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Trav. chim. aliment. hyg. 67, 488—514 (1976)
Présenté le 16 février 1976. Accepté le ler avril 1976

Uebersichtsartikel — Revue analytique

Le dosage du lactose et de ses produits d’hydrolyse dans le
lait et dans quelques produits laitiers: méthodes et appa-
reillages tirés de la littérature parue entre 1964 et 1974*

J. O. Bosset, B. Blanc et E. Plattner

Station fédérale de recherches laitiéres, Liebefeld-Berne et Institut de génie chimique
de ’Ecole polytechnique fédérale de Lausanne

Introduction

Dans une précédente publication (cf. Trav. chim. aliment. hyg. 67, 226—261
(1976)) nous avons relaté les méthodes concernant le dosage des protéines du lait
et de ses principaux dérivés. Si le dosage du lactose dans ces mémes produits (lait,
fromage, lait écrémé et petit lait essentiellement) n’a de loin pas fait [objet
d’autant de travaux analytiques que celui des deux autres principaux constituants
du lait — les protéines et la matiére grasse —, il se caractérise en revanche par la
diversité et la multiplicité des méthodes utilisées. Non seulement les auteurs font
appel aux criteres analytiques les plus variés possible (réactions enzymatiques,
propriétés optiques, réactions d’oxydoréduction avec des métaux ou avec des
substances organiques, etc.), mais ils les exploitent parfois de fagon tout a fait
différente: la quantité de Cu(ll) réduite par les glucides peut étre déterminée
entre autres par photométrie, par spectrophotométrie d’absorption atomique, par po-
larographie, par potentiométrie, par titrage (complexométrique), par gravimetrie,
etc. Une telle pluralité de méthodes permet d’élaborer divers systémes de classifi-
cation des publications considérées. Le systéme de classification adopté dans le
présent travail va des méthodes spécifiques aux méthodes générales et couvre la
période qui s’étend environ de 1964 a 1974. Certaines techniques de mesure, la
photométrie notamment, seront citées a plusieurs reprises.

Durant la période considérée, deux groupes de méthodes de dosage du lactose
ont connu un développement et une vogue incontestables: celles par spectrophoto-
métrie d’absorption dans I'infrarouge et celles recourant a des réactions enzymati-
ques. La plupart des méthodes colorimétriques restent trés actuelles de par leur

* Extrait d’une thése élaborée sous la direction des Prof. Dr E. Plattner et B. Blanc pour
I'obtention du grade de docteur &s sciences (Université de Lausanne).
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simplicité. De maniére générale, on constate une prédominance des méthodes ba-
sées sur une mesure directe et instantanée (extinction, tension électrique, etc.) sur
celles qui nécessitent la mesure d’une grandeur associée (volume d’une liqueur
titrante, etc.).

Cet inventaire des méthodes étant axé principalement sur les possibilités de
mécaniser et d’automatiser les analyses de routine, une place importante y est donc
faite aux appareils et équipements qui sont apparus sur le marché durant ces der-
niéres années. Il tend a faire le point de ce qui a déja été réalisé et suggere quel-
ques possibilités d’avenir.

Le dosage des glucides — du lactose notamment — n’a pas fait ['objet de
beaucoup de travaux bibliographiques. On peut citer ceux de Sloman et coll. (1),
de Kingsley, Gochman et Young (2). La plupart des travaux analytiques traitant
des glucides ont été réalisés dans le cadre de la chimie clinique. Certaines des
meéthodes qui en sont issues seront néanmoins citées dans cette bibliographie, soit
pour leur intérét théorique, soit pour leur importance pratique, méme si elles ne
sont pas directement applicables au lactose, mais a ses produits d’hydrolyse.

