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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'ISO}). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée aux
comités technigues de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une
étude a le droit de faire partie du comité technigue créé a cet effet. Les
organisations internationales, gouvernementales et non gouvernemen-
tales, en liaison avec I'lSO participent également aux travaux. L'[SO colla-
bore étroitement avec la Commission électrotechnigue internationale (CE}
en ce qui concerne la normalisation électrotechnigue.

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techniques
sont soumis aux comités membres pour vote. Leur publication comme
Normes internationales requiert {'approbation de 75 % au moins des co-
mités membres votants.

La Norme internationale SO 11213 a été élaborée par le comité technique
ISO/TC 93, Amidon {amidons, fécules), dérivés et sous-produits.

Les annexes A, B et C de la présente Norme internationale sont données
uniguement a titre d'information.
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ISO 11213:1995(F)

Amidon modifié — Dosage de l'acétyle — Méthode

enzymatique

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale prescrit une mé-
thode enzymatique pour le dosage de ['acétyle
contenu dans |'amidon modifié, granulaire ou soluble
dans I'eau froide. Les teneurs en acétyle total et libre
sont déterminées et la teneur en acétyle lié est cal-
culée.

La méthode convient pour déterminer des teneurs en
acétyle jusqu'a 2 % (m/m).

2 Références normatives

Les normes suivantes contiennent des dispositions
qui, par suite de la référence qui en est faite, consti-
tuent des dispositions valables pour la présente
Norme internationale. Au moment de la publication,
les éditions indiquées étaient en vigueur. Toute
norme est sujette a révision et les parties prenantes
des accords fondés sur la présente Norme internatio-
nale sont invitées a rechercher la possibilité d'appli-
quer les éditions les plus récentes des normes
indiguées ci-aprés. Les membres de la CEl et de I'ISO
possédent le registre des Normes internationales en
vigueur & un moment donné.

ISO 1666:1973, Amidon et fécule — Détermination
de I'humidité — Méthodes par séchage a I'étuve.

I1SO 3696:1987, Eau pour laboratoire & usage analyti-
que — Spécification et méthodes d’essai.
3 Principe

La teneur en acétyle total est déterminée en chauffant
|'échantillon avec de l'acide chlorhydrique dilué qui

hydrolyse la fraction acétyle et dissout I'amidon. En
présence de I'enzyme acétyle-CoA synthétase (ACS),
l'acétate est converti avec I'adénosine-5-triphosphate
(ATP) et la coenzyme A (CoA) en acétyle-Co-A. Ce
dernier réagit ensuite avec |'oxaloacétate pour former
du citrate en présence de citrate de synthase (CS).

L'oxyloacétate nécessaire a la réaction est formé a
partir de malate et de nicotinamide-adénine-
dinucléotide (NAD) en présence de malate-
déshydrogénase (MDH). Dans cette réaction, le NAD
est réduit en NADH et la formation de NADH peut
étre déterminée en mesurant ['augmentation de |'ab-
sorbance a une longueur d'onde prescrite. (Voir réfé-
rence [1] citée dans I'annexe C.)

La teneur en acétyle libre est déterminée en réalisant
une suspension de I'amidon modifié dans I'eau, en
filtrant, puis en déterminant la teneur en acétyle du
filtrat comme indiqué ci-dessus. La teneur en acétyle
lié est calculée en soustrayant la teneur en acétyle li-
bre de la teneur en acétyle total.

4 Réactifs et matériaux

Les réactifs utilisés doivent avoir une qualité analyti-
gue reconnue, sauf prescription contraire. L'eau utili-
sée doit étre conforme aux spécifications de
I'ISO 3696, qualité 2. Les enzymes utilisées doivent
étre de qualité équivalente aux enzymes correspon-
dantes de Boehringer Mannheim™.

NOTE 1 Des kits d'essai appropriés disponibles dans le
commerce peuvent étre utilisés.

4.1 Acide chiorhydrique, solution & 1 mol/l.

4.2 Hydroxyde de sodium, solution a 5 mol/l.

1) Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs de la présente Norme internationale et ne signifie nullement que
I''lSO approuve ou recommande I'emploi exclusif des produits ainsi désignés.
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4.3 Solution tampon.

