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STANOVENI AKTIVITY FYTAZY

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje stanoveni fytazové aktivity ve vzorcich krmnych smési, mineralnich krmiv
a premixt. Metodou se nestanovi rozdil mezi fytdzou pfidanou do krmiv a fytazou endogenni,
uz ptitomnou v krmivu.

2 Princip

Fytaza uvoliiuje fosfat ze substratu myo-inositol-hexafosfatu (fytatu). Uvolnény anorganicky
fosfat vytvaii s kyselym molybdenan/vanadi¢nanovym ¢inidlem zluty komplex. Tento komplex
se méti pii vinové délce 415 nm a mnozstvi uvolnéného anorganického fosfatu se stanovi
metodou kalibraéni kiivky.

Fytazova jednotka (U) je mnozstvi enzymu, které zal min uvolni 1 umol anorganického fosfatu
za reak¢nich podminek udavanych v této metodé.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Ccistoty, pokud neni uvedeno jinak. Voda cista
(deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

1 Amoniak, NH3, roztok 25%.

Heptamolybdenan amonny tetrahydrat, (NH4)sM07024 . 4H20.
Vanadi¢nan amonny; NH4VOs.

Kyselina chlorovodikova, HCIL, 35%, p(HCI) = 1,18 g/ml.
Kyselina chlorovodikova, HCI, 25%.

Ptiprava: 2,5 dilu kyseliny chlorovodikové 35% (4) se fedi do 1 dilu vody. Uchovava se
pii laboratorni teploté.

6 Kyselina dusi¢na, HNO3, 65%.

[V, B SN VS I 8]

7 Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2POa.

8 Fytat sodny, Ce¢HsNai2024Ps . H2O z ryze (napt. Sigma®PO109). Fytat sodny
je pti skladovani v lednici staly pfiblizn€ 2 az 3 mésice. Po 2 mésicich skladovani je
tieba pied analyzou ovéfit, zda nedochdzi k jeho rozkladu.

9 Octan sodny trihydrat, CH3COONa . 3H>O.
10 Tween® 2010.
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Kyselina dusi¢na, HNO3, fedéna.

Ptiprava: 1 dil kyseliny dusi¢né 65% (6) se fedi do 2 dild vody. Uchovava se
pfi laboratorni teploté.

Molybdenanové ¢inidlo.

Ptiprava: 100,0 g heptamolybdenanu amonného tetrahydratu (2) se rozpusti v asi 800 ml
vody. Pfida se 10 ml roztoku amoniaku (1) a doplni se vodou do 1000 ml. Uchovava se
pii laboratorni teploté ve tmé nejdéle 2 mésice.

Vanadi¢nanové ¢inidlo.

Ptiprava: 2,35 g vanadi¢nanu amonného (3) se rozpusti v ptiblizn¢ 400 ml vody o teploté
50 °C az 60 °C. Ptid4a se 20 ml nafedéné kyseliny dusi¢né (11) a doplni se vodou
do 1000 ml. Uchovava se pfi laboratorni teploté ve tmé nejdéle 2 mésice.

Molybdenan/vanadi¢nanové (STOP) ¢inidlo.

Ptiprava: Smichd se 1 dil vanadicnanového cinidla (13) s 1 dilem molybdenanového
¢inidla (12) a ptidaji se 2 dily nafedéné kyseliny dusi¢né (11). Promicha se. Pfipravuje
se denng Cerstvy.

Tween® 20, 10%.

Ptiprava: 10,0 g Tweenu (10) se rozpusti ve vodé a doplni se na 100 ml. Uchovéva se
pii laboratorni teploté nejdéle 6 mésicii.

Acetatovy pufr, pH 5,5; 0,25 mol/I.

Ptiprava: 34,0 g octanu sodného (9) se rozpusti v piiblizné¢ 900 ml vody. pH se upravi
kyselinou chlorovodikovou (5) na hodnotu 5,50 + 0,02 a doplni se vodou do 1000 ml.
Uchovava se pii laboratorni teploté nejdéle 2 tydny.

Acetatovy pufr s 0,01% Tweenem 20, pH 5,5; 0,25 mol/l.