Meéthodes enzymatiques

Paradoxalement, le seul enzyme utilisé jusqu’ici qui soit vraiment spécifique
du lactose ne donne lieu a aucune réaction directement exploitable au point de vue
analytique. Il s’agit de la B-galactosidase, qui catalyse spécifiquement ’hydrolyse
du lactose (diholoside) en glucose et galactose (3). C’est avec ces monoholosides
que l'on effectue I’analyse a proprement parler. Il en résulte que toutes les mé-
thodes de dosage enzymatique tant du glucose (4—8) que du galactose (9, 10)
peuvent, théoriquement du moins, étre appliquées au dosage du lactose une fois
que ce dernier est hydrolysé. Pour étre exact, un tel dosage nécessite donc deux
déterminations successives: une premiére avant I’hydrolyse et une seconde apres
Phydrolyse. La différence donne alors la teneur vraie en lactose,

Méthode a I’hexokinase et a la glucose-6-phosphate-déshydrogénase
Le principe de la détermination est le suivant (4, 5):

HK
(1) D-Glucose + ATP____ . G-6-P + ADP;

l G6P-DH
(2) G-6-P + NADP+ o Ac. phospho-6-gluconique + NADPH + H+
Cat+ ouMg*++

Sous l'action catalytique de I’hexokinase (HK), le glucose est d’abord trans-
formé en glucose-6-phosphate (G-6-P) en présence du coenzyme adénosine-tri-
phosphate (ATP) qui devient adénosine-diphosphate (ADP). Sous l’action cata-
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lytique de la glucose-6-phosphate-déshydrogénase (G-6-P-DH) et en présence de
Ca*tt ou de Mg*t*, le G-6-P formé est ensuite oxydé en lactone (celle de
’acide phospho-6-gluconique) par le coenzyme nicotinamide-adénine-dinucléotide-
phosphate (NADP*) qui est réduit en dihydronicotinamide-adénine-dinucléotide-
phosphate (NADPH). Cette réduction du coenzyme se traduit par un change-
ment de fluorescence a 485 nm (5) ou d’extinction A env. 340 nm, permettant ainsi
de doser le glucose (ou le lactose) engagé. La lactone produite est finalement
hydrolysée en acide D-phospho-6-gluconique, mais cette ultime réaction ne pre-
sente aucun intérét analytiquement parlant.

Cette méthode de dosage qui est utilisée depuis un certain temps déja en
chimie clinique (par ex. 11—16) commence a acquérir droit de cité en chimie
alimentaire, notamment pour I'analyse du lait (17, 18). Elle est méme en voie de
devenir la seconde méthode de référence internationale pour le dosage du lactose
dans le lait (19), au méme titre que la méthode dite a la chloramine T (cf. page 498).

En chimie clinique, ces méthodes ont été automatisées tant en discontinu (12)
qu’en flux continu (5, 7, 13—16).

Méthode a Pacylphosphate: D-glucose-6-phosphotransférase et a la
glucose-6-phosphate-déshydrogénase

Le principe de la détermination est le suivant (8):

(1) Glicose + R-COO-PO,2—~ AGT glucose-6-PO3?>~ + R-COO™ + H+

(2) G-6-P + NADP+ aef-bi ac. phospho-6-gluconique + NADPH + H+

(Cat+ ouMgtt)

Cette méthode est une variante de la précédente, puisque 'on y suit a nouveau
le changement d’extinction (ou de fluorescence) qui traduit la réduction du coen-
zyme NADP* en NADPH lors de 'oxydation du glucose-6-phosphate. C’est le
mode de production de ce G-6-P qui est différent: on recourt ici 2 ’acylphosphate:
D-glucose-6-phosphotransférase (AGT) et a l'acétylphosphate (R-COO-POs*").
Si la méthode a I’hexokinase se caractérise par une excellente exactitude, celle a
PAGT a Pavantage d’étre hautement spécifique, cet enzyme étant plus facile a
purifier que P’HK. Cette méthode est par exemple particuliérement intéressante
pour doser le glucose en présence de grandes quantités de fructose. Le fait que le
probléme de la spécificité ne se pose en principe pas ainsi avec les produits laitiers
explique peut-étre pourquoi la préférence a été donnée a la méthode a 'HK pour
les dosages du glucose (du lactose) dans ces produits.
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Méthode a la glucose-oxydase

