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L&i néi dau

TCVN 13915-2:2023 hoan toan twong duong véi 1SO 23893-2:2007.
TCVN 13915-2:2023 do Ban kj thuat tiéu chuan quéc gia TCVN/TC 147
Chaét long nude bién soan, Vién Tiéu chuan Chét lwong Viét Nam @&

nghi, Téng cuc Tiéu chuan Do lwdng Chét Iwong tham dinh, Bd Khoa
hoc va Cong nghé cong bo.

B TCVN 13915 (ISO 23893), Chét lugng nudc — Céc phép do sinh Iy

va sinh héa trén ¢4 gém céc tiéu chuan sau:

- TCVN 13915-1:2023 (ISO 23893-1:2007), Phan 1: Ly mau c&, x{ Iy
va bdo quan mau;

- TCVN 13915-2:2023 (ISO 23893-2:2007), Phan 2: Xac dinh
ethoxyresorufin-o-deethylase (EROD);

- TCVN 13915-3:2023 (ISO 23893-3:2013), Phdn 3: Xac dinh
Vitellogenin
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Loi gidi thiéu

Phép do d4u hiéu sinh hoc & nhiém trén ¢4, nhw phép do cac hoat tinh bién ddi sinh hoc clia enzym, co
kha nang dung dé cung cAp théng tin vé cac mirc tiép xtic, kha dung sinh hgc va anh hwéng sinh hoc
s&m clia cac chat co trong hé sinh thai dudi nudc. Phép do hoat tinh ctia enzym EROD cho phép chén
doan sy tiép xdic clia ¢ v&i cac chét gay cam (rng clia cytochrome P450 1A, nhu Polycorinat biphenyls

(PCBs) nhét dinh, hydrocacbon thom da vong (PAHs) va dioxin. R4t nhidu cang trinh nghién ctru cung
cap bang chirng cho mirc d6 clia cac nghién ctru da thuc hién (xem Thuw myc tai liéu tham khao).

Sw cam (rng clia hoat tinh EROD cho thay st cé mét clia cac chét gay cam (’ng nhw nhitng chét da a&
cép & trén. Tuy nhién, khdng c6 s\ cadm (rng phan anh sy tiép xtc clia ¢ véi cac chat 6 nhiém hivu co,
bao gdm ca hién twong (rc ché sw cam (ng EROD v& kha nang bién ddi cac bién sinh hoc clia chét gay
cam (rng hodc chét ndng @6 tiép xtc thap.

Viéc ap dung phwong phap tham chiéu chuan dwoc khuyén céo dung trong chwong trinh quan tric. Cac
thirc hanh hiéu chuén lién phong bang phép do hoat tinh enzym EROD thirc hién tir ndm 1991 da dwa
ra nhiéu ngudn 18i, nhirng I8 nay rat d& tranh (pha loang resorufin, xac dinh protein, tinh toan hoat tinh
enzym v.v..) mdt khi cac phong thtr nghiém thanh thao viéc phan tich cac hoat tinh enzym va cac yéu té
¢6 kha nang gay 16i.
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Chét lwgng nwére — Cac phép do sinh ly va sinh héa trén ca —
Phan 2: Xac dinh ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)

Water quality — Biochemical and physiological measurements on fish —

Part 2: Determination of ethoxyresorufin-O-deethylase (ERQOD)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phrong phép do hoat tinh enzym ethoxyresorufin-O-deethylaza (EROD) trén
phan doan sau khi loai ty thé clia dich ddng thé mo (chat ddng nhét) gan ¢4 (phan dwai té bao chiva hoat
tinh EROD) str dung phuwrong phap do huynh quang trong cuvet hodc vi dia.

Phuong phap nay &p dung cho ca dwoc 1ay mau trong mdi trwdng tw nhién (nwéc ngot hodc nudc man)
ho&c da tiép xtic v&i cac chat hodc chét thai trong phong thir nghiém.

Phuong phap nay cé thé ap dung cho céc gia tri EROD Ién hon hodic bing 1 pmol/{min.mg) protein. C6
thé thu dwoc d§ nhay cao hon bang cach st dung phwong phap dung cuvet (6ng nghiém)

2 Tailidu vién dan

Céc tai liéu vién din sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chun nay. Ddi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng bé thi 4p dung phién ban dwoc néu. D6i vi cac tai liéu vién dén khong ghi ndm céng bé thi
4p dung phién ban ma&i nhét, bao gdm ca cac sira ddi, bd sung (néu co).

TCVN 13915-1 (ISO 23893-1), Chét lrong nuée — Céc phép do sinh Iy vé sinh héa trén cé — Phan 1: Ldy
mau, x Iy va béo quan méu c4.

