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Предисловие
Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации (ЕАСС) представляет собой региональное объединение национальных органов по стандартизации государств, входящих в Содружество Независимых Государств. В дальнейшем возможно вступление в ЕАСС национальных органов по стандартизации других государств.
Цели, основные принципы и основной порядок проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, применения, обновления и отмены».
[bookmark: _Toc514315071]Сведения о стандарте
1 РАЗРАБОТАН Федеральным государственным бюджетным учреждением «Российский институт стандартизации» (ФГБУ «Институт стандартизации») совместно с Обществом с ограниченной ответственностью «Арника» (ООО «Арника»)

2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии
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4 ВЗАМЕН ГОСТ 18663–78

Информация о введении в действие (прекращении действия) настоящего стандарта и изменений к нему на территории указанных выше государств публикуется в указателях национальных стандартов, издаваемых в этих государствах, а также в сети Интернет на сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации.
В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая информация будет опубликована на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты»
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МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ
	Биотехнология 
ВИТАМИН В12 КОРМОВОЙ
Технические условия
Biotechnology. Vitamin B12 feed grade. Technical specifications


                                              Дата введения – 

1 [bookmark: _Toc463522151][bookmark: _Toc70588289][bookmark: _Toc100917598][bookmark: _Toc209014372][bookmark: _Toc239687612]Область применения
Настоящий стандарт распространяется на кормовой витамин В12 (цианокобаламин), получаемый микробиологическим синтезом (ферментацией) и предназначенный для витаминизации кормов и кормовых добавок для  сельскохозяйственных животных, птицы и рыбы.
[bookmark: _Toc463522152][bookmark: _Toc70588290][bookmark: _Toc100917599][bookmark: _Toc209014373][bookmark: _Toc239687613]2	Нормативные ссылки
[bookmark: _Toc463522153][bookmark: _Toc70588291][bookmark: _Toc100917600]В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты:
ГОСТ OIML R 76-1 Государственная система обеспечения единства измерений (ГСИ). Весы неавтоматического действия. Часть 1. Метрологические и технические требования. Испытания
ГОСТ ISO 7218 Микробиология пищевых продуктов и кормов для животных. Общие требования и рекомендации по микробиологическим исследованиям
ГОСТ ISO/TS 17728 Микробиология пищевой цепи. Методы отбора проб пищевой продукции и кормов для микробиологического анализа
ГОСТ 34100.3-2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008 Неопределенность измерения. Часть 3. Руководство по выражению неопределенности измерения
ГОСТ 12.1.004 система стандартов безопасности труда (ССБТ). Пожарная безопасность. Общие требования
ГОСТ 12.1.005 Система стандартов безопасности труда. Общие санитарно-гигиенические требования к воздуху рабочей зоны
ГОСТ 12.1.007 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Вредные вещества. Классификация и общие требования безопасности
ГОСТ 12.1.008 Система стандартов безопасности труда. Биологическая безопасность. Общие требования
ГОСТ 12.1.018 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Пожаровзрывобезопасность статического электричества. Общие требования
ГОСТ 12.1.019 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Электробезопасность. Общие требования и номенклатура видов защиты
ГОСТ 12.2.003 Система стандартов безопасности труда. Оборудование производственное. Общие требования безопасности
ГОСТ 12.2.007.0 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Изделия электротехнические. Общие требования безопасности
ГОСТ 12.3.002 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Процессы производственные. Общие требования безопасности
ГОСТ 12.4.009 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Пожарная техника для защиты объектов. Основные виды. Размещение и обслуживание
ГОСТ 12.4.011 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Средства защиты работающих. Общие требования и классификация
ГОСТ 12.4.021 Система стандартов безопасности труда (ССБТ). Системы вентиляционные. Общие требования
ГОСТ 1770 (ИСО 1042-83, ИСО 4788-80) Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия
ГОСТ 2226 Мешки из бумаги и комбинированных материалов. Общие технические условия
ГОСТ 2493 Реактивы. Калий фосфорнокислый двузамещенный 3-водный. Технические условия
ГОСТ 30823 Корма, комбикорма и кормовые добавки. Определение элементного состава атомно-эмиссионным методом
ГОСТ 3118 Реактивы. Кислота соляная. Технические условия
ГОСТ 3769 Аммоний сернокислый. Технические условия
ГОСТ 3118 Реактивы. Кислота соляная. Технические условия
ГОСТ 3769 Реактивы. Аммоний сернокислый. Технические условия
ГОСТ 4148 Реактивы. Железо (II) сернокислое 7-водное. Технические условия
ГОСТ 4197 Реактивы. Натрий азотисто-кислый. Технические условия
ГОСТ 4198 Реактивы. Калий фосфорнокислый однозамещенный. Технические условия
ГОСТ 4233 Реактивы. Натрий хлористый. Технические условия
ГОСТ 4328 Реактивы. Натрия гидроокись. Технические условия
ГОСТ 4403 Ткани для сит из шелковых и синтетических нитей. Общие технические условия
ГОСТ 4523 Реактивы. Магний сернокислый 7-водный. Технические условия
ГОСТ 5789 Реактивы. Толуол. Технические условия
ГОСТ 6038 Реактивы. D-глюкоза. Технические условия
ГОСТ 6217 Уголь активный древесный дробленый. Технические условия
ГОСТ 6259 Реактивы. Глицерин. Технические условия
ГОСТ 6691 Реактивы. Карбамид. Технические условия
ГОСТ 6709 Вода дистиллированная. Технические условия
ГОСТ 8465 Калий цианистый технический. Технические условия
ГОСТ 9147 Посуда и оборудование лабораторные фарфоровые. Технические условия