Le principe de la détermination est le suivant (6):
(1) B-D-glucose + HyO + O, E@B Ac. D-gluconique + H,O,

En milieu aqueux et en présence d’oxygene (dissous), le glucose est oxydé sous
’action catalytique de la glucose-oxydase (GOD) en §-gluconolactone qui hydro-
lyse ensuite spontanément en acide gluconique. En tant que telle, cette réaction
ne présente encore aucun intérét du point de vue analytique. Le dosage propre-
ment dit s’effectue par la mesure soit de 'oxygeéne consommé, soit de J’eau
oxygénée produite, les techniques de mesure étant la photométrie, la potentio-
métrie, la polarographie ou 'ampérométrie:

a) Dosage photométrigque
La réaction de dosage peut étre formulée de la maniére suivante (6):
(2)a H;0, + DH, YO0 2H,0+D

L’indicateur d’oxydoréduction ajouté sous forme réduite DH: est oxydé en
forme D par H:O: en présence d’une péroxydase (POD). Comme indicateur orga-
nique coloré, il a été proposé 'o-dianisidine (6), le 2,2"-azino-di-(3-éthylbenzo-
thiazoline)-6-sulfonate (ABTS®) (6,7), le mélange 3-méthylbenzothiazoline-2-
one-hydrazone + diméthylaniline (20), I’o-tolidine (21), I’acide homovanillique
(22), le 2,6-dichlorobenzénone-indophénol (23), le guaiacol (24), etc. Certains
indicateurs rédox inorganiques ont également été utilisés avec succes (ferrocya-
nure (25), iodure (26—29)). Une application est signalée en chimie laitiére (do-
sages dans le fromage 30, 31). Ces mesures peuvent étre partiellement ou entiére-
ment automatisées (7, 20—29).

b) Dosage potentiométrique

Au lieu de suivre par photométrie le changement de couleur d'un systeme
rédox associé (D/DHa,), on peut suivre par potentiométrie son changement de po-
tentiel (Nernst), 2 la condition que ce systéme soit bien défini et réversible. Com-
me systéeme rédox associé, il a été souvent proposé le couple 1./2 1™ (32—34):

(2) H,0, + 21— + 2+ _catalyseur 5 pp6 47,

La réaction est catalysée par les ions Mo(IV) ou par ’enzyme POD. Le déve-
loppement récent des électrodes spécifiques (ici a iodure) a rendu possible ce
nouveau type de détermination, soit manuellement, soit en flux continu (32—34).
Bien antérieurement, le méme systéme rédox associé (I»/2 I7) avait déja été utilisé
pour suivre 'oxydation enzymatique du glucose par chronopotentiométrie (35).
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¢) Dosage polarographique ou ampérométrique

La réaction d’oxydation du D-glucose en présence de glucose-oxydase (GOD),
telle qu’elle est définie par I’équation 1 4 la page 491 peut étre suivie par polaro-
graphie ou par ampérométrie: on peut en effet mesurer soit le O» consommé* par
la réaction (29, 36—40), soit le HO» produit par cette méme réaction (41—44).
Dans le premier cas, on suit la réduction électrolytique de O. par une électrode
de Clark (O: +2H:Oet4e — 4 OH"); dans le second, on suit par polaro-
graphie 'oxydation électrolytique du H.O, formé (H2Os — O: + 2 H* + 2¢7).
La réaction d’oxydoréduction mentionnée précédemment sous lettre b) a égale-
ment été exploitée pour déterminer ampérométriquement le taux de production
de H,0s, mais avec le couple ferricyanure/ferrocyanure (au lieu du couple iode/
iodure).