3 Nguyén tic

LAy mAu ca va m ca nhw trong TCVN 13915-1 (ISO 23893-1) dé liy cac miéng gan. Cac chét ddng nhét
clia gan ca dwgc chuln bj bing cach nghién (ddng héa) va ly tam dé thu lay phan doan S9 néi phia trén.
Hoat tinh enzym EROD trong cac phan doan S9 dwec x‘éc dinh bang cach do muc ting huynh quang do
sy bién ddi 7-ethoxyresorufin thanh resorufin. Huynh quang dwgc ghi lai theo Iwgng resorufin st dung
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dai hiéu chuan (ngoai chudn cla resorufin hodc clia rhodamin B). Hoat tinh EROD lién quan d@én lwong
protein trong phan doan S9.

4 Moi trwong thir nghiém

T4t ca cac thao tac xtr Iy va thtr nghiém phan doan S9 phai dwoc thire hién & nhiét do xap xi 4 °C (vi dy:
x(¥ Iy trong nwérc da nghién), trir phan (ng enzym phai dugc thire hién & 20 °C £ 2 °C.

5 Thubc thir

Chi slr dung thudc thir loai tinh khiét cAp phan tich dwoc cang nhan, trir khi ¢6 quy dinh khac.
5.1 Nwéc siéu tinh khiét, co do dan dién dudi 1 uSicm.

5.2 Kali clorua, dung dich 150 mmol/L

Héa tan 11,2 g KCI (khdi legng phén tl tong déi la 74,6) trong 1 L nuére (5.1). Dung dich ndy én dinh
trong 6 thang & nhiét @6 4 °C £ 3 °C.

5.3 Dung djch dém phosphat, 100 mmol/L; pH 7,8 £0,1,

Thanh phan ion va d6 pH c6 thé anh hwdng dén hoat & EROD va céc didu kién téi wu c6 thé khac nhau
gitva cac loai. Dung dich dém sau day dw kién cho cac gia tri hoat @ EROD twong dwong déi véi hau
hét cac loai ca.

Chuén bj hai dung dich sau, A va B:

- Dung dich A: hoa tan 17,4 g K;HPO, (khéi lwong phan tr tong déi 1a 174,2 & dang khan) trong 1 L
nuéc (5.1);

— Dung dich B: hoa tan 13,6 g KH2PO4 (khéi lwong phan ttr tong déi 1a 136,1 & dang khan) trong 1 L
nuwéc (5.1).

Chinh dung dich A dén pH 7,8 £ 0,1 bang dung dich B.
Dung dich nay cé thé dn dinh 6 thang & nhiét d¢ 4 °C + 3 °C.
5.4 Glyxerol (20 %) trong dung dich dém phosphat

Cho mét lwgng 20 % glyxerol (CsHsOs; khéi Ivgng phan tir trong déi 92,1) vao dung dich dém
phosphat (5.3). Néng @ cudi cling 1a 20 % glyxerol va 100 mmol/L phosphat.

5.5 Dung dich géc resorufin (108 mg/L)

Hoa tan khoang 10,8 mg resorufin (mudi natri C12HsNNaOs; khéi ligng phan tr twong déi 235,2) trong

100 mL dimetylsunfoxit (DMSQ) & noi tdi, Iac trong 2 h. Doc mat do quang & budc séng 572 nm trén
may quang phd. Tinh ndng d¢ resorufin chinh xac, ¢, bang milimol trén lit, st dung Céng thie (1):
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D
= (1)
Trong dé:
D lamat d6 quang (twong (’ng vai s6 bwdc song hap thy tinh bang cm');

£ lahé sé tat phan tir {ddi voi resorufin, cac gia tri = 73,2 (mmol/L)" cm™ & 572 nm (Tai ligu tham
khao [17]) va 54,0 £ 1,1 (mmol/L)! cm" (Tai liéu tham khdo [36]) da dwoc béo céo lai};
I 1a do dai dwong quang, tinh bang centimét.

Chudn bij dung dich nay tai thi diém xac dinh va bao quan cac phan dung dich nay déng lanh & -20 °C
va tranh 4nh sang. Cac phan dich nay cé thé bao quan duoc 6 thang.

CHU THICH: Resorufin rét khong n dinh trong diéu kién anh sang ban ngay.
5.6 Dung dich lam viéc resorufin

Pha loang dung dich géc (5.5) véi DMSO dé thu dwoc khodng 10 mL dung dich lam viéc 11,5 pmoliL.
Chuén bj dung dich nay tai thi diém xac dinh.

5.7 Dung dich chuin Rhodamin B

Hoa tan 25 mg rhodamine B (C2sHsoN20s; khéi lwgng phén t& twong déi la 442,55) trong 250 mL ete
etylen glycol monometyl. Pha loZng dung dich nay v¢i ete etylen glycol monometyl, sao cho thu dwgc
dung dich chuan 0,1 pmol/L & bao quan thanh cac phan thich hep. Dung dich nay on dinh trong 6 thang
& noi tbi va & nhiét dd 4 °C + 3 °C.

5.8 Nicotinamit adenin dinucleotit phosphat (NADPH)

Déi v&i phwong phap vi dia, hoa tan 19,2 mg B-NADPH (C21HzsN;NasOs7Ps); khéi Iwgng phén t& twong
dbi 833,35) trong 2 mL nuéc (5.1) 38 thu dwoc ndng d6 10 mmol/L.