Ptiprava: 34,0 g octanu sodné¢ho (9) se rozpusti v asi 900 ml vody. pH se upravi
kyselinou chlorovodikovou (5) na hodnotu na 5,50 £+ 0,02. Ptida se 1 ml 10% Tweenu
(15) a doplni se do 1000 ml vodou. Uchovava se pti laboratorni teploté nejdéle 2 tydny.

Acetatovy pufr s 0,01% Tweenem 20, pH 5,5; 0,50 mol/l.

Ptiprava: 68,0 g octanu sodného (9) se rozpusti v piiblizn¢ 900 ml vody. pH se upravi
kyselinou chlorovodikovou (5) na 5,50 + 0,02. Ptfidd se 1 ml 10% Tweenu (15)
a doplni se vodou do 1000 ml. Uchovava se pii laboratorni teploté¢ nejdéle2 tydny.
Pouziva se misto acetatového pufru (17) v pripadée, kdy aktivita fytdzy ve vzorku je
<200 U/kg.

Fytatovy substratovy roztok, 7,5 mmol/l, kone¢na koncentrace v reakci 5 mmol/l.

Ptiprava: 2,00 g fytatu sodného (8) s obsahem anorganického fosforu <0,1 % se rozpusti
v asi 200 ml acetatového pufru (16). Pfesna navazka se stanovi s ohledem na cCistotu
a obsah vody v dané Sarzi (viz. poznamka 7). pH se upravi kyselinou chlorovodikovou
(5) na hodnotu 5,50 + 0,02 a doplni se acetatovym pufrem (16) do 250 ml. Piipravuje
se denn¢ Cerstvy, nez se upotiebi, uchova se v lednici.
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Standardni fosfatovy zasobni roztok, 200 mmol/I.

Ptiprava: Asi 10 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (7) se vysusi 2 h pii 105 °C
a uchova se v exsikéatoru.

Navazi se ptiblizné 2,722 g vysuseného dihydrogenfosforecnanu draselného (7) (pfesna
navazka se zaznamena pro vypocty), kvantitativné se pienese do 100ml odmérné banky
a doplni se do 100 ml acetdtovym pufrem s Tweenem 20 (17). Nasledné se promicha
ttepanim do Gplného rozpusténi dihydrogenfosfore¢nanu. Uchovava se pii laboratorni
teploté nejdéle 2 tydny.

Standardni fytdzovy zasobni roztok.

Podle ocekavané aktivity fytazy se navazi (50,0 — 300,0) mg certifikovaného fytazového
standardu (22), kvantitativné se pienese do 100ml odmeérné banky a doplni se na 100 ml
acetatovym pufrem s Tweenem 20 (17). Nasledné se promichd ttepanim do uplného
rozpusténi fytdzy. Pfipravuje se denné Cerstvy.

Certifikovany standard fytazy, napi. Basf, kat. ¢. A009/001/Standard.
Kukufi¢na moucka.

Slouzi jako matrice pro nafedéni vzorklti mineralnich krmiv a premixt. Moucka musi
byt namleta na ¢astice mensi nez 1 mm. Mize se pouzit i bézné kukufi¢nd mouka. Obsah
nativni fytazy je v kukufici zanedbatelny.

Pristroje a pomiicky

Vodni lazen, termostatem kontrolovana, se stojankem pro 2ml zkumavky.
pH-metr, s odecitanim na dvé desetinnd mista.

Magnetické michacky.

Magnetickd michadla, (40 x 20) mm.

Analytické vahy, presnost 0,1 mg.

Ptedvazky, piesnost 0,01 g.

Vortex mixer.

Centrifuga pro 2ml mikrocentrifugan¢ni zkumavky, (11000 — 20000) g.
Pipety (10 — 2000) pl.

Mikrotitracni desticky a spektrofotometr pro mikrotitracni desticky.
Mikrocentrifugac¢ni zkumavky, 2 ml.

Exsikator.

Ttepacka recipro¢ni (piimocary pohyb). .

Spektrofotometr.
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5 Postup

Pouziji se vyhradn¢ vzorky, které nejsou poSkozené ani pozménéné transportem nebo
skladovanim.

5.1 Priprava vzorku (extrakce)
Krmna smés

Ctyfti 5g navazky kazdého vzorku se prenesou do 50ml kuZzelovych bangk. Do kazdé baiky
se pfida 50 ml vody a 0,05 ml 10 % Tweenu 20 (15). Intenzivné se 45 min tiepe nebo micha.
Z kazdé banky se pipetou odeberou 2 ml takto =ziskaného extraktu. Vlozi se
do mikrocentrifugacnich zkumavek (11) a centrifuguje se 3 min pii 11000 az 20 000 g.