Cet inventaire des méthodes de dosage du glucose par la glucose-oxydase n’est
nullement exhaustif. D’autres variantes ont vu le jour, notamment celle utilisant
un pH-stat (neutralisation de I'acide D-gluconique formé par l'oxydation, cf.
équation 1) (45).

Méthode a la galactose-déshydrogénase

Le galactose, comme précédemment le glucose, peut aussi servir de base a un
dosage du lactose (aprés hydrolyse par la B-galactosidase). La méthode a la ga-
lactose-déshydrogénase (Gal-DH) procéde pour le galactose de maniére analogue
a la méthode a la glucose-6-P-déshydrogenase pour le glucose: réaction rédox du
galactose avec le coenzyme nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD* ou
NADP*, suivant Pespéce bactérienne dont on a extrait ’enzyme (46)). Le prin-
cipe de la détermination est donc le suivant:

B-D-galactose + NAD+ Gal-DH D-galactono-§-lactone + NADH + H+

e I e A S
ou ou
(NADP+) (NADPH)

La réduction du coenzyme se traduit a nouveau par un changement de fluores-
cence a environ 485 nm ou d’extinction A environ 340 nm, qui permet de doser
le galactose (le lactose) engagé (8,46). La méthode peut, comme toujours, étre
entierement automatisée (47).

Methode a la galactose-oxydase

Le principe de la détermination du galactose avec la galactose-oxydase (Gal-
OD) est identique a celui de la détermination du glucose avec ’enzyme GOD (10):

* Afin que la mesure ne porte que sur le O, consommé et non sur le H,O, produit par la
réaction, il est nécessaire de détruire ce composant au fur et a2 mesure de sa formation,
par une voie qui ne puisse conduire a la formation de O,. Dans ce but, on utilis géné-
ralement la réduction ultérieure du H,O, par I’éthanol (en présence de catalase) ou
par I'iodure (en presence de Mo(IV)).
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B-D-galactose + H,O + O, _M_, hexodialdose + H,O,

Dans une étape ultérieure, on dose le H2O. produit par cette réaction en re-
courant a I'une des méthodes inventoriées précédemment pour le glucose (cf. a,

b, ¢) (48).

Remarque générale

L’introduction relativement récente des méthodes de dosage enzymatiques
constitue I'une des innovations fondamentales de I’analytique moderne. Lorsqu’il
est possible d’isoler et de purifier suffisamment ’enzyme requis, on dispose alors
de méthodes beaucoup plus spécifiques que les méthodes chimiques usuelles. Le
seul facteur limitatif de ces méthodes était jusqu’ici le prix de revient élevé des
catalyseurs et des réactifs (enzymes et coenzymes). Le développement récent des
techniques d’immobilisation de ces enzymes sur des supports inertes a permis de
surmonter cet inconvénient puisqu’il devient ainsi possible de réutiliser un trés
grand nombre de fois le catalyseur de la réaction, sous la forme par exemple d’une
spirale de réaction «imprégnée» pour l’analyse automatique en flux continu
(26—29, 49—53).

Méthodes photométrigues* recourant aun caractére glucidique du lactose
Méthodes recourant a la formation d’un furfural

Une voie trés classique et trés générale pour I’analyse des oses est la déshydra-
tation A chaud dans un milieu réactionnel acide. Il y a formation intermédiaire de
furfural pour les pentoses, de 5-méthylfurfural pour les méthylpentoses et de
5-hydroxyméthylfurfural (HMF) pour les hexoses (54). La réaction a lieu géné-
ralement en milieu sulfurique concentré (= 70%), mais peut également se pro-
duire dans le lait — donc en milieu pratiquement neutre — par simple échauffe-
ment (55). Ce composé intermédiaire (HMF) peut alors étre dosé soit directement
par spectrophotométrie vers 256 nm ou vers 315—320 nm (56—58), soit par colo-
rimétrie aprés révélation au moyen principalement d’un phénol, d’une amine
aromatique ou d’un hétérocycle (59, 60):

a) Révélation du HMF par un dérivé phénolique

La condensation d’aldéhydes avec certains dérivés phénoliques en milieu sulfu-
rique concentré est a 'origine de nombreuses réactions colorées. On admet la for-
mation intermédiaire de diarylméthanes, selon la réaction (59):

