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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux de
normalisation (comités membres de I''SO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée
aux comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du
comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non
gouvernementales, en liaison avec I'lSO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CEI,
Partie 2.

La tache principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes
internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur
publication comme Normes internationales requiert I'approbation de 75 % au moins des comités membres
votants.

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire l'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable de ne
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence.

L'ISO 30024 a été élaborée par le comite technique CEN/TC 327, Aliments des animaux — Méthodes
d'échantillonnage et d'analyse, du Comité européen deynormalisation (CEN) en collaboration avec le comité
technique ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 10, Aliments des animaux, conformément a
I'Accord de coopération technique entre I'ISO et le CEN (Accord de Vienne).

iv © ISO 2009 — Tous droits réservés
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Introduction

La présente Norme internationale a été élaborée en vue de quantifier les préparations commerciales de
phytases incorporées dans les échantillons d'aliments pour animaux afin de permettre a la Commission
européenne de controler la teneur en phytase des produits d'alimentation animale. Toutefois, la méthode ne
peut pas étre utilisée pour évaluer l'efficacité in vivo des phytases.

© ISO 2009 — Tous droits réservés \
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NORME INTERNATIONALE I1ISO 30024:2009(F)

Aliments des animaux — Détermination de I'activité phytasique

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale spécifie la détermination de l'activité phytasique dans des échantillons
d'aliments pour animaux.

Le méthode ne fait pas la distinction entre la phytase ajoutée comme additif aux aliments pour animaux et la
phytase endogéne déja présente dans les matiéres premiéres entrant dans la composition des aliments.

La méthode ne peut pas étre utilisée pour évaluer ou comparer l'efficacité in vivo des phytases. Il ne s'agit pas
d'une méthode prédictive de I'efficacité in vivo des phytases disponibles sur le marché car celles-ci peuvent
développer une efficacité in vivo différente par unité d'activité.

La méthode est adaptée et validée exclusivement pour la détermination de l'activité phytasique dans les
aliments complets pour animaux.

NOTE La méthode harmonisée’ a £tél mise /au “point 'surla ' base 'des’ phytases actuellement disponibles
[E1600 (EC 3.1.3.8, 3-phytase), E1614 (EC 3.1.3.26, 4-phytase), et E1640 (EC 3.1.3.26, 4-phytase)]. Par conséquent, elle
peut ne pas étre nécessairement appropriée len fant que télle pourles phytases développées a l'avenir. La méthode
harmonisée constitue ainsi un outil qui sert uniguement a évaluer l'activité phytasique totale dans les échantillons
d'aliments pour animaux.

2 Termes et définitions
Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s'appliquent.

21

unité de phytase

U

quantité d'enzyme qui libere 1 ymol de phosphate inorganique par minute a partir de phytate dans les
conditions de réaction spécifiées dans la présente Norme internationale

3 Principe

La phytase libére du phosphate a partir du substrat hexakisphosphate de myo-inositol (phytate). Le phosphate
inorganique libéré est révélé en formant un complexe jaune avec un réactif acide vanado-molybdique. La
densité optique du complexe jaune est mesurée a une longueur d'onde de 415 nm et le phosphate
inorganique libéré est quantifié a l'aide d'une courbe d'étalonnage de phosphate.

© ISO 2009 — Tous droits réservés 1
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4 Réactifs

Au cours de l'analyse, sauf indication contraire, utiliser uniquement des réactifs de qualité analytique
reconnue et de I'eau distillée ou déminéralisée ou de I'eau de pureté équivalente.

AVERTISSEMENT — Cette méthode nécessite la manipulation de substances dangereuses. Respecter
les réglementations locales traitant de la manipulation des substances potentiellement dangereuses
afin de minimiser les risques sur le plan technique, organisationnel et de la sécurité du personnel.