ГОСТ 10354 Пленка полиэтиленовая. Технические условия
ГОСТ 12026 Бумага фильтровальная лабораторная. Технические условия
ГОСТ 13496.0 Комбикорма, комбикормовое сырье. Методы отбора проб
ГОСТ 13496.3 (ИСО 6496–83) Комбикорма, комбикормовое сырье. Методы определения влаги
ГОСТ 13496.13 Комбикорма. Методы определения запаха, зараженности вредителями хлебных запасов
ГОСТ 14192 Маркировка грузов
ГОСТ 14919 Электроплиты, электроплитки и жарочные электрошкафы бытовые. Общие технические условия
ГОСТ 15846 Продукция, отправляемая в районы Крайнего Севера и приравненные к ним местности. Упаковка, маркировка, транспортирование и хранение
ГОСТ 16280 Агар пищевой. Технические условия
ГОСТ 17206 Агар микробиологический. Технические условия
ГОСТ 17626 Казеин технический. Технические условия
ГОСТ 20730 Питательные среды. Бульон мясопептонный (для ветеринарных целей). Технические условия
ГОСТ 24104 Весы лабораторные. Общие технические требования
ГОСТ 21650 Средства скрепления тарно-штучных грузов в транспортных пакетах. Общие требования
ГОСТ 22280 Реактивы. Натрий лимоннокислый 5,5-водный. Технические условия
ГОСТ 22477 Средства крепления транспортных пакетов в крытых вагонах. Общие технические требования
ГОСТ 22967 Шприцы медицинские инъекционные многократного применения. Общие технические требования и методы испытаний
ГОСТ 23462 Продукция комбикормовой промышленности. Правила приемки,. упаковка, маркировка, транспортирование и хранение
ГОСТ 24297 Верификация закупленной продукции. Организация проведения и методы контроля
ГОСТ 24597 Пакеты тарно-штучных грузов. Основные параметры и размеры
ГОСТ 25336 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры
ГОСТ 26663 Пакеты транспортные. Формирование с применением средств пакетирования. Общие технические требования
ГОСТ 29227 Посуда лабораторная стеклянная. Пипетки градуированные. Часть 1. Общие требования
ГОСТ 26929 Сырье и продукты пищевые. Подготовка проб. Минерализация для определения содержания токсичных элементов
ГОСТ 30692 Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Атомно-абсорбционный метод определения содержания меди, свинца, цинка и кадмия
ГОСТ 31650 Средства лекарственные для животных, корма, кормовые добавки. Определение массовой доли ртути методом атомно-абсорбционной спектрометрии
ГОСТ 31929 Средства лекарственные для ветеринарного применения. Правила приемки, методы отбор проб
ГОСТ 32901 Молоко и молочная продукция. Методы микробиологического анализа
ГОСТ 33757 Поддоны плоские деревянные. Технические условия
ГОСТ 34141 Продукты пищевые, корма, продовольственное сырье. Определение мышьяка, кадмия, ртути и свинца методом масс-спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой.
ГОСТ 34258 Средства лекарственные для ветеринарного применения, кормовые добавки. Метод определения содержания водорастворимых витаминов с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии со спектрофотометрическим детектированием
ГОСТ 34361 Продукты пищевые, продовольственное сырье, корма для животных. Определение содержания кадмия, свинца, мышьяка, ртути, хрома атомно-абсорбционным методом с электротермической атомизацией.
Примечание – при пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие ссылочных стандартов на официальном интренет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации (www.easc.by) или по указателям национальных стандартов, издаваемым в государствах, указанных в предисловии, или на официальных сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации. Если на документ дана недатированная ссылка, то следует использовать документ, действующий на текущий момент, с учетом всех внесенных в него изменений. Если заменен ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, то следует использовать указанную версию этого документа. Если после принятия настоящего стандарта в ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, внесено изменение, затрагивающее положение, на которое дана ссылка, то это положение применяется без учета данного изменения. Если ссылочный документ отменен без замены, то положение, в котором дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.
[bookmark: _Toc209014374][bookmark: _Toc239687614]3 Технические требования 
[bookmark: _Toc239687615][bookmark: _Toc115355451][bookmark: _Toc100562359][bookmark: _Toc100562398]3.1 Общие положения
3.1.1 Кормовой витамин В12 производят в виде сырья, концентратов, премиксов, кормовых добавок. 
Кормовой витамин В12 производят в форме порошков с содержанием цианокобаламина 0,1%, 0,5%, 1,0%, 5,0%.
3.1.2 При производстве кормового витамина В12 используют оборудование и технологические приемы, которые обеспечивают получение заданной формы и ее стабильность в течение установленного срока годности при хранении, транспортировании и кратковременной термической обработке при получении комбикормов.
3.1.3 Кормовой витамин В12 должен изготовляться в соответствии с требованиями настоящего стандарта по технологическому регламенту (технологической инструкции, стандарту организации) с соблюдением требований ГОСТ 12.1.005, ГОСТ 12.1.008 и ГОСТ 12.2.003. 
[bookmark: _Toc239687616]3.2 Основные показатели и характеристики
3.2.1 Витамин В12 (цианокобаламин)
Химическое название
альфа-(5,6-диметилбензимидазолил)-цианокобамид
Эмпирическая формула C₆₃H₈₈CoN₁₄O₁₄P, молекулярная масса 1355.38 г/моль
3.2.2 По органолептическим, физико-химическим и микробиологическим показателям кормовой витамин В12 должен соответствовать требованиям и нормам, указанным в таблице 1.
Таблица 1 
	Наименование показателя
	Норма

	Внешний вид и свойства, запах
	Однородный сыпучий порошок от светло-красного до коричневого цвета, без постороннего запаха

	Массовая доля влаги, %, не более
	8,0

	Массовая концентрация витамина В12,, %
	0,1 – 5,0 

	Гранулометрический состав, 
	не менее 90,0% должно проходить через сито из шелковой ткани № 27

