L&vi néi dau

TCWVN 8678:2011 hodn toan twong dwong voi ISO 30024:20008;
TCWN 8678:2011 do Cyc Chan nudi bién soan, Bd Néng nghiép
va Phat trién néng thén dé nghj, Tong cuc Tiéu chudn Do ludng
Chat lwgng tham dinh, Bo Khoa hoc va Céng nghé cong bb.



Gii thidu

Tiéu chuan nay da dugc xay dung dé dinh legng cac san pham phytaza trong cac mau thire &n chan
nudi dé& Uy ban chau Au kiém soat ham lwong phytaza trong cac san phdm thire an chan nudi. Tuy nhién,
phwong phap nay khéng thé dwgce ding dé danh gia hiéu qua in vivo cla cac san pham enzym phytaza.



Thirc an chan nuoi — Xac dinh hoat dé phytaza

Animal feeding stuffs — Determination of phytaza activity

1 Pham vi ap dung
Tigu chudn nay qui dinh phwong phap xac dinh hoat d§ phytaza trong cac mau thirc an chan nudi.

Phwong phap nay khong diing dé phén bigt gitra phytaza dugc bo sung lam phy gia cho thirc an chan
nudi va phytaza ndi sinh ca san trong nguyén ligu thirc &n chan nudi.

Phwong phap nay khéng stk dung dé danh gia hodc so sanh hiéu qua in vivo cla san pham phytaza.
Phuwong phéap nay khong phai la phwong phap dw doan higu qua in vivo clia cac phytaza co mat trén
thi treeerng vi chidng co thé c6 hiéu qua in vivo khac nhau trén mét don vi hoat do.

Phwong phap nay thich hop va chi cé gia tri cho viéc xac dinh hoat d phytaza trong thirc an hén hop
hoan chinh cho vat nubi.

CHU THICH Phuong phap hai hoa da dugc xay dung trén co s¢ cac san phdm phytaza hign co [E1600 (EC 3.1.3.8,
3-phytaza), E1614 (EC 3.1.3.26, 4-phytaza} va E1840 (EC 3.1.3.26, 4-phytaza)]. Do do, phuong phap nay cd thé khong thich
hop déi véi cac san phédm phytaza dugc phat trién trong twong lai. Phuong phap hai hoa nay 18 mét cong cu hiu ich chi d&
danh gia hoat 5 clia phytaza téng s6 trong cac mdu thike &n chan nudi.

2 Thuét ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay st dung cac thuat ngl va dinh nghia sau day:

2.1

Pon vi phytaza (Phytaza unit)

U

Luwong enzym giai phong 1 umol phosphat vo co tr phytat trong mot phit duoi cac diéu kién phan (rng
qui dinh trong tiéu chuan nay.



3 Nguyén tac

Phytaza giai phéng phosphat ra khéi co chat myo-inositol hexakisphosphat {phytat). Cac phosphat v
co gidi phéng dugc xac dinh bang cach tao phire chdt mau vang véi thube thir vanadat/molypdat trong
axit. Mat d¢ quang (OD) clia phirc chat mau vang dugc do & budc song 415 nm va phosphat vo co
giai phong dwoe dinh lugng bang dudng chuan phosphat.

4 Thubc thir

Chi sir dung cac thudc thir tinh khiét phan tich va sir dung nuwéc cat hodc nuwdc da loai khodng hoac
nwére co di tinh khiét twong dwong, trir khi cé qui dinh khac.

CANH BAO Phwong phap nay déi hoi phai ste dung mot sé chit déc hai. Phai tuan tha cac qui
dinh d6i véi cac chat déc hai dé giam thiéu cac nguy co, dam bao an toan cho té chire, ky thuat

vién va ca nhan thuwc hién.

4.1 Dung dich amoniac, 25 % phan khdi lwong; NH;.

4.2 Amoni heptamoiybdat ngam bon phan tir nwére, (NH.)sVorOzs-4H-0.
4.3 Amoni monovanadat, NH,VO;.

4.4 Axit clohydric (HCI), 25 % phan khéi Iong;

4.5 Axit nitric (HNO3), 65 % phén khéi lugng;

4.6 Kali dihydro phosphat, KH:PO..

4.7 Phytat, axit phytic, mudi dodecanatri, CsHsNa;2024Ps- xH,0, tlr gao, Sigma® P0109",

4.8 Natri axetat ngam ba phén tir nueée, CH;COONa-3H;0.

4.9 Polysorbat 207,

4.10  Axit nitric lodng. Pha lodng 1 thé tich axit nitric 85 % phan khdi legng (4.5) véi hai thé tich
nudc. Bao quan & nhiét d§ phang. Thei gian bao quan tdi da 14 khéng xac dinh.