4.1 Ammoniaque, solution a 25 % (fraction massique); NH;.

4.2 Heptamolybdate d'ammonium tétrahydraté, (NH4)sMo;0,,, 4H,0.

4.3 Monovanadate d'ammonium, NH,VO,.

4.4 Acide chlorhydrique, 25 % (fraction massique); HCI.

4.5 Acide nitrique, 65 % (fraction massique); HNOs.

4.6 Dihydrogénophosphate de potassium, KH,PO,.

4.7 Phytate, acide phytique, hydrate de dodécasodium, CgHgNa,0,4Pg, xH,0, de riz, Sigma® P0109").
4.8 Acétate de sodium trihydraté, CH;COONa, 3H,0.

4.9 Polysorbate 202).

4.10 Acide nitrique dilué. Diluer 1 volumeé"d'acide" nitrique ‘a" 65% 'en fraction massique (4.5) avec
2 volumes d'eau. Conserver a température ambiante. La durée de conservation maximale est illimitée.

4.11 Solution d'heptamolybdate, .d'ammonium.:Dissoudreohd00,0.gc-d'heptamalybdate d'ammonium
tétrahydraté (4.2) dans environ 800 ml d'eau; AjouterzA0Qiml:de>solution d'ammoniaque a 25 % en fraction
massique (4.1) et compléter a 1 000 ml avec de I'eau. Conserver a température ambiante a I'abri de la lumiére.
La durée de conservation maximale est de 2 mois.

4.12 Solution de vanadate d'ammonium. Dissoudre entierement 2,35 g de monovanadate d'ammonium
(4.3) dans environ 400 ml d'eau (50 °C a 60 °C). Ajouter 20 ml d'acide nitrique dilué (4.10) et compléter a
1 000 ml avec de l'eau. Conserver a température ambiante a I'abri de la lumiere. La durée de conservation
maximale est de 2 mois.

4.13 Réactif d'arrét vanado-molybdique. Mélanger 1 volume de solution de vanadate d'ammonium (4.12)
avec 1 volume de solution d'heptamolybdate d'ammonium (4.11) et ajouter 2 volumes d'acide nitrique
dilué (4.10). Mélanger et conserver a température ambiante. La durée de conservation maximale est de une
journée.

4.14 Polysorbate 20, 10 % (fraction massique). Dissoudre 10,0 g de polysorbate 20 (4.9) avec de l'eau et
compléter a 100 ml. Conserver a température ambiante. La durée de conservation maximale est de 6 mois.

1) Exemple de produit approprié disponible sur le marché. Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs de
la présente Norme internationale et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit
ainsi désigné.

2) Tween 20 est un exemple de produit approprié disponible sur le marché. Cette information est donnée a l'intention

des utilisateurs de la présente Norme internationale et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi
exclusif du produit ainsi désigné.

2 © ISO 2009 — Tous droits réservés
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4.15 Tampon acétate, pH 5,5; 0,25 mol/l. Dissoudre 34,0 g d'acétate de sodium trihydraté (4.8) dans
environ 900 ml d'eau. Ajuster le pH a 5,50 + 0,02 avec de I'acide chlorhydrique a 25 % en fraction massique
et compléter a 1000 ml avec de l'eau. Conserver a température ambiante. La durée de conservation
maximale est de 2 semaines.

4.16 Tampon acétate additionné de polysorbate 20 a 0,01 % en fraction massique, pH 5,5; 0,25 mol/l.
Dissoudre 34,0 g d'acétate de sodium trihydraté (4.8) dans environ 900 ml d'eau. Ajuster le pH a 5,50 + 0,02
avec de l'acide chlorhydrique a 25 % en fraction massique (4.4). Ajouter 1 ml de polysorbate 20 a 10 % en
fraction massique (4.14) et compléter a 1 000 ml avec de I'eau. Conserver a température ambiante. La durée
de conservation maximale est de 2 semaines.

4.17 Tampon acétate additionné de polysorbate 20 a 0,01 % en fraction massique, pH 5,5; 0,50 mol/l.
Dissoudre 68,0 g d'acétate de sodium trihydraté (4.8) dans environ 900 ml d'eau. Ajuster le pH a 5,50 + 0,02
avec de l'acide chlorhydrique a 25 % en fraction massique (4.4). Ajouter 1 ml de polysorbate 20 a 10 % en
fraction massique (4.14) et compléter a 1 000 ml avec de I'eau. Conserver a température ambiante. La durée
de conservation maximale est de 2 semaines.