	Микробиологические показатели

	КМАФАнМ, не более КОЕ/г
	5х103

	Наличие жизнеспособных форм штаммов-продуцентов и остаточного количества ДНК генетически модифицированных микроорганизмов и микроорганизмов, имеющих генетически модифицированные аналоги в 1,0 г.
	не допускается

	Наличие патогенных микроорганизмов, в том числе;
	

	Бактерии рода Proteus 
в 1,0 г
	не допускается

	Бактерии рода Enterococcus в 1,0 г
	не допускается

	Бактерии рода Clostridium в 1,0 г
	не допускается

	Бактерии рода Salmonella в 25,0 г
	не допускается


[bookmark: _Toc209014375]
3.2.3 По показателям безопасности кормовой витамин В12 должен соответствовать требованиям нормативных правовых актов, действующих на территории государства, принявшего настоящий стандарт.
3.2.4 Кормовой витамин В12 контролируют на наличие жизнеспособных клеток микроорганизмов других таксономических групп по нормативным документам.
3.2.5 Для витамина В12, полученного с использованием мутантных и/или генетически модифицированных штаммов микроорганизмов или грибов в соответствии с нормативными и законодательными требованиями, могут быть потребованы дополнительные данные о наличии изменений в их молекулярной структуре. 
3.2.6 В случае использования мутантных и/или генетически-модифицированных штаммов, кроме документов на витамин В12 предоставляют сведения о штамме-продуценте, включающие данные:
- о таксономической принадлежности штамма, установленной до уровня рода (вида, штамма) по фенотипическим и генотипическим свойствам, подтвержденной с использованием воспроизводимых молекулярно-генетических методов, и об источнике выделения штамма или штамма, полученного с использованием синтетических генов;
- об индивидуальном номере (коде) штамма-продуцента, присвоенном изготовителем;
- о депонировании в официальных коллекциях микробных культур национального или международного уровня (на условиях контрольного хранения);
- об отсутствии патогенности, токсигенности, антибиотикорезистентности, аллергенных свойств у штаммов-продуцентов (при наличии);
- о виде целевого использования штамма-продуцента и характеристике основного метаболита – ингредиента (компонента);
- для мутантных микроорганизмов (в случае получения дополнительной мутации) – сведения о характере мутации, безопасности и стабильности генотипических и фенотипических характеристик;
- для генетически модифицированных микроорганизмов: описание генетической модификации ДНК (сведения о трансформационном событии), нуклеотидной последовательности встроенного (сконструированного) локуса ДНК в виде однобуквенных кодов по номенклатуре IUPAC; сведения о его регуляторных элементах (при наличии), цели модификации; сведения о происхождении штамма-реципиента и штамма-донора, их таксономическом положении на уровне рода (вида, штамма) и описание их свойств; данные о векторных последовательностях, использовании транспозонов при конструировании ГММ-продуцентов, средствах доставки целевого гена в клетки реципиента, селективных маркерах ГММ-штаммов, стабильности генотипических и фенотипических характеристик; сведения о профиле внехромосомных элементов (плазмид, транспозонов, бактериофагов и др.) штаммов-продуцентов (при наличии внехромосомных элементов функциональную роль последних необходимо охарактеризовать, и должна быть доказана их неспособность к генному трансферу); сведения о стабильности технологических характеристик.
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3.3.1 Для производства кормового витамина B12 методом микробиологического синтеза используют штаммы бактерий (родов Propionibacterium spp., Pseudomonas spp. и др.) и архей (родов Methanosarcina, Methanococcus и др.) способные продуцировать витамин B12 на различных питательных средах, состав которых регламентируется в технологическом регламенте (технологической инструкции, стандарте организации и др.) изготовителя.
Допускается использованием иных штаммов бактерий- или грибов-продуцентов с доказанной безопасностью.
Штаммы бактерий- или грибов-продуцентов должны быть хорошо изучены, безопасны, обладать высокой способностью продуцировать цианокобаламин на различных производственных питательных средах, состав которых регламентируется в технологическом регламенте (технологической инструкции, стандарте производителя и др.) и соответствовать требованиям, установленных в нормативных правовых актах, действующих на территории государства, принявшего стандарт. 
3.3.2 При производстве кормового витамина В12 могут использоваться вспомогательные вещества: наполнители, такие как карбонат кальция, кукурузный крахмал и другие. 
Применяемое сырье и материалы должны быть указаны в технологическом регламенте производства (технологической инструкции, стандарте производителя и др.) и соответствовать требованиям, установленных в нормативных правовых актах, действующих на территории государства, принявшего стандарт.
Перед использованием сырье и материалы должны пройти входной контроль по ГОСТ 24297 в соответствии с порядком, установленным производителем.
3.4 Маркировка
При маркировке кормового витамина В12 должны быть соблюдены требования, установленные в нормативных правовых актах, действующих на территории государства, принявшего стандарт.
3.4.1 Транспортная маркировка должна содержать манипуляционные знаки, основные, дополнительные и информационные надписи по ГОСТ 14192.
3.4.2 Допускается наносить дополнительные сведения информационного характера, относящиеся к данному продукту.
3.4.3 Маркировку кормового витамина В12 проводят путем нанесения информации на упаковку или на этикетку, прикрепляемую к упаковке. Способ и место нанесения маркировки выбирает производитель. 