* Si la détermination ne comporte pas une étape de dissolution du lait ou des produits
laitiers, une défécation s’avére indispensable.
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R-CHO + 2 Ar-OH — R — CH{ O + H,O

Ces produits intermédiaires seraient ensuite oxydés en composés quinoniques
colorés. Un certain nombre de ces réactions ont été exploitées pour le dosage des
glucides, notamment celles avec le phénol (61—64), avec le thymol (65) et avec
Porcinol (66). D’autres dérivés phénoliques pourraient étre utilisés (résorcinol,
a-naphtol, etc. (59, 60)).

b) Révélation du HMF par Ianthrone

Il s’est avéré que les hexoses peuvent condenser avec I'anthrone en milieu
sulfurique concentré pour donner des composés bleu-vert, notamment le 1,2,5 —

ou le 1,3,5 — trianthronylidénepentane (60). La méthode a connu un certain
succes pour les analyses de routine (67—71).

c) Autres methodes de révélation du HMF

Bien d’autres réactions ont été mises a profit pour révéler le HMF. On peut
mentionner les réactions avec des amines aromatiques (aniline (72), p-bromaniline,
benzidine, diphénylamine) qui forment des imines (60), avec des hétérocycles
(60, 73), avec la cystéine (74), avec 'azulene (75), etc. Les protéines qui accom-
pagnent les glucides peuvent également réagir si la température est suffisante
(brunissement non enzymatique (76—79)).

Meéthodes utilisant une amine aromatique (o-toluidine)

Bien que le mécanisme de la coloration ne soit pas encore entiérement élucidé
(80), cette méthode d’analyse moderne et relativement spécifique a déja connu
un grand retentissement, particuliérement en chimie clinique (par ex. 81—86).
Selon toute vraisemblance, il y a formation d’une glycosylamine en équilibre
avec sa base de Schiff comme produits intermédiaires. Ces derniers ne présentant
encore aucune absorption dans le visible, on en déduit que d’autres réactions ont
encore lieu jusqu'a 'apparition d’une coloration. Avec la trés classique méthode
a 'o-toluidine, il n’a pas été dénombré moins de 4 chromophores différents aprés
séparation par chromatographie (80).

La méthode recourt normalement a un acide organlque (acétique, lacthue
egcohque c1tr1que etc.) pour catalyser la réaction, ce qui n’est pas sans présenter
certains inconvénients, notamment celui de faire précipiter les protéines et celui
de nécessiter un changement frequent des tuyaux de pompe dans I’analyse en flux
continu. Divers essais ont été entrepris pour supprlmer ou remplacer ces acides
(acétique en général) (81—83). La méthode a été automatisée en flux continu
(84—86). Elle a également été appliquée au lait (87, 88).
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Méthodes utilisant une amine aliphatique

En milieu fortement alcalin (NaOH) cette fois-ci, on fait réagir a température
élevée le glucide avec une amine primaire, la méthylamine en général (89), et
’on mesure vers 487 nm (90) ou vers 540 nm (91) la couleur rouge obtenue (mé-
thode dite de Malpress) (89—93). Le mécanisme de la (des) réaction(s) ne semble
pas connu. Une autre amine primaire, la n-butylamine, a été essayée dans des
conditions assez semblables (94). Le maximum d’absorption se situant vers 340 nm
parait cependant indiquer un mécanisme réactionnel différent. La butylamine
présente le grand avantage, pour une mesure spectrophotométrique, de dissoudre
simultanément et complétement le colloide formé par les lipides d’une part et par
les caséines d’autre part.