4.11 Thude thir amoni heptamolybdat. Hoa tan 100,0 g amoni heptamolybdat ngam bén phan tir
nudrc (4.2) trong khoang 800 mi nwéc. Thém 10 ml dung dich amoniac 25 % phan khdi lvong (4.1) va
thém nudc dén 1 000 ml. Bao quan & nhiét dd phong dé & noi tdi. Thei gian bao quan t6i da 1a 2 thang.

i dy vd mot san pham thich hop ¢ sén trong thuong mai. Thang tin nay dwa ra tao thudn tién cho nguedi s dung tiéo

chudn ndy va 150 khang 4n dinh phai s dyng chiing.
£l

Twaen 20 13 mit o du cia mit sdn phdm thich hop of sdn trong thuong mal. Thang tin nay duwa ra tao thudn tiégn cho
nowdi s dung tigu chivean nay va 150 khdng an dinh phai st dyng chung.



412 Thuéc thir amoni vanadat. Hoa tan hoan toan 2,35 g amoni monovanadat (4.3) trong khoang
400 ml nuwdre (50 °C dén 60 °C). Thém 20 ml axit nitric loang (4.10) va thém nuwdc dén 1 000 mi. Bao
quan & nhiét dg phong dé & noi thi. Thai gian bdo quan téi da la 2 thang.

4.13 Thudc thir molypdativanadat STOP. Tron 1 thé tich thudc thir amoni vanadat (4.12) véi 1 thé
tich thudc thir amoni heptamolybdat (4.11) va thém 2 thé tich axit nitric lodng (4.10). Trén va bao quan
@ nhigt d& phong. Thei gian bao quan téi da la 1 ngay.

4.14 Polysorbat 20, 10 % phan khoi lwgng. Hoa tan 10,0 g polysorbat 20 (4.9) v&i nuée va thém
nuée dén 100 ml. Bao quan & nhiét do phong. Thei gian bao quan ti da 1a 6 thang.

4.15 Dung djch dém axetat, pH 5,5; 0,25 mol/l. Hoa tan 34,0 g natri axetat ngam ba phan tir nwdc
(4.8) trong khoang 900 mil nwée. Chinh dé pH bang axit clohydric 25 % phan khéi Igng (4.4) dén
5.50 + 0,02 va thém nuwéc dén 1 000 ml. Bao quan & nhiét dd phong. Thoi gian bao quan thi da 13

2 tuan.

4.16 Dung dich dém axetat chira polysorbat 20, 0,01 % phan khéi Iwgrng, pH 5,5; 0,25 mol/l. Héa
tan 34,0 g natri axetat ngdm ba phan tl nuéc (4.8) trong khodng 900 m! nuwde. Chinh dd pH bang axit
clohydric 25 % phan khoi lugng (4.4) dén 5,50 + 0,02. Thém 1 ml polysorbat 20, 10 % phén khéi lugong
(4.14) va thém nuwoc dén 1 000 ml. Bao quan & nhiét do phong. Thei gian bao quan téi da 1a 2 tudn.

4.17 Dung dich dém axetat chira polysorbat 20, 0,01 % phan khéi lwong, pH 5.5; 0,50 mol/l.

Hoa tan 68.0 g natri axetat ngam ba phan tir nuéc (4.8) trong khoang 900 ml nwde. Chinh dd pH bang
axit clohydric 25 % phan khéi luong (4.4) dén 5,50 + 0,02, Thém 1 ml polysorbat 20, 10 % phan khoi
lugng (4.14) va thém nwde dén 1 000 ml. Béo quan & nhiét do phong. Thei gian bao quan téi da la 2 tudn.