3.4.4 При отгрузке кормового витамина В12 в мягких контейнерах этикетку помещают внутрь влагонепроницаемого пакета или вкладывают в карман контейнера.
3.4.5 Маркировка кормового витамина В12, отправляемого в районы Крайнего Севера и приравненные к ним местности, должна соответствовать требованиям ГОСТ 15846.
3.4.6 Маркировка оформляется на государственном языке страны-потребителя и может быть полностью или частично продублирована на иностранных языках.
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3.5.1 Упаковка и упаковочные материалы, используемые для упаковывания кормового витамина В12, должны соответствовать требованиям безопасности  по [1].
3.5.2 Для кормового витамина В12 используют виды упаковки, указанные в нормативной документации производителя.
3.5.3 Упаковка должна быть изготовлена из материалов, использование которых в контакте с кормовым витамином В12 обеспечивает сохранность его качества и безопасность в течение всего срока хранения.
3.5.4 Упаковка должна быть крепкой, целой, чистой, сухой, без постороннего запаха.
3.5.5 Количество кормового витамина В12 в одной упаковочной единице должно соответствовать номинальным значениям по массе/объему, указанным в нормативной документации производителя.
Предел допускаемого отрицательного отклонения массы/объема от номинального количества, указанного в нормативной документации производителя для одной упаковочной единицы, должен соответствовать требованиям ГОСТ 8.579.
Отклонения по массе устанавливает изготовитель в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего настоящий стандарт. 
3.5.6 Упаковку закрывают (зашивают, запаивают, скрепляют) способом, обеспечивающим сохранность упаковки и кормового витамина В12 в течение всего срока хранения при соблюдении условий транспортирования и хранения.
3.5.7 Упаковочные единицы при транспортировании допускается объединять в транспортные пакеты. Упакованная продукция сопровождается инструкцией пр применению.
3.5.8 Все упаковочные единицы должны быть маркированы путем нанесения на них следующей информации:
- наименование и адрес производителя (юридический адрес, включая страну) и адреса производства (при несовпадении с адресом изготовителя);
- товарный знак изготовителя (при наличии);
- обозначение настоящего стандарт;
- наименование витамина;
- массовая доля витамина В12;
- номер партии;
- дата изготовления (число, месяц, год);
- срок годности;
- условия хранения;
- масса нетто. 
3.5.9 Упаковка кормового витамина В12, отправляемого в районы Крайнего Севера и приравненные к ним местности, должна соответствовать требованиям ГОСТ 15846.
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4.1 Кормовой витамин В12 по степени воздействия на организм относят к высоко опасным веществам, ко второму классу опасности по ГОСТ 12.1.007. 
Предельно допустимая концентрация его в воздухе рабочей зоны не должна превышать 1,0 мг/м3. 
Персонал при производстве, отборе проб и испытаниях должен соблюдать правила личной гигиены и использовать средства индивидуальной защиты.
4.2 Для предупреждения опасного и вредного воздействия на человека и окружающую среду при производстве кормового витамина В12 следует соблюдать требования биологической безопасности по ГОСТ 12.1.008 и нормативным правовым актам, действующих на территории государства, принявшего стандарт (микроорганизмы III и IV групп патогенности).
4.3 Производственные процессы должны соответствовать требованиям ГОСТ 12.3.002, средства защиты работающих — ГОСТ 12.4.011.
4.4 Помещения, в которых проводятся работы по производству, фасовке и хранению кормового витамина В12, должны быть оснащены вентиляционными системами по ГОСТ 12.4.021, соответствовать требованиям пожаробезопасности по ГОСТ 12.1.004, электробезопасности по ГОСТ 12.1.019, ГОСТ 12.2.007.0, иметь средства пожаротушения по ГОСТ 12.4.009.
4.5 Производственное оборудование должно соответствовать требованиям безопасности по ГОСТ 12.2.003. 
4.6 Утилизация после истечения срока годности и партий, не выдержавших испытание, не требует специальных мер безопасности.
Партии, которые не соответствуют требованиям общей токсичности, содержанию патогенной микрофлоры и токсичных элементов, а также партии с истекшим сроком годности должны быть утилизированы любым из доступных способов, как отход IV класса опасности. 
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5.1 Кормовой витамин В12 принимают партиями только в упакованном виде. Партией считают любое количество однородного по органолептическим, физико-химическим и биологическим показателям кормового витамина В12, изготовленного при одних и тех же условиях технологического процесса, фасованное и упакованное в однородную тару и оформленное одним документом о качестве.
5.2 В документе о качестве должны быть указаны:
- наименование предприятия-изготовителя и его товарный знак (при его наличии);
- наименование кормовой добавки;
- номер партии;
- масса нетто партии;
- дата изготовления кормовой добавки;
- срок годности;
- номер документа о качестве;
- дата выдачи документа о качестве;
- количество мест в партии;
- результаты анализа;
- обозначение настоящего стандарта.
5.3 Для проверки качества кормового витамина В12 от каждой партии до 100 единиц продукции делают выборку в количестве 10%, но не менее четырех упаковочных единиц. Если в партии более 100 единиц продукции, отбирают 5% упаковочных единиц. Выборку составляют из единиц продукции, отобранных из разных мест партии.
