường chuẩn biểu thị mối quan hệ giữa diện tích pic thu được của dung dịch chuẩn với nồng độ của từng loại theo quan hệ tuyến tính bậc 1:


y = ax + b


Trong đó: 
y là diện tích pic (hoặc chiều cao của pic).




x là nồng độ của kháng sinh.




a là hệ số góc.




b là hằng số.


8.2. Tính toán


8.2.1. Hàm lượng các kháng sinh có trong mẫu thử được tính toán dựa vào đường chuẩn hồi qui tuyến tính (8.1.2) theo công thức sau:
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Trong đó: 
X là hàm lượng kháng sinh có trong mẫu thử, tính bằng mg/kg.




Y là hiệu số giữa diện tích pic của dịch chiết mẫu thử và diện tích pic của mẫu trắng.




a, b là các thông số của đường chuẩn y = ax + b




V là thể tích dịch chiết thu được sau khi làm sạch (7.4.3), tính bằng ml




m là khối lượng mẫu thử, tính bằng gam.


8.2.2. Kết quả cuối cùng là giá trung bình của hai lần phân tích nhắc lại. Trong quá trình tính toán luôn phải lấy hai số sau dấu phẩy. Giá trị trung bình được làm tròn đến một chữ số thập phân.


8.2.3. Xác định độ thu hồi (R) theo công thức sau:
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Trong đó: 



C1 là hàm lượng tetracyline xác định được theo quy trình phân tích (tính bằng 


mg/kg).


C là hàm lượng tetracyline được nạp thêm vào mẫu (1,25 mg/kg).


Độ thu hồi được xác định cho mỗi lần chạy mẫu ít nhất phải đạt 80%.


9. Báo cáo thử nghiệm


 Báo cáo kết quả phải bao gồm ít nhất các thông tin dưới đây:


- Mọi thông tin cần thiết để nhận biết mẫu thử.


- Viện dẫn của tiêu chuẩn này hoặc phương pháp thử.


- Kết quả và đơn vị biểu thị kết quả.


- Ngày tháng lấy mẫu và kiểu loại lấy mẫu (nếu có).


- Ngày tháng thử nghiệm.


- Các điểm đặc biệt quan sát được trong quá trình thử nghiệm.


- Mọi thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, hoặc được coi là tuỳ chọn, cùng với các chi tiết của sự cố bất kỳ mà có thể ảnh hưởng đến kết quả.
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1. Phạm vi và đối tượng áp dụng


Máu của động vật sau khi giết mổ được làm khô và nghiền thành bột, bột máu chỉ dùng làm nguyên liệu phối chế trong khẩu phần ăn của gia súc, gia cầm và động vật dưới nước.


Quy trình này áp dụng cho các cơ sở chế biến bột máu làm thức ăn chăn nuôi trong toàn quốc.


2. Sơ đồ chế biến bột máu









































3. Thuyết minh các bước trong sơ đồ


3.1. Thu gom máu nguyên liệu

Máu dùng làm nguyên liệu thức ăn chăn nuôi được thu gom ngay từ cơ sở giết mổ. Không được bổ sung muối và nước.


Máu thu gom được làm lạnh (nếu có điều kiện) và đưa đến cơ sở chế biến càng nhanh càng tốt, và chậm nhất trong ngày giết mổ.

3.2. Xử lý máu nguyên liệu ban đầu

3.2.1. Xử lý bằng luộc chín

Cho nước vào máu với tỷ lệ 1:1 theo thể tích. Máu đông phải được làm tan trước khi luộc và liên tục khuấy đến khi máu trở thành dạng sệt đen. Máu được đun sôi tối thiểu 30-35 phút. 


Phần nước có thể tiếp tục cho vào máu của mẻ luộc sau đó, hoặc trộn với thức ăn chăn nuôi. Tách cục máu chín ra khỏi nước. Tách bớt nước ra khỏi tảng máu bằng cách ép hoặc treo cho đến khi độ ẩm còn khoảng 40%. Sản phẩm này cần được sấy ngay. Nước ép có thể trộn với nguyên liệu làm thức ăn chăn nuôi.


3.2.2. Xử lý bằng vôi hoặc các chất hút nước khác

Máu sau khi thu gom được trộn với 1,5% vôi bột hoặc 3% vôi tôi. Máu xử lý vôi có dạng sệt, mầu sẫm, và có thể bảo quản  một tuần sau đó sấy khô.


Máu có thể trộn với bột ngũ cốc, bột bã dứa, bã sắn, bột chất chứa dạ cỏ và sau đó sấy khô.


3.3. Làm khô máu đã xử lý


Máu luộc chín đã ép nước, máu xử lý vôi vôi hoặc các chất phụ gia khác được sấy bằng lò sấy hoặc máy sấy thông dụng ở nhiệt độ 70-90oC trong 8 giờ để có sản phẩm bột máu chứa dưới 10% độ ẩm.


3.4. Nghiền máu khô thành bột


Máu đã được xử lý khô được nghiền thành bột bằng máy nghiền búa thông thường với mắt sàng 2mm.


3.5. Kiểm tra chất lượng


Các sản phẩm máu phải đảm bảo vệ sinh an toàn thực phẩm theo quy định hiện hành.


3.6. Đóng gói, ghi nhãn, bảo quản


3.6.1. Đóng gói 


Bột máu được đóng gói trong bao PE, PP hoặc giấy dày.


6.2. Ghi nhãn: Ghi nhãn phải đúng với các qui định hiện hành.


Trên bao bì ghi những nội dung sau:


- Tên sản phẩm, ghi rõ loại bột máu.


- Khối lượng tịnh.


- Các chỉ tiêu chất lượng chủ yếu và hàm lượng.


- Tên và địa chỉ cơ sở sản xuất kinh doanh.


- Ngày sản xuất và thời hạn sử dụng.


3.6.3. Bảo quản: Bột máu được bảo quản trong kho khô sạch, để nơi cao ráo, thoáng mát, không có chất độc hại và không mang mầm bệnh.


3.6.4. Vận chuyển: Phương tiện vận chuyển bột máu phải khô, sạch, không có mùi lạ và đảm bảo yêu cầu vệ sinh Thú y.


THU GOM MÁU NGUYÊN LIỆU
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