4.18 Dung djch co chat phytat, 7,5 mmol/l (5 mmol/l néng d6 cudi cung trong phan rng). Hoa tan
2,00 g dodecanatri phytat (4.7) ¢6 ham lugng phospho vd co khdng Ién hon 0,1 % phan khoi lurgng
(xem 9.3) trong khoang 200 ml dung dich dém axetat (4.15). Chinh d6 pH bang axit clohydric 25 %
phén khéi lugng (4.4) dén 5,50 + 0,02 va thém dung dich dém axetat (4.15) t&i 250 ml. Theri gian béo
quéan t6i da 1a 2 tudn tai 4 °C.

4.19 Dung dich chuan géc phosphat, 50 mmol/l. Sy kho khoang 10 g kali dihydro phosphét (4.6) &
105 °C trong 2 h va bao quan trong binh hat &m. Cén khoang 682 mg kali dihydro phosphat kha,
c:huyén vao binh dinh mlrc 100 ml va thém dung dich d&m axetat 0,25 mol/l chia polysorbat 20, 0,01 %
phan khéi lugng (4.16) dén 100 ml. Tinh ndng 6 chinh xac clia dung dich chudn géc phosphat. Bao
quan & nhiét dd phong. Thévi gian bao quan t6i da 1a 2 tudn.

4.20 Dung dich chuén gbc phytaza. Can tir 100,0 mg dén 300,0 mg chuén phytaza da duge chifng
nhan, chuyén vao binh dinh mac 100 ml va hoa tan trong 100 ml dung dich dém axetat 0,25 mol/l



chira polysorbat 20, 0,01 % phén khéi lugng (4.16). Khuay déu trong khoang tir 15 min.dén 45 min.
Bao quan & nhiét do phang. Thei gian bdo quan t6i da 1a 1 ngay.

5 Thiét bi, dung cu

S dung cac thiét bj, dung cu ctia phong thir nghiém théng thueng va ey thé nhw sau:

5.1 Nbi cach thay, dugce khéng ché nhiét dd én dinh (c6 céc gia gitr cac éng nghiém 2 ml).
5.2 May do pH, co kha néng dwgc doc dwge dén hai chiv s6 thap phan.

5.3 May khudy tir (cong suat = 20 W)

5.4 Thanh khudy hinh qua trieng (40 mm x 20 mm).

5.5 Can phan tich, c6 kha nang doc dén 0,1 mg.

5.6 Can, cd kha néng doc dén 0,01 g.

5.7 May tron Vortex.

5.8 May Iy tdm ding cho céc 6ng ly tAm micro (5.12), ¢ khd nang tao gia tbc t 11 000 g dén
20 000 g.

5.9 B phan phoi bang dién tor.
5.10 Pipet (dién tlr va thi cong), dung tich tir 10 pl dén 2 000 pl.
5.11 May do quang phd, chiim tia déi hoac may doc vi ban (microplate)

512 Ong ly tam micro, dung tich 2 ml.

6 LAy mau

MAu giri dén phong thir nghiém phai la mau dai dién, mau khéng bi hu héng hoéce bi thay ddi trong qua

trinh vén chuyén hoac bao quan.

Viéc lay méu khéng qui dinh trong tidu chudn nay, Nén ldy mau theo TCVN 4325 (ISO 6497) Thac &n
chén nuéi — Lay méau ", '

7 Chuan bj mau thir

Thire hién hai lan can cho tng mau thir.



Cén hai phan mau dang vién hodc bdt, mdi phan khoang 50 g, cho vao cac binh noén 500 ml. Thém 500
ml nude va 0,5 ml polysorbat 20, 10 % phan khéi luong (4.14) vao mau thire an chan nudi va tron
manh trong 45 min trén may khudy tir (5.3) bang thanh khudy (5.4). Chuyén 2 ml dich chiét mau cho
vao éng ly tam micro (5.12) va ly tim (5.8) trong 3 min & gia toc tir 11 000 g dén 20 000 g.

P khéng déng nhét trong méu thir cé thé dén dén hé sé bién thién cao (CVy). DG véi cac mau thire an
chan nudi cho cac CV. > 15 %, dd khong déng nhét nay cé thé xuét phat tlr viéc phén bb cd hat khdng
dbng déu trong san phdm hoac viéc chuan bi nguyén ligu khéng ddng nhat. Néu cac mau thirc &n chan
nubi cho thay cac CV. cao, thi nghién méu thire an chan nudi bang may nghién ly tam Ultra® co ray voi

kich thude 16 danh nghia 1a 1 mm. Nghién 150 g mau thire an chan nudi va chiét theo mé ta trong digu nay.
8 Céch tién hanh