Chuén bj dung dich nay tai thoi diém xac dinh va tranh anh sang trong bé nuwéc da.

CHU THICH: Béi véi phuong phap ding cuvet (6ng nghiém), hda tan 41,7 mg NADPH trong 1 mL nwéc (5.1) 4é
thu dwoc ndng 49 50 mmol/L.

5.9 Dung djch gbc 7-Ethoxyresorufin

Chudn bj dung dich gbc chira 7-ethoxyresorufin (C12HsNaOs) ddc; khéi lwgng phan tl twong déi 235,17),
vi dy: 5 mg/mL trong DMSO. Béo quan dung dich nay & noi tdi véi nhiét d6 phong t6i da la 1 nam.

5.10 Dung djch lam viéc 7-ethoxyresorufin (46 pmoliL)

Do ndng dd chinh xac clia dung dich géc (5.9) bang phép do quang phé & buréc séng 482 nm sl dung
Cang thire (1). O bwdc song 482 nm, hé sé hap thu phan ti 13 2,25 x 10* (mol/L)'cm™.

Pha lodng dung dich géc (5.9) bang DMSO @& thu dwgc dung dich 1am viéc 46 umol/L dé dung cho
phueng phép vi dia. Chuan bj dung dich nay tai thei diém xac dinh.
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CHU THICH: Dung dich lam viéc 400 pmol/L dwgc sl dung cho phureng phap diing cuvet (ng nghiém).
5.11 B-Naphthoflavone hoa tan trong diu lac

D& bom mét lidu B-naphthoflavone (CigH1202, khéi lwong phan t& teong déi 272,3) vao ca theo khéi
Ieng trén phan khéi lwong ca 1a 50 mg/kg (bom 10 pL dung dich vao diu cho m&i gam ca), chuan bj
dung dich B-naphthoflavone trong d4u lac véi néng d6 5 mg/mL. Dung dich nay dwec lac ki va gia nhiét
dén dd 45 °C + 5 °C trong ndi cach thly dé cai thién tinh dong nhét.

6 Thiét bj, dung cu

St dung cac thiét b, dung cu thdng thwong clia phdng thir nghiém va cac dung cu sau day.
6.1 Ong déng lanh.

6.2 Binh chira nito Iong hodc ti dong lanh, dat & nhiét @6 dwéi -70 °C.

6.3 May do quang phd huynh quang ding cuvet hodc vi dia, diing cho dia 96 giéng.
CHU THICH: Viéc st dyng c4c vi dia mau tréng dyc cho phép gidm dang k& nhiéu nén huynh quang.
6.4 May ly tam.

6.5 May ddng nhét, kiéu Potter Elvehjem hoéc loai twong duong.

6.6 May do pH.

6.7 May do quang phd.

7 Lay mau va chuan bj mau
7.4 Léymiuca

Viéc lay mau cin dugc thuc hién trong méi trwong tw nhién bing cach danh bét ¢a hodc trong phong thi
nghiém trén c4 da tiép xic v&i cac chat hodc chét thai nhu durgre quy dinh trong TCVN 13915-1 (IS0 23893-1).
L&y m3u it nhat 10 ca thé ca cling loai, ciing gidi tinh va co kich thudc ddng déu tr mdi nhom dé kiém
tra hoat tinh EROD.

Khdng lay mau vao mua sinh san vi méi tredng séng clia ca va cac hoat dong sinh Iy clia chiing co thé
bj thay ddi do hoat dong sinh duc.

Céc yéu td co kha ndng &nh hudng dén hoat tinh EROD, phai dugc xac dinh va ghi lai trong bao céo
th& nghiém:

a) Nhiét do nwoc;

b) Ma ta chung vé tinh trang sirc khde clia tirng ca thé ca (gidi tinh, chiéu dai, khdi legng co thé, khdi

lugng gan, khéi lugng tuyén sinh duc, cac tdn thwong bén ngoai va bén trong) didu nay thwéng
dwoc béo cdo lién quan dén viéc 1ay mau nhu trong TCVN 13915-1 (ISO 23893-1).
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Tuy thudc vao myc tiéu cla nghién clru, dam bao ring ca dbi ching (tlr dia diém tham chiéu hodc nhém
phong thir nghiém) dugc 1y tlr mdi truedng co chat lwong sinh thai thda dang. Xt Iy ca déi chieng va cac
mau clia ching theo cach twong ty nhw xt¥ Iy ca tir cac nhdm dwgc kiém tra hodic x( Iy thre nghiém, trir
viéc tiép xtic v&i cac chét quan tam.

7.2 Giétcavambeca

Sau khi danh bét hodc khi két thic tiép xtc, 1am chét ca va md lay gan khi vira bat ca ra khdi nwéc nhw
quy dinh trong TCVN 13915-1 (ISO 23893-1). L4y mau mét miéng nhd hon 1 g tir cling mdt phan gan cla
méi ca thé c& cang sém cang tét sau khi ca chét. Can than d& khdng @& mat lam nhi&m ban gan khi mé.