Dissoudre dans environ 70 ml d'eau les réactifs sui-
vants:

7.5 g de triéthanolamine;
420 mg d'acide L-malique;

210 mg de chlorure de magnésium hexahydraté
(MgCl,,6H,0).

Ajouter la quantité suffisante de solution d'hydroxyde
de potassium a 5 mol/l jusqu'a obtention d'un pH de
8,4. Le volume nécessaire est d'environ 8 mi.

La solution est stable pendant 1 an si on la conserve
a+4°C

4.4 Solution d'ATP-CoA-NAD.

Dissoudre dans 20 ml d'eau les réactifs suivants:
500 mg de sel disodique trihydraté cristallisé
d'adénosine-b'-triphosphate [ATP-Na,H,,3H,0;
98 % (m/m)];

500 mg
anhydre;

d'hydrogénocarbonate de  sodium

50 mg de sel de trilithium lyophilisé de coenzyme
A [environ 85 % (m/m) de CoAJ;

250 mg d'acide libre monohydraté Iyophilisé de
nicotinamide-adénine-dinucléotide
[B-NAD,H,0 > 98 % {(m/m)].

La solution est stable pendant 1 semaine si on la
conserve a + 4 °C.

4.5 Suspension de MDH-CS.

Disperser environ 1 100 U (Unité internationale) de
malate-déshydrogénase (MDH prélevé sur du coeur
de porc; EC 1.1.1.37) et environ 270 U de citrate de
synthase (CS prélevé sur du cceur de porc; EC 4.1.37)
dans 0,4 ml d'une solution de sulfate d'ammonium,
c[(NH4),S0,] = 3,2 mol/l.

L.a solution est stable pendant 1 an si on la conserve
a+4-°C.

NOTE 2  Une Unité internationale (1 U) catalyse la réac-
tion de 1 umol a 25 °C de substrat correspondant par mi-
nute.

© ISO

4.6 Solution d'ACS.

Dissoudre 20 mg de lyophilisat contenant 5 mg
d'acétyle-coenzyme A synthétase (ACS prélevé dans
la levure; EC 6.2.1.1; =~ 16 U) dans 0,4 ml d'eau.

La solution est stable pendant 5 jours si on la
conserve a + 4 °C.

5 Appareillage

Matériel courant de laboratoire, et notamment:

5.1 Fioles coniques, de 250 ml de capacité, munies
de bouchons 2 vis.

5.2 Bain-marie bouillant, avec agitateur.
5.3 Fioles jaugées, de 200 ml de capacité.
5.4 Micropipettes ou seringues.

5.5 Spectromeétre d'absorption moléculaire, per-
mettant des mesurages a 340 nm.

5.6 Cuves, en quartz ou autre matériau transparent
a 340 nm, de 10 mm + 0,1 mm d'épaisseur.

5.7 Tamis, de 800 pum d'ouverture de mailles.
5.8 Broyeur a couteaux.

5.9 Bain d'eau thermostaté, dont la température
peut étre réglée entre 20 °C et 25 °C.

6 Préparation de I'échantillon

Passer I'échantillon au tamis de 800 um (5.7). Si né-
cessaire, broyer |'échantillon au moyen du broyeur a
couteaux (5.8) de maniére que le matériau passe sans

refus le tamis de 800 um. Rendre I'échantillon bien
homogeéne.

7 Mode opératoire

7.1 Hydrolyse des groupements acétyles

7.1.1 Dispersion de I'amidon granulaire

Peser, a 1 mg prés, environ 1 g de l'échantillon pré-
paré et |'introduire dans une fiole conigue (5.1).
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Ajouter 50 mi d'acide chlorhydrique (4.1) tout en agi-
tant pour assurer une bonne dispersion. Continuer
comme décrit en 7.1.3.

7.1.2 Dispersion de I'amidon gonflant

Ajouter 50 ml d'acide chlorhydrique (4.1} dans une
fiole conigue (5.1). Placer un agitateur magnétique et
commencer ['agitation. Introduire lentement et soi-
gneusement environ 1 g de I'échantillon préparé.
S'assurer que la dispersion se fait correctement et
sans grumeaux. Déterminer la masse de la prise
d'essai en pesant par différence a 1 mg pres.