5.4 При неудовлетворительных результатах испытаний хотя бы по одному из показателей по нему проводят повторные испытания на удвоенном количестве выборки, взятой от той же партии кормового витамина В12.
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6.1. Отбор проб – по ГОСТ 13496.0. Масса объединенной пробы должна быть не менее 300 г. 
Допускается проводить отбор проб по другим нормативным правовым актам, с учетом их области применения, действующим на территории государства, принявшего настоящий стандарт. 
6.2 Подготовка проб:
- для определения токсичных элементов – по ГОСТ 26929;
- для микробиологических испытаний – по ГОСТ 26669, ГОСТ ISO 7218, ГОСТ ISO/TS 17728, ГОСТ 31929, ГОСТ 13496.0.
6.3 Определение внешнего вида, цвета и запаха проводят при естественном освещении органолептически: 50,0 г кормового витамина В12 помещают на гладкую чистую поверхность листа белой бумаги перемешивают, разравнивают тонким слоем и визуально определяют внешний вид и цвет при рассеянном дневном освещении.
6.4 Определение запаха проводят по ГОСТ 13496.13.
6.5 Определение массовой доли влаги кормового витамина В12 проводят по ГОСТ 13496.3.
6.6 Определение массовой доли цианокобаламина проводят методом высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) по ГОСТ 34258 или микробиологическим методом по п. 6.11.
6.7 Определение содержания токсичных элементов
6.7.1 Ртути – по ГОСТ 31650, ГОСТ 34141.
6.7.2 Кадмия – по ГОСТ 30692, ГОСТ 34141.
6.7.3 Свинца – по ГОСТ 30692, ГОСТ 34141.
6.7.4 Мышьяка – по ГОСТ 30823, ГОСТ 34141.
6.8 Количество мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов (КМАФАнМА) определяют в соответствии с нормативными документами государства, принявшего стандарт. 
6.9 Определение наличия патогенных микроорганизмов
6.9.1 Бактерии кишечной палочки – по ГОСТ 32011, ГОСТ 31708.
6.9.2 Патогенные микроорганизмы (сальмонеллы) – в соответствии с нормативными документами государства, принявшего стандарт 
6.9.3 Токсинообразующие анаэробы Clostridium – по ГОСТ 31744, 10444.7.
6.9.4 Бактерии рода Proteus – в соответствии с нормативными документами государства, принявшего стандарт.
6.10 Содержание остаточного количества ДНК генетически модифицированных микроорганизмов и микроорганизмов, имеющих генетически модифицированные аналоги, осуществляют в соответствии с нормативными документами государства, принявшего стандарт.
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Метод основан на способности культуры Е. coli штамм 113-3 расти только в присутствии витамина В12.
6.11.1 Требования безопасности
При выполнении измерений необходимо соблюдать правила техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.007, требования электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019, требования пожаровзрывобезопасности по ГОСТ 12.1.018, а также требования, изложенные в технической документации на применяемые средства измерений и вспомогательное оборудование.
6.11.2 Требования к квалификации оператора
К выполнению измерений и обработке результатов допускается специалист, имеющий опыт работы в химической лаборатории, освоивший метод и прошедший инструктаж по технике безопасности при работе с вредными веществами и пожарной безопасности.
6.11.2 Средства измерений, вспомогательное оборудование, посуда, материалы и реактивы:
- весы неавтоматического действия по ГОСТ OIML R 76-1 специального (I) класса точности с пределами допускаемой абсолютной погрешности однократного взвешивания не более ±0,2 мг;
- весы неавтоматического действия по ГОСТ OIML R 76-1 специального (I) класса точности с пределами допускаемой абсолютной погрешности однократного взвешивания не более ±0,001 г;
- холодильник стеклянный лабораторный по ГОСТ 25336;
- плитка электрическая закрытого типа, обеспечивающая нагрев в диапазоне температуры от 120°С до 200°С по ГОСТ 14919;
- термостат, поддерживающий температуру (37±1)0С;
- аппарат для сухой стерилизации (стерилизационный сушильный шкаф) или влажной стерилизации (автоклав) с регулирующими устройствами для поддержания заданной температуры с допустимой погрешностью не более ±1 °С;
- pH-метр любого типа с пределом допускаемой погрешности в эксплуатации ±0,1 ед. pH; 
- баня водяная, поддерживающая заданную температуру от 44 °С до 47 °С с погрешностью ±0,5 °С.;
- спектрофотометр или фотоэлектроколориметр со светофильтром, обеспечивающий измерение при длине волны (361±2) нм, укомплектованный стеклянными кюветами с толщиной поглощающего свет слоя 10 мм или нефелометр;
- бумага фильтровальная лабораторная по ГОСТ 12026;
- колбы мерные по ГОСТ 1770 вместимостью 50, 100 и 1000 см3, 500 и 250 см3;
- колбы стеклянные лабораторные по ГОСТ 25336 вместимостью 100 см3;
- пробирки биологические длиной не менее 180 мм по ГОСТ 25336;
- пипетки вместимостью 2-5 см3 и 10 см3 по ГОСТ 29227;
- петля микробиологическая;
- воронка Бюхнера по ГОСТ 9147;
- воронка стеклянную по ГОСТ 25336;
- калий фосфорнокислый двузамещенный по ГОСТ 2493;
- железо сернокислое закисное по ГОСТ 4148;
- магний сернокислый по ГОСТ 4523;
- глицерин по ГОСТ 6259;
- агар микробиологический по ГОСТ 17206 или агар пищевой по ГОСТ 16280;
- вода дистиллированная по ГОСТ 6709;
- вода бидистиллированная или вода 2-й степени очистки;
- L-аспарагин, массовая доля основного вещества не менее 98,0%;
- цианокобаламин (витамин В12) с массовой долей не менее 98,9% в пересчете на сухое вещество или раствор цианокобаламина для инъекций по документам государства, принявшего стандарт;
- кислота соляная по ГОСТ 3118, 1 н., 20%-ный раствор;
- натрия гидрат окиси (натр едкий) по ГОСТ 4328, 0,2; 0,5 и 1,5 н. растворы;