7.3 Bao quan

Néu khang thé thwe hién phép xac dinh vao ngay lay mauy, thi cac mau gan phai dwoc dong lanh ngay &
nhiét d6 dwdi -70 °C, vi du bang cach st dung nito 1dng hodic da kho. Cac mAu sau d6 cé thé dwgc bao
quan trong 3 thang trong nito’ Idng hodc & nhiét d§ dwéi -70 °C (6.2).

Néu cac phép do EROD duoc thire hién vao ngay Iy mau thi budc chuan bj (8.1) phai dwec bat dau
trong vong 1 h va cac mau gan phai dwgc bdo quan & nhiét Ao dwéi 4 °C.

8 Cach tién hanh

8.1 Chuln bj cac phan doan

Trwée khi tién hanh phép xac dinh, rira mau gan trong dung dich kali clorua (5.2) va sau d6 déng hoa
mAu trong 4 mL dung dich dém phosphat (5.3) bing cach nghién trong may dong nhét (6.5). Néu st
dung cac mau gan nhd hon (hodc 16n hon), thi nén gidm (hodc tang) thé tich dung dich dém dé git cb
dinh ty & gan trong dung dich @ém Ia 1 g : 4 mL. Thyc hién viéc téng (hodc giam) thé tich dung dich dém
& nhiét dd khoang 4 °C béng cach duy tri dém phosphat & nhiét d6 d6. Qua trinh nghién phai thic hién
trong vong 0,5 min dén 2 min, cc diéu kién va thoi gian nghién trng mau phai giéng nhau.

Ly tam cac chéat ddng nhét & 10 000 g (khodng 90 000 m/s?), & nhiét dd 4 °C + 3 °C trong 10 min dén
20 min. Thu héi cht 1dng ndi phia trén (phan doan $9) va bao quan & nhiét dd 4 °C + 3 °C. Tién hanh
xac dinh enzym trong vong 1 h sau khi thu hdi phan ndi phia trén.

CHU THICH: Ca thé 1am ddng lanh nhanh cac chit ddng nhat clia gan trong cac éng déng lanh (6.1) @n nhiét 46
dudi -70 °C, s dyng vi du nhu nito 18ng, trong cac digu kién néu trong 7.3 véi digu kién 13 cac méu gan (7.3) chwa

dugc dong lanh treéc @6, Trong trudmg hop @ong lanh trudre, thi cac mau gan phai dwgc déng nhat treée nhue &
trén, nhwng sir dung glyxerol trong dung dich dém phosphat (5.4).

8.2 Xac djnh protein

Péi v&i tirng phan doan S9, tién hanh xac dinh protein theo Tai liéu tham khao [22) hodc Tai liéu tham
khao [2], st dung cac bo kit thir nghiém ban sin. Ndng dd ctia chét chudn protein [albumin huyét thanh
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bd (BSA)] phai duwoc kiém tra bang may do quang phé néu st dung cac chét chuan cia phéong tht
nghiém.

8.3 Xac dinh hoat tinh EROD

8.3.1 Hiéu chuin

8.3.1.1 Téng quat

Tién hanh hiéu chuan 14y dung dich Iam viéc resorufin (5.6) hoic dung dich chuan rhodamin B (5.7) lam
co s&. Huynh quang ctia rhodamine B cao gép 1,2 1an so v&i huynh quang ctia resorufin & néng d6 phan
tlr twong duwong.

8.3.1.2 Hiéu chuin bang resorufin

Do tuyén tinh clia dwong chudn phai dwoc xac dinh; cac mau cn duoc do trong phan tuyén tinh cla
duéng chun. Cac mau co hoat tinh cao phai dwoc pha loang. Khodng tuyén tinh ctia dwéng chun phu
thudc vao thiét bj dwroc st dung va viéc cai dat thiét bi.

Thiét 1ap dai ndy bang cach pha lodng dung dich lam viéc resorufin (5.6) voi DMSO & céc hé sb pha
lodng sau: 1; 5; 10; 50 va 100.

Chuén bi hén hop phan (rng theo 8.3.2.1, thay 7-ethoxyresorufin bang resorufin va phan doan S9 bang
dung dich protein (BSA hodc dich chiét protein clia cac loai ca dwec nghién ciru). Nén s dung nbng dd
protein gidéng nhét co thé véi ndng d6 cia cac phan doan S9 dang dwoc phan tich.

Do huynh quang theo 8.3.2.2. Huynh quang do duoc ty 1& thuan véi ndng do resorufin. Dam bao ring
chi phan tuyén tinh clia dwong chudn duwoc st dung dé dinh luong.

8.3.1.3 Hiéu chuén bang rhodamin B

Cho dung dich chuan rhodamin B (5.7) vao cuvet hodc vao 3 giéng clia vi dia tiy thudc vao may do phéd
huynh quang (6.3) dugc st dung.