Mineralni krmivo, premix

Ctyti (0,5 g + 0,001) g navazky vzorku namletého na ¢astice mensi nez 0,5 mm se navazi
do 800ml kéadinek. Do kazd¢ se ptida (50 + 0,5) g kukuti¢né moucky (23) a 500 ml acetatového
pufru (17). Pak se 60 min intenzivné michd na magnetické michacce. Z kazdé¢ kadinky
se pipetou odeberou 2 ml extraktu, které se vlozi do mikrocentrifuga¢nich zkumavek (11)
a centrifuguji se 3 min po dobu pii 11 000 az 20 000 g.

Pouziti supernatantu je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1. Reakéni objemy pro mineralni krmiva a premixy.

Ocekavana Objem Objem pufru | Aktivita v reakci | Faktor redéni
aktivita vzorku | extraktu pro v reakci [U] D pro vypocet
[Urke] reakdl ]
x 1000 [d]
10 az 25 300 100 0,003 - 0,0075 1,33
25 az 50 200 200 0,005 - 0,01 2
50 az 200 100 300 0,005 - 0,02 4
> 200 100 300 0,005 - 0,02 celkové vhodné
fedéni
Poznamky
1 Pomer Fedéni vzorku mineralniho krmiva a premixu: V praxi se mineralni krmivo pridava

do krmné smési v mnozstvi (1 — 4) %, u premixii (0,2 — 1) %. Navazka 0,5 g vzorku a 50 g
kukuricné moucky odpovida 1% misicimu poméru. Tento misici pomér se pouziva jako konvence
pro porovnatelnost vysledkii z riizznych laboratori, i kdyz je deklarovany misici pomer mineralnich
krmiv a premixii nizsi nebo vyssi.

2 Pro zvySeni rozdilu v absorbanci v rozsahu (10 000 — 25 000) U/kg se miize objem extraktu zvysit
na 400 ul bez pridani acetatového pufru (17).
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3 Vzorky s aktivitou fytazy nad 400 000 U/kg se naredi acetatovym pufrem (17) v pomeru 1 : 1
predtim, nez se smicha 100 ul extraktu a 300 ul pufru (17) pro enzymatickou reakci. Pak
Je celkovy faktor Fedeni 8.

4 Pokud je namérend absorbance mimo kalibracni rozsah, stanoveni se musi opakovat
s vhodnéjsim naredénim.

5.2  Priprava standardi

5.2.1 Standardni fosfatova krivka

Standardni zasobni roztok fosfatu (20) se nafedi postupnym fedénim acetitovym pufrem
s Tweenem 20 (17) podle tabulky 2.

Tabulka 2. Stupné Fedéni fosfatové standardni krivky.

Bod Pufr (20) Doplni se pufrem (17) Koncentrace
(ml) na celkovy objem (umol/ml)
(ml)

A 3,5 10 7

B 5 20 5

C 3 20 3

D 2 20 2

E 1 20 1

F 0,6 50 0,24
Poznamky
5 Konecna koncentrace v mikrocentrifugacni zkumavce po 10-nasobném naredent pufrem (17),

viz. tabulka ¢. 2. Presna koncentrace se musi vypocitat (20).

5.2.2 Kontrolni fytaza

Do kazdé inkubace se zaradi fytdzova kontrola. Zasobni roztok fytazy (21) znamé aktivity
se nafedi na konec¢nou aktivitu mezi (0,15 — 0,25) U/ml. Piesna aktivita se prepocita, zahrne se
fedéni z tabulky 4.

5.3 Standardni krivka

Anorganicky fosfat ve vzorku se podili na barevném komplexu, proto se pro kazdy vzorek
nafedi 1 blanky. Pro vypocet fytazové aktivity vzorkil se odectou hodnoty blankli od hodnot
vzork.

Tti paralelky a dva blanky se ptipravi pro kazdé fedéni. Postup viz tabulka 3.
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Tabulka 3. Postup pro pripravu standardni krivky.