8.1 Dung dich mau trang

Phosphat vé co trong mau thir gop phén tao nén mau sac. Do d6, di véi méi phép thir can thire hién
phép thir trdng, cac mau tring can dwoc so véi mbi mau thir. Dé tinh hoat d§ phytaza, 1y gia tri cla

mau thir trir &i gid tri cla méu tréng.
8.2 Chét chuan
8.2.1 Dung dich chuan phosphat

Dung dich chudn gdc phosphat (4.19) dwoc pha loang véi dung dich dém axetat 0,25 molfl co chira
polysorbat 20, 0,01 % phan khdi lurgng (4.16) theo Bang 1.

Bang 1 — Cac buwéc pha lodng dé c6 dwoc cac dung dich mau chuan

d6i v&i dwéng chuan phosphat

[ Thé tich dung dich dgm | ]
Dung dich | Thé tich dung djch chuln géc| axetat 0,25 mol/l c6 chiva | Hé st pha Nong do
chuan phosphat (4.19) pelysorbat 20, 0,01 % phén lodang umaliml ®
| khoi lrgng (4.16) _
Fiy 1 1 i : 2 [ _25
B 1 3 4 12,5
C 1 7 8 625
D 1 45 | —-6 3,125

'* Tinh cac néng do chinh xac (4.19).

8.2.2 Kiém soat mlrc phytaza

Déi véi vige 0 mbi mau thir, cdn bao gdm burdc kiém soat mire phytaza. Dung dich chuén gbc phytaza

3 i dy vé mét san pham thich hgp co ban san trang thuong mai. Thang tin nay dua ra tac thuan tign cho ngudi sir dyung
fidu chuin nay va 1S0 khing 4n dinh phai sé dung ching.



(4.20) c6 hoat do da biét, dwgc pha lodng dén hoat do cudi cung tir 0,156 U/ml dén 0.25 Uiml va hoat da
chinh xac dugc xéc dinh nhuw qui dinh trong 8.4.

8.3 Bwéng chudn

Thure hién ba phép xac dinh dbi voi méi dung dich phosphat da pha lodng va hai mau tréng va tinh
trung binh céac két qua. Qui trinh dug'c quy dinh trong Bang 2.

Déi véi cac dung dich chudn phosphat, dung pipet lay 360 pl dung dich dém axetat 0,25 mol/l céd chira
polysorbat 20, 0,01 % phén khéi lugng (4.168) cho vao éng nghiém 2 mi (5.12). Thém 40 pl dung dich
chuén phosphat (Bang 1).

Béi voi cac du ng dich trang chuén phosphat, dung pipet lay 400 i dung dich dém axetat 0,25 mol/ co
chira polysorbat 20, 0,01 % phan khdi lrgng (4.16) cho vao éng nghiém 2 mi (5.12).

Trong ca hai truéng hgp, cho thém 0,8 ml dung dich co chét phytat (4.18) va 0,8 ml thude thir STOP
(4.13). Trdn cac lwgng chira trong céc 6ng va duy tri cac 6ng 10 min & nhiét o phong. Ly tam (5.8)
céc 6ng cling v&i méu trong 3 min véi gia tdc tir 11 000 g dén 20 000 ¢ va do OD cua phan ndi phia
trén & budc séng 415 nm, D(415).

Bang 2 — Qui trinh doi véi dwéng chudn

Buc phén tich Dung dich mau chuin Dung dich trang
Dung dich dém axetat 0,25 mall co 360 pl 400 ul
chira polysorbat 20, 0,01 % phan khéi|
Iwreyng (4.16)
Dung dich chuan phosphat (8.2.1) 40 pl 0l
Dung dich cor chét phytat (4.18) | 0,8 mi 0.8 mi
Thubdc thir STOP (4.13) 0,8 mi 0.8 ml
Trén co %)
| Nhigt do phéng 10 min 10 min
Ly tam 3 min trong khoang tir 11000 g [ 3 min trong khodng tir 11 000 g
dén 20 000 g dén 20 000 g :
May do quang pho {(5.11) 415 nm {so v&i nudc) 415 nm (so véri nurdre)

8.4 Kiém soat mirc phytaza

Thue hién ba pheép xac dinh doi voi méi dung dich da pha loéing va hai dung dich tréng va tinh trung
binh cac két qua. Qui trinh dwoc quy dinh trong Bang 3.