CHU THICH: Cé tinh dén hidu chun xen ké rhodamin Bfresorufin (trong didu kién hdn hop phan tng), dung dich
rhodamin B dwroc st dung lam chét chudn. Khong cin phai thém thudc thir.

Do huynh quang theo 8.3.2.2. Gia trji huynh quang thu dwoc nay chia cho 1,2 1a bang huynh quang clia
dung dich resorufin co néng d6 0,1 pmol/L.

8.3.2 Xac dinh
8.3.21 Chudn bj hén hop phan (rng

Béi v&i mGi phan doan $9, chudn bi hén hop phan tng bing cach bd sung cac dung dich néu trong Bang 1,
lubn két thuc béng dung dich NADPH, vao cuvet hoac vi dia. Tao ba Ian lap lai cho phwong phap vi dia
va néu c¢6 thé thyc hién cho ca phuong phap dling cuvet.

10
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Bang 1 - Chuén bi hdn hop phan rng

Thé tich cba dung djch " Néng d cubi
Dung dich dugce dua vao trong Néng d¢ dung dich cling trong hén
" h¢p phan (rng
Cuvet Vidia Cuvet Vi dia
Dung dich dém 1,96 mL 200 pL 100 100mmoyL | Khoang 100 mmoll
phosphat (5.3) mmoliL
7-Ethoxyresorufin(5.10) 491 10 4L 400 pmollL 46 pmollL 2 pmoliL
. 5mgdén10mg (1,1 mgdén23mg | 50 pg dén 100 pg
Phan doan 56 (8.1) 20uL 0w protein trén mL protein trén mL protein trén mL
NADPH (5.8) 20 pL 11,5 L 50 mmol/L 10 mmol/L 0,5 mmol/L

Ghi lai thdi diém thém dung dich NADPH (5.8) 1a thoi diém bt ddu phan (ng enzym. Phan (ng c6 thé
bét dAu [udn hodc sau 1 min dén 2 min thy thudc vao lodi ca. Két thic ghi sau 2 min giai doan phan Gng.
Téc do dwoc xac dinh tir giai doan phan (rng, khéng bao gom giai doan tré.

C6 thé trdn lwgng can thiét 7-ethoxyresofurin vao dung dich dém phosphat & néng dd cudi cing mong
mudn (2 pmol/L) trvdre khi cho vao cuvet hodic cac giéng clia vi da. Déi véi hiu chudn béng resorufin
(8.3.1.2), cling cé thé chudn bj lveng dung dém phosphat can thiét da chira s&n dung dich resorufin theo
cach twong tw.

8.3.2.2 Po huynh quang

Khi str dung may do phd huynh quang don séc (6.3), thi huynh quang duwoc do & bwdc sdng cuc dai cla
resorufin va khi st dung may do quang phd huynh quang cé bd loc (6.3), huynh quang duwrgc do & cac
buwéc song kich thich tir 530 nm dén 535 nm va budc séng phét xa tir 580 nm dén 590 nm.

Tinh @ déc ctia mirc tang huynh quang phu thudc vao thdi gian tai mot s diém do st dung hdi quy
tuyén tinh. Néu may do phé huynh quang khéng cé chirc niing nay, thi tinh do déc trén co s& diém dau
va diém cubi.

8.4 Kiém tra do nhay ctia thudc thir sinh hoc va sw phit hg'p véi phwong phap

Can kiém tra d nhay ciia 16 ca duoc st dung trong phong thlr nghiém (kiém chirng duong) d6i véi méi
An thir nghiém dai ndng dd chat hodic nudc thai. Sé lwong ca duoc gay mé bang B-naphthoflavone (5.11)
gibng véi sd lwong duge sty dung trong cac nhom thir nghiém khac (it nhét 1a 10 ¢4 thé). Thei gian tiép -
xtic phai @0 dé cho phép cam (rng (vi dy: 96 h).

Tirng ca thé ca dugc can va tiém p-naphthoflavone vao mang bung theo khéi lgng clia ca (vi dy: 100 pL
dwoc tiém vao ca thé ca nang 10 g).

P&i véi ca nhd, vi du nhw c& soc van, co thé sl dung nwoc tiép xic véi cac chat gdy cam (ng
(B-naphthoflavone hoa tan trong DMSO va cac chét thi nghiém). thi tiép xtic 48 h ¢ thé al dé gay cam
rng.

11
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Déi voi lidu tiém 50 mg/kg, ca duoc tiém (kiém ching dwong) cé thé gay ¢am (ing EROD twong déi cao
s0 v&i ca di ching (kiém chirng am) va cling nhw so sanh voi cam (g do dwoc bang hau hét cac chat
th nghiém va nurére thai hodc & hau hét cac loai ca tir méi trwdng tw nhién. Vi dy, téc d6 cam (rng (bing
hoat d6 trong ca dwoc tiém B-naphthoflavone chia cho hoat d6 trong ¢4 kiém chirng) thudng & khoang 10
(va ludn cao hon 3) déi véi ca chép va trong khodng 100 (va ludn cao hon 30) déi véi ca hdi (Tai liu
tham khao [11]).