Postup testu Standardni vzorky Blank
Acetatovy pufr (17) 360 pl 400 pl
Standard (A — F) viz tab. 2 40 pl 0
Fytatovy substrat (19) 0,8 ml 0,8 ml
STOP ¢inidlo (14) 0,8 ml 0,8 ml
Promichat ano ano
Ponechat pii laboratorni teploté | 10 min 10 min

Centrifugace

3 min pii 11000 g

3 min pii 11000 g

Mg¢éteni na spektrofotometru

415 nm

415 nm

Popis testu: Do 2ml mikrocentrifuganich zkumavek se napipetuje 360 ul acetdtového pufru
(17). Ptidé se 40 pl natedéného standardu (podle tab. 2, A — F). Pro ptipravu blankt se pipetuje
400 pl acetatového pufru (17) do 2ml mikrocentrifugacnich zkumavek. Ptida se 0,8 ml substratu
(19) a 0,8 ml STOP ¢inidla (14). Zkumavky se fadné promichaji a nechaji se stat pii laboratorni
teploté 10 min. Centrifuguje se 3 min pii 11000 g. Do mikrotitra¢nich desticek se pipetuje
200 pl ¢istého supernatantu a mefi se na spektrofotometru pro mikrotitracni desti¢ky pfi vinové

délce 415 nm.
54 Kontrola

Pro kazdé¢ fedéni se piipravi 2 stanoveni a 1 blank. Postup viz. tabulka 4.

Tabulka 4. Postup pro urovein kontroly — fytazy.

Postup testu Standardni vzorky fytazy Blank
Acetatovy pufr (17) 360 pl 360 pl

Vzorek standardni fytdzy (podle bodu 5.2.2) 40 ul 40 ul

Promichat ano ano
Preinkubace pfti 37 °C 5 min 5 min

Fytatovy substrat (19) 0,8 ml - STEP 1 0,8 ml — STEP 2
Mix ne ne

Inkubace pii 37 °C 30 min ne

STOP c¢inidlo (14) 0,8 ml — STEP 2 0,8 ml — STEP 1
Promichat ano ano

Ponechat pii laboratorni teploté 10 min 10 min

Centrifugace

3 min pii 11000 g

3 min pii 11000 g

Mg¢éteni na spektrofotometru

415 nm

415 nm
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Popis testu: Do 2ml mikrocentrifugacnich zkumavek se pipetuje 360 pl acetatového pufru (17).
Ptida se 40 ul nafedéného roztoku fytazy (podle bodu 5.2.2) a promicha se. Vzorky
se preinkubuji 5 min pfi 37 °C ve vodni 1azni. Ptida se 0,8 ml substratu (19) predehiatého na
37 °C. Inkubac¢ni Cas je ptesn¢ 30 min. pti 37 °C. Po 30 min se ptida 0,8 ml STOP ¢inidla (14)
a promicha se. Necha se stat 10 min. pti laboratorni teploté, pak se centrifuguje 3 min. pii 11000
g. Do mikrotitracnich desticek se pipetuje 200 pl cCistého supernatantu a méii se na
spektrofotometru pro mikrotitracni desti¢ky pii vinové délce 415 nm.

Blanky se preinkubuji 5 min. pti 37 °C ve vodni lazni , ptida se nejprve 0,8 ml STOP c¢inidla
(14) — STEP 1 (krok 1), potom 0,8 ml fytatového substratového roztoku (19) — STEP 2 (krok
2).

5.5  Vzorky krmiva

Pro kazdou analyzu se ptipravi 2 paralelni zkumavky a jeden blank. Postup je popsan v tabulce
5.

Tabulka S. Postup pro vzorky krmiv.

Postup testu Vzorky krmiv Blank
Acetatovy pufr (17) 300 pl 300 pl

Vzorek krmiva (pfipraveny 100 pl 100 ul

podle bodu 5.1)

Promichat ano ano

Preinkubace pti 37 °C 5 min 5 min

Fytatovy substrat (19) 0,8 ml — STEP 1 0,8 ml — STEP 2
Promichat ne ne

Inkubace pii 37 °C 30 min ne

STOP ¢inidlo (14) 0,8 ml — STEP 2 0,8 ml - STEP 1
Promichat ano ano

Ponechat pii laboratorni teploté | 10 min 10 min
Centrifugace 3 min pii 11000 g 3 min pii 11000 g
Mg¢fit na spektrofotometru 415 nm 415 nm

Poznamka

6 Je vhodné vzorky krmiv naredit vodou na koncentraci fytazy (2,9 — 3,2) umol/ml podle vyrobcem

deklarované hodnoty.