Péi v&i cac dung dich trong phép xac dinh kiém soat mire phytaza, ding pipet lay 360 ul dung dich
dém axetat 0,25 molll cé chira polysorbat 20, 0,01 % phan khbi lrgng (4.16) cho vao éng nghiém 2 mi
(5.12). Thém 40 pl dung dich kiém soat mrc phytaza loang (8.2.2). Tran mau. U trudc cac dung dich
trong 5 min & 37 °C. Thém 0,8 ml dung dich co' chét phytat (4.18) da dwgc 1am néng so bd dén 37 °C.
U chinh xac 30 min & 37 °C. Sau 30 min, thém 0,8 ml thude thir STOP (4.13) va trdn. Duy tri cac dung
dich trong 10 min & nhigt & phdong va sau do ly tdm trong 3 min & gia t6c trong khoang tir 11 000 g
dén 20 000 g. Bo D{415) clia phén dung dich trong ndi phia trén.

Dol véi cac dung dich mau trang kiém soat mire phytaza, diing pipet 14y 360 pl dung dich dém axetat
(4.15) cho vao dng nghiém 2 ml (5.12). Thém 40 ul dung dich kiém soat mirc phytaza loging (8.2.2).
Trinh tw bé sung cac dung dich khac voi trinh tu duoe sor dung cho cac phép xac dinh. Cac mau trang
dwoe O so bd 5 min & 37 °C. Sau d6, theo budce 1, thém thude thir STOP (4.13); theo buéc 2, thém
dung dich co' chat phytat (4.18) da duoc lam néng so bd dén 37 °C. Sau do tién hanh theo Bang 3,

=

cot 3, dong 9 tro di.

Bang 3 - Thu tuc kiém soat miec

Cac buwdrc tién hénh_ Mau kiém soat mirc Mau trang .
Dung dich dém axetat 0,25 mol/l o chira polysorbat 360 pl ” 380
20, 0,01 % phén khdi luong (4.16) '
\Dung dich kiém sodt mirc phytaza loang (8.2.2) 40 pl 40 ul
E'I'ri:frlrl = Co i
Usoboo 37°C 5 min —
Dung dich co chat phytat (4,18) & 37 °C - 0.8 ml 0.8 mI": Buﬁ';E
.Trﬁn i Khang K;c‘!l nﬁ_
0&37°C P e Bl Khong
.Thuﬁc thir STOP (4.13) 0,8 ml 0.8 ml: E!wﬁ;:_1
Tron i _Glii Ci
\Nhiét @9 phéng T 0min 10 min
!L}r tam E _é- ;n_tn trong khoang tir 3 min tren khmﬁng tor
| 11 000 g den 20 000 g 11000 g dén 20 000 g
ihﬂéy ﬂ.;:: qL.Jané ;.:;hﬁ-{s.ﬁ] oy 18 415 nm (so vai nuwdc) 415 nm (so v nwoc)

8.5 MAu thire an chan nudi

Thirc hién ba phép xac dinh cho méi l1an chiét (Didu 7) va hai méu trdng va tinh trung binh cac két qua.

Qui trink duge quy dinh trong Bang 4.




Boi véi cac phép xac dinh, dung pipet lay 300 pl dung dich dém axetat 0,25 molfl ¢ chira polysorbat
20, 0,01 % phéan khdi lrong (4.16) cho véo 6ng nghiém 2 ml (5.12). Thém 100 pl dich chiét mau (Diéu 7) I3
phéan méu thir. Tron Igng chira trong 6ng. U so b 5 min & 37 °C. Thém 0,8 ml dung dich co' chét
phytat (4.18) & dwee lam nong so bd dén 37 °C. U chinh xac 30 min & 37 °C. Sau 30 min, thém 0.8 ml
thudc thir STOP (4.13) va trén. Duy tri éng 10 min & nhiét @b phéng va sau do ly tam 3 min trong
khoang tir 11 000 g dén 20 000 g. Bo D{415) clia dung dich trong ndi phia trén.