9 Biéu thj két qua
9.1 Tinh toan hoat d6 EROD

D6i véi mdi phan doan S9, tinh dwong Iwong resorufin tir 46 déc huynh quang ciia mau. 6 déc huynh
quang nay, tinh bang don vi huynh quang trén min, cé lién quan dén dai ndng do resorufin (8.3.1.2),
béng cach chia do déc cho hé sé ty 1& gira huynh quang va resorufin hodc lién quan dén chéat chuan
rhodamin B (8.3.1.3). D&i voi mdi phan doan S9, tinh hoat dd EROD, Agrop, bang picomol trén min trén
miligam protein, theo Cdng thirc (2):

RVso
Vop

Agrop = (2)

Trong dé:

R 14 dwong lwgng resorufin, tinh bing picomol trén microlit trén min hodc nanomol trén microlit trén
min, khi thich hop;

V. 1atdng thé tich ctia hdn hop phan tng, tinh bang microlit;
p landng dd clia tdng sé protein ¢cé trong phan doan S9, tinh bang miligam trén microlit;
Vs la thé tich clia phan doan S9 c6 trong hén hop phan (ng, tinh bang microlit.

9.2 Xir ly théng ké dir lidu

Trwdce tién, kidm tra dd phan bé chuén clia cling mdt 16 (cling tram danh bat ca hodc cling ndng do, cling
gidi tinh) va tinh @dng nhét clia cac phwong sai (vi du: bang phép tht Levene).

Néu dix liéu gbc hodc dir liéu da chuyén ddi khong phan bé chuin hodc khdng cé phurong sai déng nhét,
thi st dung cac phép thir phi tham sé (vi du: phép thtr Mann va phép thlr U Whitney).

Sau d6, kiém tra sy khac biét thong ké gitra cac EROD ciia cac 16 khac nhau (phép thir ANOVA,
t-Student), va dac biét 1a gitra 16 tiép xtc va 16 kiém soat trong phong thtr nghiém hodc méi truong tw
nhién (hién trrdng).

Trinh bay cac két qua & dang db thi va bang (dwec cung cip dwéi dang sé hoc hodc hinh hoc cho cac
nhém khac nhau va véi khodng tin cay 95 %). Céc vi du v& két qua ctia mAu trong phdng thir nghiém va
m&u méi treding tw nhién (hién trudng) dwec néu trong Phu luc A.

12
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10 Bao cao thir nghiém
Bao cao thir nghiém phai bao gdm it nhét cac thong tin sau:
a) Vién dan tiéu chuan nay;

b) Ngay lay mau, nhiét 5 nwéc, thong tin vé tram danh bét ca (méi treong tw nhién) hoac 16 ca (phong
thir nghiém), sé lwong ca dwoc lay mau [nhw quy dinh trong TCVN 13915-1 (1ISO 23893-1)];

c¢) Daivoitirng lodi ca: kich thudre, khdi lwong, gidi tinh, ty 1é tuyén sinh duc, tom tit chin doan vé tinh
trang strc khde cla ca [nhw quy dinh trong TCVN 13915-1 (ISO 23893-1)];

d) Déi vai mdi loai ca, hoat dd EROD tinh duwgc theo 8.1;

e) Céc gia tri thu duoc trén 16 kiém chirng am (ca khdng bi tiép xtic) va 16 kiém chirng dwong (ca cb
EROD);

f) TAt ca cac chi tiét thao tac khdng dwoc quy dinh trong tiéu chudn nay hodic dwoc coi la tuy chon,
cling véi cac chi tiét bat thwong c6 thé anh hwdng dén két qua.

13
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Phu luc A

(Tham khao)

Vi du vé két qua

A1 Vidu vé phong thir nghiém

Ca hbdi van (Oncorhynchus mykiss) con nhd duwgc tiép xic trong 96 h véi nwrde thai do thi ndng do cao
hodc thap. Dé thu dwoc kiém chirng dwong, mdt 16 10 ca thé ca héi da dwoc tiém p-naphthoflavone véi
liéu 50 mg/kg. D liéu thé duoc liét ké trong Bang A.1 va cac bién phap théng ké két qua tong hop déi

véi cac 16 mAu khac nhau duec dwa ra trong Bang A.2.