- казеин технический по ГОСТ 17626 или гидролизат казеина;
- уголь активированный марки «Бау» по ГОСТ 6217;
- толуол по ГОСТ 5789;
- калий фосфорнокислый однозамещенный по ГОСТ 4198;
- натрий лимоннокислый трехзамещенный по ГОСТ 22280;
- аммоний сернокислый по ГОСТ 3769;
- глюкоза по ГОСТ 6038;
- натрий хлористый по ГОСТ 4233;
- натрий азотнокислый по ГОСТ 4197 или калий цианистый технический по ГОСТ 8465;
- DL – метионин, массовая доля основного вещества не менее 98,0%.
Допускается применение других средств измерений с метрологическими характеристиками, вспомогательного оборудования и посуды с техническими характеристиками, обеспечивающих необходимую точность измерения, не хуже, а также материалов и реактивов по качеству не ниже указанных в настоящем стандарте.
6.11.3 Подготовка к испытанию  
6.10.2.1 Приготовление 10%-ного казеинового кислотного гидролизата:
- 100 г размолотого казеина, взвешенного с погрешностью не более 0,01 г, помещают в колбу вместимостью 1000 см3, добавляют 500 см3 20%-ной соляной кислоты и перемешивают.
К колбе присоединяют обратный холодильник и нагревают в течение 24 ч. Первые 5–8 ч нагревание проводят на водяной бане при температуре 100 °С, а затем на плитке с асбестовой сеткой.
Из полученного гидролизата под вакуумом отгоняют соляную кислоту до получения густого сиропа. Затем добавляют 300 см3 дистиллированной воды и снова отгоняют до получения густого сиропа. Указанную операцию повторяют еще раз.
Оставшуюся массу растворяют в 100 см3 дистиллированной воды, доводят pH до 3,5 5М раствором едкого натра, переносят в мерную колбу вместимостью 1000 см3 и доливают до метки дистиллированной водой.
Добавляют 20 см3 активированного угля и периодически встряхивают в течение 1 ч, затем полученную смесь фильтруют на воронке Бюхнера. Фильтрат еще раз обрабатывают углем до получения бесцветного или слабо-желтого раствора, который разливают в колбы вместимостью до 100 см3 и стерилизуют в автоклаве при 0,1 МПа в течение 20 мин и затем охлаждают. Раствор хранят в холодильнике под слоем толуола.
Допускается использование готового гидролизата казеина.
6.11.3.2 Выращивание чистой культуры Е. coil штамм 113-3
Культуру выращивают в пробирках на агаровых скосах и хранят в холодильнике при температуре 3°С – 5°С.
Состав агаровой среды в расчете на 100 см3:
- казеиновый кислотный 10%-ный гидролизат - 6 см3;
- калий фосфорнокислый двузамещенный - 20 мг;
- железо сернокислое - 0,5 мг;
- магний сернокислый - 20 мг;
- L-аспарагин - 20 мг;
- глицерин - 200 мг;
- агар - 1,5 г;
- витамин В12 - 10 мкг;
- вода дистиллированная - до 100 см3.
В колбу вместимостью 100 см3 наливают дистиллированную воду и последовательно растворяют в ней первые четыре компонента.
L-аспарагин отдельно растворяют в дистиллированной воде с прибавлением нескольких капель 1М соляной кислоты, а затем приливают к раствору в колбе. 1М раствором едкого натра доводят pH раствора до 7,0. Избыток щелочи нейтрализуют 1М раствором соляной кислоты.
К раствору добавляют глицерин, агар и доводят дистиллированной водой до метки. Затем колбу с содержимым подогревают на водяной бане до растворения агара, вносят цианокобаламин (витамин В12) или раствор цианокобаламина для инъекций и смесь тщательно перемешивают. Смесь разливают по 
5 см3 в пробирки и стерилизуют 15 мин под давлением 0,1МПа.
Культуру раз в месяц пересевают на свежую агаровую среду и выдерживают в термостате в течение 24 ч при температуре 37 °С.
6.11.3.3 Приготовление основной среды
Состав среды в расчете на 1000 см3:
- калий фосфорнокислый двузамещенный – 7 г;
- калий фосфорнокислый однозамещенный – 3 г;
- натрий лимоннокислый – 0,5 г;
- магний сернокислый – 0,1 г;
- аммоний сернокислый – 1 г;
- глюкоза - 2 г;
- натрий хлористый – 0,5 г;
- натрий азотистокислый – 0,5 г или калий цианистый - 0,02%-ный раствор – 
5 см3;
- вода дистиллированная – до 1000 см3.
В колбу вместимостью 1000 см3 наливают дистиллированную воду и последовательно растворяют в ней все компоненты. Затем доводят содержимое колбы дистиллированной водой до метки. Конечное значение pH среды устанавливают 6,8 – 7,0.
6.11.3.4 Приготовление посевной культуры
Посевную культуру готовят за сутки до постановки опыта. Для этого пробирки с 10 см3 основной среды и цианокобаламином (витамин В12) или раствором цианокобаламина для инъекций (из расчета 0,025 мкг в 1 см3 среды) или DL-метионином (из расчета 1 мкг в 1 см3 среды) стерилизуют в автоклаве при 0,1МПа в течение 20 мин и после охлаждения петлей вносят культуру с агаровой среды.
Пробирки выдерживают в термостате 16–20 ч при температуре 37 °С. Полученную бактериальную суспензию разводят стерильным 0,9%-ным раствором хлористого натрия или стерильной основной средой, разбавленной вдвое стерильной дистиллированной водой в соотношении одна капля суспензии на 10 см3 раствора или среды.
6.11.3.5 Приготовление разведений стандартного раствора витамина 
Перед приготовлением стандартного раствора витамина определяют его содержание в кристаллическом цианокобаламине или в его растворе на спектрофотометре.
Для этого около 0,1 г кристаллического цианокобаламина (витамин В12), взвешенного с погрешностью не более 0,0001 г, растворяют в бидистиллированной воде в мерной колбе вместимостью 500 см3 и доводят объем раствора до метки.
25 см3 полученного раствора переносят в мерную колбу вместимостью 250 см3 и доводят объем раствора бидистиллированной водой до метки. Оптическую плотность определяют на спектрофотометре при длине волны 361 нм в кювете с толщиной слоя 1 см.
Массовую долю цианокобаламина (X) в процентах вычисляют по формуле:

[bookmark: P0060]где D – оптическая плотность испытуемого раствора;
207 – удельный показатель поглощениячистого безводного цианокобаламина при длине волны 361 нм;
т – масса навески, г.
Раствор цианокобаламина для инъекций из ампулы разводят бидистиллированной водой до содержания около 0,02 мг цианокобаламина в 1 см3, измеряют оптическую плотность полученного раствора на спектрофотометре при длине волны 361 нм в кювете с толщиной слоя 1 см.
В качестве контрольного раствора применяют бидистиллированную воду. Содержание цианокобаламина (Х1) в мг в см3вычисляют по формуле 

где  V1 – конечный объем раствора, см3;
V – объем раствора цианокобаламина, взятый для разведения, см3.
Стандартный раствор готовят из расчета 10 мкг витамина В12 на 1 см3 бидистиллированной воды.
Раствор хранят в холодильнике в темной стеклянной посуде с притертой пробкой под слоем толуола в течение месяца. По истечении срока хранения раствор подлежит проверке на спектрофотометре по методике для раствора цианокобаламина.
В день опыта раствор разводят в 2×105 раз (последовательно в 100, 100, а затем в 20 раз). Затем из этого разведения готовят четыре рабочих разведения и одно контрольное. Каждое из них готовят в трех повторностях, для чего в 15 пробирок (по три для каждого разведения и контроля) пипеткой вносят по 5 см3 основной среды и следующие количества раствора витамина В12: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 см3. Затем объем содержимого каждой пробирки доводят до 10 см3 добавлением дистиллированной воды.
6.11.3.6 Подготовка исследуемой пробы кормового витамина В12 для анализа
Навеску кормового витамина массой 10,0 г с концентрацией 0,1% (8,0 г – для концентрации 0,5%, 1,0 г – для концентрации 1,0%, 0,8 г – для концентрации 5%), взвешенную с погрешностью не более 0,0001 г, измельчают и суспензируют в 50 см3 дистиллированной воды. Для стабилизации добавляют 0,05–0,10 г азотистокислого натрия или 1-2 см3 0,02%-ного раствора цианистого калия и несколькими каплями 1М соляной кислоты доводят pH суспензии до 5,0–5,5. Избыток кислоты нейтрализуют 0,5 н. раствором едкого натра.
Затем суспензию кипятят в течение 20 мин на водяной бане или помещают в автоклав на 15 мин при давлении 0,5-1,0 кгс/см2, после чего охлаждают.
Охлажденную суспензию переносят в мерную колбу вместимостью 100 см3, доводят pH до 6,8–7,0 добавлением 0,5М раствора едкого натра и 1М раствора соляной кислоты и доливают колбу дистиллированной водой до метки.
Смесь фильтруют через бумажный фильтр и часть профильтрованного экстракта разбавляют водой до такой концентрации, чтобы в 1 см3 содержалось приблизительно 0,02 мг витамина В12.
6.11.3.7 Приготовление контрольной пробы
В исследуемой пробе может содержаться метионин, к которому чувствителен штамм Е. соli 113-3, поэтому проводят контрольный анализ исследуемого экстракта, где витамин В12 предварительно разрушают. Для этого 5 см3 экстракта смешивают с 
5 см3 0,2М едкого натра и кипятят в течение 20 мин на водяной бане с обратным холодильником. После охлаждения раствор нейтрализуют добавлением 1М соляной кислоты и разбавляют водой до такой же степени, как и в опыте с неразрушенным витамином В12.
6.11.3.8 Приготовление разведений исследуемого раствора кормового витамина 
Из исследуемой пробы готовят три разведения (в двух повторностях каждое), для чего в 6 пробирок (по две для каждого разведения) вносят по 5 см3 основной среды и следующие количества экстракта: 0,5; 1,0; 2,0 см3. Кроме того, готовят три разведения контрольного раствора. Для этого в три пробирки вносят по 5 см3 основной среды и следующие количества контрольного раствора: 3; 4; 5 см3. Затем объем содержимого каждой пробирки доводят до 10 см3 добавлением дистиллированной воды.
6.11.4 Проведение испытания
Испытание состоит из составления калибровочной линии для чистого витамина В12 и непосредственного испытания исследуемой пробы.
Пробирки с разведением стандартного и исследуемого растворов помещают в автоклав на 20 мин при давлении 0,1 МПа, после чего охлаждают. Затем засевают каждую пробирку одной каплей бактериальной суспензии (приготовленной по п.6.11.3.4) и ставят в термостат на 20–24 ч при температуре 37 °С.
По истечении указанного времени пробирки прогревают в автоклаве текучим паром 15 мин и охлаждают. После охлаждения содержимое пробирок взбалтывают и измеряют мутность фотоэлектроколориметре или нефелометре При использовании фотоэлектроколориметра замеры делают при синем светофильтре при длине волны 450 – 480 нм. Контрольным раствором для определения мутности является дистиллированная вода.
По полученным данным строят калибровочный график. На оси ординат откладывают значение мутности для каждого стандартного разведения (среднее из трех пробирок), а на оси абсцисс соответствующее количество витамина В12. При соединении полученных точек получают калибровочную линию.
При незначительном разбросе точек калибровочную линию проводят между ними на расстоянии, равноудаленном от большинства точек.
6.11.5 Обработка результатов
Содержание витамина В12 определяют отдельно в каждой пробирке исследуемой пробы при помощи калибровочной линии. Данные, которые не укладываются в калибровочную линию, отбрасывают. По данным, которые уложились в линию (не менее двух разведений), определяют количество витамина В12 в исследуемой пробе, затем вычисляют среднее арифметическое результатов двух разведений.
Если наблюдается рост бактерий в контрольных пробирках, где витамин разрушен, то находят по калибровочному графику соответствующие росту значения, которые вычитают из найденного количества витамина В12 в исследуемой пробе.
За окончательный результат испытания принимают среднее арифметическое результатов двух параллельных определений.
Допускаемые расхождения между результатами двух параллельных определений не должны превышать 4,5 отн. %. Погрешность метода – ±15 %. 
Метрологические характеристики метода оценены в рамках теории погрешности. При необходимости оценки и выражения неопределенности измерений в лаборатории ее устанавливают с учетом требований ГОСТ 34100.3–2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. 
Примечание – При разногласиях между поставщиками и потребителем и при поставке продукции на экспорт определение массовой доли витамина В12 проводят с использованием цианистого калия.
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6.13.1 Средства измерения, вспомогательное оборудование
Для проведения испытания применяют:
- Рассев лабораторный с электрическим или ручным приводом с частотой вращения 180–200 об/мин;
- Сито лабораторное с сеткой из облегченной шелковой ткани N 27 по ГОСТ 4403;
- Весы неавтоматического действия по ГОСТ OIML R 76-1 специального (I) класса точности с пределами допускаемой абсолютной погрешности однократного взвешивания не более ±0,01 мг.
Допускается применение других средств измерений с метрологическими характеристиками, вспомогательного оборудования и посуды с техническими характеристиками, обеспечивающих необходимую точность измерения, не хуже, а также материалов и реактивов по качеству не ниже указанных в настоящем стандарте.
6.12.2 Проведение испытания
50 г кормовой добавки, взвешенного с погрешностью не более 0,01 г, просеивают через сито в течение 8 мин. Затем слегка постукивают по обечайке сита и вновь просеивают в течение 2 мин. Для очистки сит при просеивании применяют 5 резиновых кружочков массой около 0,5 г каждый. Допускается просеивание ручным способом при 110-120 движениях в минуту и размахе колебаний сита около 10 см.
Остаток на сите взвешивают на технических весах с погрешностью не более 0,01 г.
6.12.3 Обработка результатов
Крупность частиц (остаток на сите) (X) в процентах вычисляют по формуле 