Bdi voi cadc mau trang, ding pipet 1y 300 pl dung dich dém axetat 0,25 mol/l cé chira polysorbat 20,
0,01 phan khdi lugng (4.16) cho vao éng nghiém 2 mi (5.12). Thém 100 i dich chiét mAu thire &n chan
nudi (Biéu 7). Trinh tw bd sung cac dung dich khac véi trinh tw duwroe st dung d6i vai phan méau thir. U
so' bo cac mau trang 5 min & 37 °C. Sau do, theo buée 1, thém thudc thir STOP (4.13); theo buéc 2,
thém dung dich co' chat phytat (4.18) duoe lam néng so' bd dén 37 °C. Sau do tién hanh theo Bang 4,
cot 3, dong 9 tré di.

Bang 4 — Qui trinh ddi v&i phdn miu thie thire &n chin nuéi

Cac bwéc tién hanh Mau thirc an chin nudi Mau trang

Dung dich dém axetat 0,25 mol/l cé chira

palysorbat 20, 0,01 % phan khéi lugng 300 pl 300 pl

14.18)
{Phan mau thir * 100 pl 100 pl

Trén Co Ca

U so bé & 37 °C 5 min 5 min

Dung dich co chit phytat (4.18) & 37 °C 0.8 mi 0.8 ml: Bude 2 |
Trén Khéng Khéing '
Uaarec 30 min Khéng

Thudc thir STOP (4.13) 0,8 mi | 0,8 ml: Bude 1

Trén Cé | Co

Nhiét di phong 10 min i 10 min

!Lj..f tam 3 min trang khoang i 11 000 g | 3min trong khoang it 11 000 g
! dén 20 000g dén 20 000g

May do quang phd (5.11) 415 nm (50 vi&¥i nrd'c) 415 nm (so véi nwede)

* Phén méu thir < 200 U phytazalkg thire &n chan nudi, &y 200 pl dich chiét mau thir va 200 pl dung dich dém axetat 0,50
molil ¢6 chira polysorbat 20, 0.01 % phéan khéi lgng (4.17) dé phan tich (d6 pha lodng 1 —» 2). Céc méu thir = 2 000 U
phytazalkg thirc &n phai dugc pha lodng thich hop véi dung dich dém axetat 0,25 molfl c6 chira 0,01 % phén khéi lwong
polysorbat 20 (4.16).




9 Tinh két qua
9.1 Duwng dwéng chuan

Dung dudéng chuan vai AD(415) [D(415), - D(415),], trong d6 D(415). va D(415), la cac mat dd quang
trung binh clia chat chudn va méu fréng, twong (ng, thu duwgc véi cac chat chuan phosphat (8.2.1 va
8.3), trén truc tung va tinh dwoc ndng do phosphat trén truc hoanh {dung dich pha lo&ng 1— 10 trong
éng Iy tam micro [40 pl chét chuén pha loang (Bang 1) ¢éng vai 360 pl dung dich dém] cho phan trng
can lay ndng @6 phosphat ciia chat chudn dé tinh toan}. Budng chuén tét nhat dugc tinh bang héi qui
tuyén tinh, AD{415) = ke{ PO; ) (giao nhau & 0). Vi du duwrgre dura ra trong Hinh 1.
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e(PCE Wipmoliml)
CHU DAN
D{415) mat do quang & budc séng 415 nm D{415) = 0,400 8 ¢ PO;™)
o(PO,"” ) néing G photphat 2 =(,9996

ciPO 1015y

Hinh 1 — Vi du vé dung dé thj mat dé quang theo ndng dé cac dung dich do mau chuén phosphat
str dung chat dém 0,25 molll axetat chiva polysorbat 0,01 % phan khéi lgng 20 (4.16)

9.2 Tinh hoat d¢ phytaza

Hoat d& phytaza, a , dwoc tinh nhu sau:

2= AD(41 5jh
ket

a,
Trong do:
AD(415) la mat dd quang thue tai bude séng 415 nm thu duoc tle

D{415), - D{415)



Trong d6:
Di415), va D(416), 14 méat dd quang trung binh clia phén mau thir va mau tréng (8.5), tiong (g
k 1a dd doc clia duwdng cong chuén, nghich déo clia micromol mililit, tai D(415);

Vs la thé tich dugc diing dé diéu chinh dé pha loang (cac 1an pha lodng dich chiét), tinh béng

mililit (mil});
m la khéi lwgng cia mau thir, tinh bing gam (g) hode kilogam (kg);
t l1a théi gian G, tinh béng phtt (min).