7.1.3 Hydrolyse et filtration

Fermer la fiole conigue en vissant le bouchon et la
placer sous agitation dans le bain-marie bouillant (5.2)
pendant 30 min.

Sortir la fiole et la laisser refroidir a environ
20 °C + 5 °C en la plongeant dans un bain de glace.
Ouvrir la fiole lorsque son contenu est complétement
refroidi, ajouter 10 ml de solution d'hydroxyde de so-
dium {4.2), mélanger et transvaser le contenu quanti-
tativement dans une fiole jaugée de 200 ml (5.3).
Transférer la fiole jaugée dans le bain d'eau (5.9) pour
équilibrer la température entre 20 °C et 25 °C.
Controler la température et compléter avec de l'eau
distillée jusqu'au trait repére. Filtrer au travers d'un
papier filtre approprié. Rejeter les premiers 20 mil a
30 ml de filtrat et utiliser directement la solution res-
tante comme solution d'essai dans le dosage enzy-
matique, comme décrit en 7.4.

7.2 Acétate libre

7.2.1 Dispersion de I'amidon granulaire

Disperser sous agitation 10 g de |'échantilion préparé
dans 100 ml d'eau distillée dans une fiole conique
(5.1).

Continuer comme décrit en 7.2.3.

7.2.2 Dispersion de I'amidon gonflant

Ajouter environ 100 ml d'eau distillée dans une fiole
conigue (5.1). Placer un agitateur magnétique et
commencer l'agitation. Introduire lentement et soi-
gneusement environ 2 g d'échantillon préparé. S'as-
surer que la dispersion se fait correctement et sans
grumeaux. Déterminer la masse de la prise d'essai en
pesant par différence a 1 mg prés.

1ISO 11213:1995(F)

7.2.3 Dissolution et filtration

Fermer la fiole conigue et agiter pendant 30 min.

Transvaser le contenu de la fiole conique quantita-
tivement dans une fiole jaugée de 200 ml (5.3).
Transférer la fiole jaugée dans le bain d'eau (5.9) pour
équilibrer la température entre 20 °C et 25 °C.
Contrdler la température et compléter avec de |'eau
distillée jusqu'au trait repére. Filtrer au travers d'un
papier filtre approprié. Rejeter les premiers 20 ml a
30 ml de filtrat et utiliser directement la solution res-
tante comme solution d'essai dans le dosage enzy-
matique, comme décrit en 7.4.

7.3 Essai de controle

Pour contrbler la méthode, I'essai peut étre réalisé sur
un matériau de référence tel que |'acétate de sodium
anhydre [teneur en acétyle = 52,4 % (m/m)]. Pour ce
faire, peser, a 0,1 mg prés, environ 100 mg d'acétate
de sodium anhydre. Transférer ensuite dans une fiole
jaugée de 1 000 ml. Placer la fiole jaugée dans le bain
d'eau (5.9) pour équilibrer la température entre 20 °C
et 25 °C. Controler la température et compléter avec
de l'eau distillée jusqu'au trait repere. Continuer
comme décrit en 7.4.

7.4 Dosage enzymatique de I'acide acétique

Effectuer le dosage enzymatique de l'acide acétique
selon le schéma d'analyse ci-aprés dans les condi-
tions suivantes:

— longueur d'onde: 340 nm;
— température: 20 °C a 25 °C,

Lire les absorbances par rapport & une cuve (5.6)
remplie d'eau.

NOTE 3 Les mesurages peuvent aussi étre effectués aux
longueurs d'onde suivantes avec les coefficients d'absorp-
tion molaire (x) correspondants utilisés dans les calculs:

— Hg, 365 nm: » = 3,4 l-mmol™ -cm™";
— Hg, 334 nm: » = 6,18 I-mmol™ -cm™ "

Pipetter dans les cuves {5.6) les quantités de réactifs
indiquées dans le schéma d'analyse du tableau 1.
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