Bang A.1 - Di¥ liéu thd tir vi du phong thir nghiém

TR b D ...
Ca hdi 001 Déi chirng am 86 7.9 11
C4 hdi 002 Doi chirng am 93 98 8
Ca hdi 003 Boi chitng am 90 9.4
Cé hdi 004 i chirng am 90 10,4 13
Ca hdi 005 B0i chirng am 102 12,8 9
Cé hdi 006 B0i chimg am 100 116 10
Ca hdi 007 Boi chitng am 100 12,7
C4 hdi 008 B0i chimg am 90 9.8
Ca hdi 009 Doi chirng am 91 86 5
Ca hdi 010 Boi chirng am 84 7.5 10
Ca hdi 011 Déi chirng duong 98 12,1 205
Ca hdi 012 éi chirng duang 110 17 779
C4 hdi 013 Boi ching duong 92 97 285
Ca hdi 014 “Béi chimg duong 12 15,3 820
C hdi 015 BOi chirng duong 105 13,7 730
Ca hdi 016 Boi chirng duong 92 9.2 530
C4 héi 017 Béi ching duwong 98 10,8 616
Cé hdi 018 Bai chirng drong 98 15 542
Cé hdi 019 B4i chirng durong 93 17 347
C4 hdi 020 Bdi chimg duang 104 15,3 412
Cahi021 | 2% thé tich nudc thai 100 1,7 8
Cahdi022 | 2% thé tich nudc thai 96 10,2 7
Cahi023 | 2% thé tich nuréc thai 102 12,3 10
Cahbi024 | 2% thé tich nudc thai 90 8,2 15
Cahbi025 | 2% thé tich nuoc thai 82 6.7 15

14
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M3 L Kich thwwée | Cénniang EROD )
mm g pmol/(min-mg) protein

Ca hdi 026 2 % thé tich nwéc thai 92 9,7 14

Cahdi 027 2 % thé tich nwdc thai 96 10,5 7

Ca hdi 028 2 % 1hé tich nwc thai 92 9,8 6

C4 hi 029 2 % thé tich nwéc thai 78 6.2 9

Cahdi 030 2 % thé tich nwéc thai 92 10,4 9

C4 hdi 031 10 % thé tich nudc thai 100 12 39
Ca hai 032 10 % thé tich nwéc thai 92 9,7 26
C4 hdi 033 10 % thé tich nwéc thai 84 7.8 a7
Cé hoi 034 10 % thé tich nwérc thai 100 12,5 26

Ca hdi 035 10 % thé tich nwéc thai 87 8,1 27
C4 hdi 036 10 % thé tich nwéc thai 110 14 40
C4 hdi 037 10 % thé tich nudc thai 94 98 27
Ca hai 038 10 % thé tich nwoc thai 92 9,5 22

C4 hai 039 10 % thé tich nwérc thai 95 9,7 77
C4 hdi 040 10 % thé tich nwéc thai 102 12,7 25
Ca hdi 041 33 % thé tich nudc thai 98 11 77
C4 héi 042 33 % thé tich nuwdrc thai 86 79 68
Ca hbi 043 33 % thé tich nuérc thai 98 10,1 42
C4 hdi 044 33 % thé tich nuéc thai 92 8,7 83
C4 hdi 045 33 % thé tich nudre thai 87 73 51

C4 hdi 046 33 % thé tich nudc thai 94 9,5 80
Ca4 hdi 047 33 % thé tich nuéc thai 102 1,7 103
Ca hdi 048 33 % thé tich nudc thai 94 9.6 46
C4 hoi 049 33 % thé tich nuéc thai 82 63 51

C4 héi 050 33 % thé tich nuéc thai 87 7.3 68

Ca héi 051 67 % thé tich nudc thai 95 10,2 77
C4 hdi 052 67 % thé tich nwéc thai 87 84 59
C4 hdi 053 67 % thé tich nwéc thai 86 7.9 65
Ca hdi 054 67 % thé tich nuéc thai 105 14,6 102
C4 héi 055 67 % thé tich nudc thai 95 10 72
C4 héi 056 67 % thé tich nudrc thai 102 12,9 49
Ca hbdi 057 67 % thé tich nwérc thai 92 9.8 119
Ca hdi 058 67 % thé tich nwérc thai 104 13,2 69
C4 hdi 059 67 % thé tich nudc thai 87 7.6 96
Ca hdi 060 67 % thé tich nwéc thai 100 1,3 62
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Bang A.2 - Cac bién phap théng ké di liéu clia cac 16 khac nhau tir phong thir nghiém

s EROD EROD
lf;‘,ﬁ‘t'rﬁf 'f,:'.él IPONG | 1\ ung binh + SD) | trung binh cang hinh
i . g an (trung 0
Pon vi 86 ca . hoc (95 %khoang tin
binh + SD) | binh £ SD) . in CIS5
mm g pmol/(min-mg) can )
protein pmol/(min-mg) protein
Déi chirng am 10 93+6 101+1,9 9+2 86, 11)
Dbi chirng duong 10 1007 126+26 52713 488 (347, 672)
2 % thé tich nuéc thai | 10 92+7 96120 10+3 9(7,13)
10 % thé tich nuwéc thai] 10 9618 106+ 21 35+16 32 (24, 43)
33 % thé tich nudc thai| 10 92+6 9018 67+ 19 64 (51, 79)
67 % thé tich nwac thdi| 10 95+7 106124 77+22 74 (60, 91)
Y
1000
100 3 3
3
10— ¥
1 L l | | -
. b 2 10 33 67 X
CHU DAN:

X Phan thé tich nuéc thai, %
Y EROD [pmol/(min.mg) protein] - Thang logarit

2 Bdi chirng am
b Péichirng duwong

Hinh A.1 - Db thj thé hién cac dir liéu trong Bang A.2

Sau khi chuyén ddi dir liéu EROD sang logarit co s6 10, phwong sai 1a ddng nhét gitra céc 16 (phép ther
Levene). (Xem Hinh A.1).