где m – масса навески, г;
m1 – масса остатка на сите, г.
Вычисление производят до 0,01 %.
За окончательный результат испытания принимают среднее арифметическое результатов двух параллельных определений.
Допускаемые расхождения между результатами двух параллельных определений не должны превышать 0,2 абс. %. 
Метрологические характеристики метода оценены в рамках теории погрешности. При необходимости оценки и выражения неопределенности измерений в лаборатории ее устанавливают с учетом требований ГОСТ ГОСТ 34100.3-2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. 
6.13 При проведении испытаний допускается применять другие аттестованные методы анализа, указанные в нормативной документации производителя, обеспечивающие достоверность результатов измерений, в том числе включенные в межгосударственные или национальные стандарты, содержащие правила и методы исследований, измерений.
6.14 Допускается проведение испытаний по другим утвержденным в установленном порядке нормативным документам на методы, методикам выполнения измерений, прошедшим метрологический контроль в установленном порядке.
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7.1 Кормовой витамин В12 транспортируют в упакованном виде в крытых транспортных средствах всеми видами транспорта в соответствии с правилами перевозок грузов, действующими на данном виде транспорта с соблюдением условий хранения, установленных производителем.
Продукцию, упакованную в мягкие специализированные контейнеры, допускается транспортировать на открытых транспортных средствах.
Формирование транспортных пакетов должно соответствовать требованиям ГОСТ 24597, ГОСТ 26663, средства скрепления – ГОСТ 21650, ГОСТ 22477.
7.2 Транспортные средства должны быть внутри сухими, чистыми, без постороннего запаха, не зараженными насекомыми-вредителями хлебных запасов, без острых выступающих деталей.
Использование транспорта после перевозки животных, сырья животного происхождения допускается только после тщательной очистки, дезинфекции, промывки и просушки.
Не допускается применять транспортные средства, ранее использованные для перевозки ядохимикатов и удобрений.
7.3 Кормовой витамин В12 при погрузке и выгрузке должен быть защищен от атмосферных осадков.
7.4 Кормовой витамин В12 хранят в упакованном виде раздельно по партиям в сухих, чистых, не зараженных вредителями хлебных запасов, хорошо вентилируемых или проветриваемых закрытых складских помещениях в интервалах температур, указанных производителем, при относительной влажности не более 80%.
Кормовой витамин В12 должен быть защищен от воздействия прямых солнечных лучей, источников тепла и влаги.
7.5 Кормовой витамин В12, упакованный в мешки, должен быть уложен штабелем на плоские поддоны по ГОСТ 33757; продукцию в мягких специализированных контейнерах, штабелируют согласно требованиям инструкции по применению контейнеров.
7.6 На каждую хранящуюся партию кормового витамина В12 должна быть доступная информация – ярлык (паспорт, карточка) с указанием:
- наименования продукции;
- наименования производителя;
- массы партии;
- даты изготовления;
- срока годности;
- условий хранения.
7.7 Транспортирование и хранение кормового витамина В12, отправляемого в районы Крайнего Севера и приравненные к ним местности, должны соответствовать требованиям ГОСТ 15846.
7.8 Срок годности кормового витамина В12 устанавливает изготовитель. Рекомендуемый срок годности – 1 г с даты изготовления при условии соблюдения условий хранения, установленных производителем.
[bookmark: _Toc239687625]8 Гарантия изготовителя  
8.1 Изготовитель гарантирует соответствие кормового витамина В12 требованиям настоящего стандарта при соблюдении потребителем условий применения и хранения.


[bookmark: _Toc239687626]Приложение А 
(обязательное)
Примеры маркировочного количества, веса образца и объема разбавления экстракта витамина B12 в продуктах


Таблица А.1 – Установленное количество, вес образца и объем разбавленного экстракта
	Маркированное количество, %
	Взвешенное количество образца, г
	Объем извлечения
	Концентрация витамина B12 в экстракте, мкг/мл

	0.1
	10.0000
	100.0
	20

	0.5
	8.0000
	100.0
	20

	1.0
	1.0000
	100.0
	20

	5.0
	0.8000
	100.0
	20
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