4.18 Solution de substrat de phytate, 7,5 mmol/l (concentration finale 5 mmol/l dans la réaction).
Dissoudre 2,00 g de phytate de dodécasodium (4.7) avec une teneur en phosphore inorganique < 0,1 % en
fraction massique (voir 9.3) dans environ 200 ml de tampon acétate (4.15). Ajuster le pH a 5,50 + 0,02 avec
de l'acide chlorhydrique a 25 % en fraction massique (4.4) et compléter a 250 ml avec du tampon acétate
(4.15). La durée de conservation maximale est de 2 semaines a 4 °C.

4.19 Solution mére étalon de phosphate, 50 mmol/l. Sécher environ 10 g de dihydrogénophosphate de
potassium (4.6) a 105 °C pendant 2 h et les conserver dans un dessiccateur. Peser environ 682 mg de
dihydrogénophosphate de potassium séche, les'\transférer dans( une fiole,jaugée de 100 ml et compléter a
100 ml avec le tampon acétate additionné de polysorbate 20 a 0,01 % en fraction massique a 0,25 mol/l
(4.16). Calculer la concentration exacte dellasolution|meére) étalon de phosphate. Conserver a température
ambiante. La durée de conservation maximale est de 2 semaines.

4.20 Solution meére de phytase de référence. Peser 100,0 mg. a 300,0 mg de phytase de référence
d'activité certifiée, les transférer dans une_fiole jaugée de 100 ml et les dissoudre dans 100 ml de tampon

acetate additionné de polysorbate 20 a 0,01 % en fraction’ massique a 0,25 mol/l (4.16). Agiter pendant
15 min a 45 min. Conserver a température ambiante. La durée de conservation maximale est de une journée.

5 Appareillage

Matériel courant de laboratoire et, en particulier, ce qui suit.

5.1 Bain marie, thermorégulé (muni d'inserts pour des tubes de 2 ml).

5.2 pH-meétre, pouvant étre lu jusqu'a au moins deux décimales.

5.3 Agitateurs magnétiques (puissance > 20 W).

5.4 Barreaux d'agitateur de forme ovale (40 mm x 20 mm).

5.5 Balance analytique, avec une précision de lecture d'au moins 0,1 mg.
5.6 Balance, avec une précision de lecture d'au moins 0,01 g.

5.7 Agitateur Vortex.

5.8 Centrifugeuse, pour microtubes a centrifuger (5.12), capable d'une accélération de 11 000g a 20 000g.
5.9 Distributeur électronique.

5.10 Pipettes (électroniques et manuelles), de capacité 10 uyl a 2 000 pl.

© ISO 2009 — Tous droits réservés 3
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5.11 Spectrophotométre, double faisceau ou lecteur de microplaque.

5.12 Microtubes a centrifuger, de capacité 2 ml.

6 Echantillonnage

Il convient qu'un échantillon représentatif ait été envoyé au laboratoire. Il convient qu'il n'ait été ni endommagé
ni modifié au cours du transport ou du stockage.

L'échantillonnage ne fait pas partie de la méthode spécifiee dans la présente Norme internationale. Une
méthode d'échantillonnage recommandée figure dans I'SO 6497 [].

7 Préparation de I'échantillon
Effectuer deux pesées pour chaque échantillon.

Peser deux portions sous forme granulée ou non granulée (mash), chacune de 50 g environ, dans des fioles
coniques de 500 ml. Ajouter 500 ml d'eau et 0,5 ml de polysorbate 20 a 10 % en fraction massique (4.14) aux
aliments pour animaux et mélanger vigoureusement sur un agitateur magnétique (5.3) pendant 45 min avec
des barreaux d'agitateur de forme ovale (5.4). Transférer 2 ml de I'extrait d'aliment dans un microtube a
centrifuger (5.12) et centrifuger (5.8) pendant 3 min a une accélération de 11 000g a 20 000g.