wviDUY 1: Kiém soat mirc phytaza

AD(415) = 0,216

kK =0,375 7 umel " mi

Vi =30 000 mi {thé tich chiét 100 ml = 30 [pha lodng 1 — 30 dung dich chudn gbc phytaza (4.20)] = 10 [40 pl dung dich
chuén gic phytaza 44 pha loang (4.20) + 360 pl dung dich dém = 1 — 101

m =01074g

t =30 min

0,216 x 30 DOD L1 1
&, = = 5363 umolmin g =53683Ug (2}
03757 x 0,107 4% 30

VI DU 2: Phanmau thir thiec &n chan nudi

AD(415) = 0,183

kK =03757 umol "' ml

Vy =2 000 mi (thé tich chiét 500 ml % 4 [100 yl dich chiét + 300 ul dung dich dém = 1 —» 4])
m =0,050 kg

t  =30min

0,183 x 2000

- = 650 ymol min~" kg™ =650 Ukg ™ (3
03757 = 0,050 % 30

a,

9.3 Hiéu chinh theo dd tinh khiét va ham lwgng nwéc cia axit phytic

B9 tinh khiét va ham lvong nwéce cia axit phytic thay déi theo tirng mé, do d6 cin dugc dua vao trong
tinh toan khi chudn bj cor chat.



Vi DY  Muéi dodecanatri clia axit phytic (phaspho vi co 0,008 % phén khdi lugng)®.
Wigc higu chinh nhw sau:

fiytat) id
E_ya] 2, (4)

wﬂ[1—w|_|?0j

Trong dé:
M | khai legng phén t cla dodecanatri phytat, Linh bang gam {rén mol (g/mal);

w, 13 d6 tinh khiét elia dodecanatr phytat, tinh theo phan khéi lvong:

Wy o 18 ham lugng nuée clia dodecanatri phytat, tinh theo phan khai lugng.

Néy: ciphytat) = 7.5 mmall: M, = 9238 glmol; w, = 97 % phdn khdi luveng va w = 12,6 % phén khéi luong, thi sd higu
phytat) g B g .0 g

chinh 1a 8,17 gil.
9.4 Gay nhiéu do cac gia tri mau tring

Cac muirc cao, vi du, MCP [monocanxi phosphat, Ca (H:PQ.);] co trong cac mau thde &n chan nudi co
thé dén dén cac gia trj trang cao [D(415), > 1,6]. Mot sé may do quang phd ca thé khéng tuyén tinh
trong dai OD cao (gan dén 2). Cac gia tri phytaza thu duge tir cac mau thire 4n chan nudi cé cac gia tri
tréng cao nhu thé can duoc dién gidi mt cach can than vi cac gia tri OD cao co thé dan dén danh gia
thap hon hodc cao hon ham lugng cia phytaza. Viéc pha loéng 1 — 2 hodc 1 — 4 dich chiét thirc &n
chan nudi cé thé lam giam gia tri OD. Tuy nhién, A D{415) can phai > 0,04,

10 P chum
10.1 Gi@i han phat hién va gi¢i han dinh lweng

Theo thuat ngly cda IUPAC [2], thi gi&i han phat hign dwgc xac dinh la Lo = 35 va gii han dinh lugng

duoc xac dinh 1a L = 106 trong d6 s va «1a cac dd léch chuan wac tinh va tuyét déi, furorng trng.
Trong céc thuat nglr cia AD(415), giti han phat hién bang

Lp=0,011 AD{415)
hodc 20 Ulkg thivc &n chan nudi; gi¢i han dinh lwong béng

Lo =0,036 AD{415)

hodc 60 U/kg thire &n chan nudi.

1 PO109 tir Sigma® Lot O57KO049 13 vi duy vé mbt s3n pham thich hop oo ban sin trong thueng mai. Thang tin nay dua ra
tao thuan tién cho ngudd siv dung tigu chudn nay va IS0 khang an dinh phai sir dung ching.