Céc hoat G5 EROD clia c4c kiém ching duong lén hon dang ké so véi cac hoat d¢ clia cac mau (ty 1é

cam (rng gilra ca hai 16 1a 488/8 = 61).

Cac hoat d EROD clia ca trong 16 tiép xtic véi 2 % thé tich nwdc théi khdng khac biét dang ké so véi
hoat 46 EROD ctia c4 kiém ching (phép thir t-Student theo logarit co s6 10 clia dir liéu cho p = 0,43 ).
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Mit khac, hoat d6 EROD clia c4c 16 khac 16n hon dang k& so véi hoat @6 clia ca cda 16 ddi chirng (phép
thir t-Student theo logarit co s6 10 ciia dit liéu cho p < 0,01).

Do d6, nwdc thai dwoc thir nghiém gay ra hoat 46 EROD trong ca hdi tir ndng do 10 % thé tich trong
nuwdc va trong théi gian tiép xic 1a 96 h.
A.2 Viduy vé méi trvong tw nhién

Vi du v& mdi trwomg tw nhién & day bao gdm so sanh cac hoat @6 EROD dugc do trong ¢a bon (Limanda
limanda) dwoc 14y mau tir hai dja diém bién tai vinh Seine: mét dia diém hau nhw khéng bj 6 nhiém va
mét dia diém bi & nhiém. D{ lidu thd dwoc liét ké trong Bang A.3 va cac bién phap thong ké vé két qua
tdng hop dbi véi cac 16 khac nhau duwoc dwa ra trong Bang A 4.

Bang A.3 - Dir ligu thé tir vi du vé moi triwdrng tw nhién

. " Chidu dai than pmoiﬁz o
L protein

C4 Bon 001 Dija diém hdu nhu khéng bj & nhiém 265 58
C4 Bon 002 Dia diém hau nhu khéng bi & nhiém 245 19

Ca Bon 003 Pia diém hau nhw khong bj 6 nhiém 235 49
Ca Bon 004 Dia diém hau nhw khéng bj 6 nhiém 210 51

Ca Bon 005 Pia diém hau nhw khéng bj 6 nhiém 240 31

Ca Bon 006 Dia diém hau nhu khéng bj & nhiém 235 98

C4 Bon 007 Pia diém hau nhw khong bj 6 nhiém 235 27

Ca Bon 008 Dia diém hau nhu khéng bi & nhiém 260 35
Ca Bon 009 Dia diém hu nhw khong bj 6 nhiém 230 25
C&Bon 010 Dia diém hau nhw khong bj 6 nhiém 220 39

CaBon 011 Pja diém bj 6 nhiém 290 396
CaBon 012 Dia diém bj & nhiém 300 463
CaBon 013 Pja diém bj 6 nhiém 280 372
CaBon 014 Bia diém bj 8 nhiém 280 348
C4Bon 015 Pia diém bi 6 nhiém 290 483
CaBon 016 Dia diém bj 6 nhiém 300 429
CaBon 017 Dia diém bi 6 nhiém 260 344
Ca Bon 018 Pia diém bj & nhiém 260 199
C4 Bon 019 Dia diém bj 6 nhiém 290 330
C4 Bon 020 Pia diém bi & nhiém 270 321
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Bang A.4 - Cac bién phap thong ké ctia cac 16 khac nhau tir vi du clia mdi trwng tw nhién

Chibo c S Trung :i:::hz‘m (95
: than (tr
Bon vj S6ca bin‘;nti ;g? (trung bi"‘h 1 8D) %Khoang tin cay,
pmol/(min-mg) Cl95)
mm protein . .
pmol/(min-mg) protein
Pia diém hiu nhu khong
bi & nhigm 10 238 £17 43+23 39 (27,55)
Dia diém bj & nhiém 10 284 £15 369 + 82 358 (298,446)
Y
1000
100
|
10 i " X—
CHU DAN:
X Bonvij
Y EROD [pmol/(min.mg) protein] — Thang logarit
2 Péichirng am

b Péi chirng duong

Hinh A.2 - D4 thi thé hién cac dir liéu cia Bang A.4

Sau khi chuy&n ddi di¥ liéu EROD sang logarit co s6 10, cac phuong sai la ddng nhét gitka cac 16 (phép
thi Levene). (Xem Hinh A.2.)

Cac hoat 6 EROD ciia ca duwoc lay mau tir dja diém bj 6 nhi@m Ién hon dang ké (phép thir t-Student
theo logarit co s 10 ctia di¥ liéu cho p < 0,01) so véi hoat d6 cla ca dwec ldy mau tir dia diém it bj 6
nhi&m (ty 1& cam (rng giira hai 16 1a 358/39 = 9,2).
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