L'hétérogénéité de I'échantillon péut.conduire' a\des coefficients devariation/(CV) €levés. En ce qui concerne
les échantillons d'aliments pour animaux présentant des CV > 15 %, une telle hétérogénéité peut provenir
d'une granulométrie non homogeéne des/produits ,0u, d'une: préparation: hon homogéne des aliments pour
animaux. Si les échantillons d'aliments présentent des CV élevés, broyer les échantillons d'aliments pour
animaux au moyen d'un broyeur Ultra centrifuge3) muni d'un tamis de dimension nominale d'ouvertures de
1 mm. Broyer 150 g d'aliments pour animaux et extraire-comme-deécrit dans le présent article.

8 Mode opératoire

8.1 Solutions a blanc
Le phosphate inorganique présent dans I'échantillon induit une coloration. Des blancs sont donc réalisés pour

chaque échantillon. Pour le calcul de I'activité phytasique, les valeurs des blancs sont soustraites des valeurs
obtenues a partir des échantillons.

8.2 Etalons

8.2.1 Solutions étalons de phosphate

La solution mére étalon de phosphate (4.19) est diluée avec du tampon acétate additionné de polysorbate 20
a 0,01 % en fraction massique a 0,25 mol/l (4.16) conformément au Tableau 1.

3) Exemple de produit approprié disponible sur le marché. Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs de
la présente Norme internationale et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit
ainsi désigné.

4 © ISO 2009 — Tous droits réservés
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Tableau 1 — Gamme de dilution pour obtenir les solutions étalons colorimétriques
de la courbe d'étalonnage de phosphate

Volume de tampon acétate

Solution Volume de solution mére additionné de polysorbate 20 Facteur Concentration
étalon étalon de phosphate (4.19) | a 0,01 % en fraction massique |  de dilution pmol/ml 2
40,25 mol/l (4.16)
A 1 1 2 25
B 1 3 4 12,5
C 1 7 8 6,25
D 1 15 16 3,125

@8  Calculer les concentrations exactes (4.19).

8.2.2 Témoin de niveau d'activité phytasique

Un témoin de niveau d'activité phytasique est inclus pour chaque incubation des échantillons. Une solution
meére de phytase de référence (4.20) d'activité connue est diluée a une activité finale comprise entre
0,15 U/ml et 0,25 U/ml et I'activité exacte est déterminée comme spécifié en 8.4.

8.3 Courbe d'étalonnage

Réaliser trois déterminations|pour [chaque [dilution» de) phosphate /et [deux/essais a blanc, et calculer la
moyenne des résultats. Le mode opératoire est spécifie dans le Tableau 2.

Pour les solutions étalons de phosphate, pipetter 360 ul de tampon acétate additionné de polysorbate 20 a
0,01 % en fraction massique a 0,25 mol/l (4.16) dans un tube de 2 ml (5.12). Ajouter 40 pl de solution étalon
de phosphate (Tableau 1).

Pour les blancs, pipetter 400 ul detampon-acétate ‘additionné de polysorbate 20 a 0,01 % en fraction
massique a 0,25 mol/l (4.16) dans un tube de 2 ml (5.12).

Dans les deux cas, ajouter 0,8 ml de solution de substrat de phytate (4.18) et 0,8 ml de réactif d'arrét (4.13).
Mélanger le contenu des tubes et les maintenir a température ambiante pendant 10 min. Centrifuger (5.8) les
tubes pendant 3 min entre 11 000g et 20 000g et mesurer la densité optique du surnageant clarifié a 415 nm,
D(415).

Tableau 2 — Mode opératoire pour I'obtention de la courbe d'étalonnage

Etape de I'essai Solution étalon colorimétrique Blanc
Tampon acétate additionné de
polysorbate 20 a 0,01 % en fraction 360 pl 400 pl
massique a 0,25 mol/l (4.16)
Solution étalon de phosphate (8.2.1) 40 ul 0ol
Solution de substrat de phytate (4.18) 0,8 mi 0,8 mi
Réactif d'arrét (4.13) 0,8 ml 0,8 ml
Homogénéisation Oui Oui
Température ambiante 10 min 10 min
Centrifugation 3 min entre 11 000g et 20 000g 3 min entre 11 000g et 20 000g
Spectrophotometre (5.11) 415 nm (lecture par rapport a I'eau) | 415 nm (lecture par rapport a I'eau)
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