Popis testu: Do 2ml mikrocentrifugacnich zkumavek se pipetuje 300 pl acetatového pufru (17).
Ptida se 100 pl nafedéného vzorku krmiva, piipraveného podle bodu 5.1 a promicha se. Vzorky
se preinkubuji 5 min pii 37 °C ve vodni lazni . Pfida se 0,8 ml substratu (19) ptfedehiatého na
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37 °C. Inkubacni ¢as je presné 30 min. pii 37 °C. Po 30 min se ptida 0,8 ml STOP ¢inidla (14)
a mikrocentrifuga¢ni zkumavky se promichaji. Necha se stat 10 min. pii laboratorni teploté,
pak se centrifuguji 3 min pfi 11000 g. Do mikrotitracnich destic¢ek se pipetuje 200 pl Cistého
supernatantu a méti se na spektrofotometru pro mikrotitracni desti¢ky pti vinové délce 415 nm.

Blanky se preinkubuji 5 min. pii 37 °C, pfida se nejprve 0,8 ml STOP c¢inidla (14) - STEP1
(krok 1), potom 0,8 ml fytatového substratového roztoku (19) — STEP 2 (krok 2).

6 Vypocty
6.1  Sestrojeni standardni krivky

Standardni kiivka se sestroji zrozdili absorbanci AA4is (Asisstandard — A4isplank) Ziskanych
s fostfatovymi standardy (5.2.1 a 5.3) na ose y a vypocitanymi koncentracemi fosfatu na ose x.
Do vypoctu koncentraci se musi zahrnout i fedéni 1 : 10 v mikrocentrifuga¢nich zkumavkach,
tj. 40 ul fedéného standardu (tabulka 1) + 360 ul pufru. Odpovidajici kiivka se vypocita pomoci
linearni regrese y = m x X.

6.2  Vypocet fytazové aktivity
Aktivita fytazy (afyza) se vypocita takto
AA X D

Apytiza = T W < ¢
kde

AA  jerozdil absorbanci Asisvzorku — A415 blanku
smérnice standardni kiivky Aais, (umol'ml),

fedici faktor (extrakéni objem x fedéni extraktu) (ml),

£ O B

hmotnost vzorku, (g resp. kg),

—

inkubac¢ni ¢as (min).

Poznamky

7 Cistota a obsah vody ve fytdtové kyseliné se lisi v jednotlivych Sarzich, a proto by se mél zahrnout
do vypoctu pripravy substratu.

Priklad:

Fytat dodekasodny (phytic acid dodecasodium salt; 0,008 % inorganic phosphorous) napr.
P0109, Sigma, Lot 057K0049 obsahuje:

Fytat (phytic acid) molekulova hmotnost, 923,8 g/mol
Cistota (purity) 97 %
Obsah vody (water) 12,6 %
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~0,0075molx923,8¢
Ixmolx 0,97 x 0,874

FK =8,17g/l

FK — navazka v g na pripravu 1 litru roztoku fytatu o koncentraci 7,5 mmol/I.

Vysoky obsah napr. MCP (fosforecnan vapenaty) ve vzorcich krmiva vede k vyssim hodnotam
blankit (Asis > 1,6). Nekteré spektrofotometry nemuseji mérit linedrné pri vyssich hodnotdch
absorbance (blizici se k 2). Hodnoty fytazy, ziskané ze vzorku krmiva s tak vysokymi hodnotami
blanku museji byt peclivé hodnoceny, protoze vysoké hodnoty absorbance mohou vést
k nadhodnoceni nebo podhodnoceni obsahu fytazy. Naredeni extraktu krmiva 1 : 2 nebo 1 : 4
miize pomoci redukovat hodnotu absorbance. Ale hodnota A415 by méla byt > 0,04.

Literatura
EN ISO 30024 : 2009 — Krmiva — Stanoveni aktivity fytazy.

VDLUFA Asocciation Method Book II1, 27.1.3 — Piiprava mineralnich krmiv a premixt
pro stanoveni aktivity fytazy.
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