10.2 Pheép thir nghiém lién phéng

Cac gia tri thu dwoc tlr phép thir lién phong thir nghiém nay cé thé khong ap dung cho cac dai ndng d6

va cac chét nén ngoai cac dai ndng do va cac chat nén da néu.
10.3 D6 I3p lai

Hé s bién thién Iap lai, CV(r) 1a h& s& bién thién trung binh tr hai két qua déc 1ap thu duoc tir cling
mét mau trong cling mét ngdy, do ciing mat ngudi str dung, str dung cling thiét bi va cing phuong

phap.
Hé sé bién thién Iap lai du doan CVir) 1a 10 %.
10.4 D6 tai lap

Hé s6 bién thién tai Iap, CV(R) 1a hé sé bién thién trung binh tir cac két qua thu duoe tlr cting mét mau,
st dung cung phweong phap, nhung tir cac phéng thix nghiém khac nhau, trong cac ngay khac nhau,
str dung céc thiét bj khac nhau va do cac ngudi phén tich khéc nhau thuc hign.

Hé sé bién thién lap lai dy doan CV(R) 13 12 %.

11 Bao cao thir nghiém

Bao céo thir nghiém phai ghi rd:

a) moi théing tin can thiét d& nhan biét day di vé& mau thoy;

b) phueong phéap ldy mdu da str dung, néu biét;

c) phuong phap thir nghiém da dung, vién dan tiéu chuan nay;

d) mei chi tiét thao tac khéng dwge quy dinh trong tiéu chudn nay hodc nhiing diéu dwoc coi la tuy vy
cling nhu cac sy cb bét ky ma cé thé dnh hudng dén két qua thir:

e) két qua thir nghiém thu duge,

f) thé hign két qua cudi ciing thu dugc, ndu dé 1ap lai duoc kidm tra.



Phu luc A

{Tham khao)
Cac két qua nghién ciru liégn phong thir nghiém

Mét phép thir cong tac qudc t& (Tai liéu tham khao [3]) gdbm cé 14 phong thir nghiém tai sau quéc gia
tham gia (Ao, Pan Mach, Phap, Due (2), Hungary], mét qubc gia ngoai EU Ia Co quan Kiém tra Thure
pham (Ottawa, Canada), hai phéng thr nghiém tw nhan & Phap va Thuy Siva nam phong thi¥ nghiém
cong ty) da duge thue hign trén ndm mau thirc an (dang 16ng va dang ran). Cac miu thive an hén hop
chira cac thanh phan dac trumg va si¥ dung cong thire ¢ bd sung cac enzym phytaza tir cac nguén
khac nhau va theo cac dang khac nhau, tirc la cac enzym phytaza do cac céng ty khac nhau san xuat
va dwge b sung vao dang ran hodc dang I6ng thire an chén nudi:
Tam mau thirc an (tr mau A dén mau H) da dugc phan tich, trong dé cd mét trong bén san pham
phytaza khac nhau, & dang 1dng hodc dang rén. Phan tich mau mi lap lai hai lan.
Cac sb ligu vé do chym dbi voi phuong phap thu dwge tir tai ligu tham khao [3] néu trong Bang A.1.
Cac s6 liéu vé do chum (10.3 va 10.4) dwoec tinh tlr cac két gua ela bao cao nghién ciru trong Tai ligu
tham khao [3].

Bang A.1 - S6 liéu vé dé chum clia phwong phap

| San pham|San pham |San pham |San pham |San phim|San phim|San phdm|San phidm
I dang Iéng| dang léng |dang long|dang léng| dang ran | dang ran | dang ran | dang ran
| 500 Wkg | 750 UWkg |1 000 Ulkg |1 250 Ulkg |1 500 Ufkg| 1 500 Uikg| 1 500 U/kg|1 500 Ulkg
| A B e D E F G H

[ Trung binh, Urkg 519 726 772 1218 | 1498 | 1621 | 1384 | 1199
'S8 phong ngoai & 0 3 1 0 0 2 2 2

36 phong thir nghiém

sau khi tri ngoai 18, 14 11 13 14 14 12 12 12
B4 |lech chudn 1ap lai,

s, Ulkg 43 43 62 28 159 164 1189 26
|Hé& s6 bién thién lap lai,

V(). % 8.3 6,0 8,0 b 10,6 10,1 8.8 2.9
|Bé lech chudn cla dé

chym trung gian, s, 66 51 89 127 164 164 131 39
Urkg

Hé sb bién thién cia

84 chum trung gian, 12,7 7.0 115 10,4 11.0 10,1 0.8 3.3
CV(ir), %

B6 |&ch chudn tai lap,

&, LKA 78 59 115 155 182 164 163 65

Hé so bién thién tai

i8p, CVR% Al o 149 128 12 o e >




(1]

[3]

Thw muc tai liéu tham khao
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