Méthodes utilisant une hydrazine ou un hydrazide aromatique

Le glucide condense avec un groupe hydrazino-aromatique pour donner une
hydrazone. Si le réactif est en quantité suffisante, le glucide peut continuer a
réagir avec une deuxieme molécule de réactif en oxydant en carbonyle un groupe
hydroxyle voisin, groupe qui peut réagir comme précédemment par condensation
avec une troisieme molécule de réactif, pour donner finalement une osazone. Com-
me réactif, on utilise la classique phénylhydrazine (95, 96), ’hydrazide de I’acide
p-hydroxybenzoique (97, 98), etc. La méthode ne pose pas de probléme d’automa-
tisation particulier (98).

Méthodes recourant a un complexe coloré avec un métal de transition

Les métaux de transition peuvent former des complexes colorés avec les
atomes d’oxygene des glucides. C’est notamment le cas du Cu(II) en milieu alca-
lin (99, 100). Cette propriété ne semble pourtant pas avoir été utilisée pour le
dosage du lactose ou de ses produits d’hydrolyse, en raison probablement de son
manque de spécificité,

Méthode spectrophotométrique par absorption dans Pinfrarouge (IR)

Cette méthode, qui permet de déterminer presque simultanément la teneur
en protéines, en matiére grasse, en lactose et en solides non gras, a déja fait 'objet
d’une étude approfondie dans le cadre de la bibliographie consacrée précédemment
au dosage des protéines du lait.* Tout ce qui y est indiqué (cf. pp. 233—234 et
références 243 a 273, 333, 350) reste valable pour le dosage du lactose (principe,

* Bosset, ., Blanc, B. et Plattner, E.: Le dosage des protéines du lait et de ses principaux
dérivés: méthodes et appareillage tirés de la littérature parue entre 1964 et 1974. Trav.
chim. aliment hyg. 67, 226—261 (1976).
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avantages et inconvénients de la méthode, difficultés technologiques et solutions
adoptées, étalonnage, appareillage disponible, etc.). Pour les glucides, I’absorption
de I’énergie IR & 1045 cm™* est due, semble-t-il, a une combinaison de vibrations
y C—O («stretching») et 8 O—H («bending»). Les quelques rares publications qui
ne traitent que le dosage du lactose sont mentionnées ici (101—104) 2 titre complé-
mentaire.

Méthode polarimétrique

Les glucides étant des substances optiquement actives, il est possible de les
doser en mesurant leur pouvoir rotatoire. En ce qui concerne le lactose, il existe
deux formes optiquement actives différentes (105—107): la forme o dont le pou-
voir rotatoire spécifique (a,) 30 vaut 107, 23° et la forme B dont le pouvoir rota-
20
D4b
aqueux, ces deux formes se convertissent 'une dans l'autre jusqu’a I’équilibre,
caractérisé par un () 550 ¢gal & 65,12° (valeurs calculées sur la base des produits
anhydres). Le pouvoir rotatoire d’'un mélange étant égal & la moyenne pondérée
des pouvoirs rotatoires de chacun de ses composants, on en déduit qu’a I’équi-
libre 38,2%0 du lactose se trouve sous forme o et 61,8%0 sous forme . La vitesse
de mutarotation dépend fortement du pH et de la température (108).

Le pouvoir rotatoire d’une solution pure est fonction de cinq parametres: le
pouvoir rotatoire spécifique et la concentration deson constituant optiquement actif,
la longueur du chemin optique (longueur de la cellule de mesure), la température et
la longueur d’onde de la lumiére polarisée utilisée (dispersion rotatoire) (109). En
fixant quatre de ces parametres, on peut déterminer le cinquiéme, par exemple la
concentration (loi de Biot). Si le milieu est trouble, il est nécessaire de procéder
d’abord & sa clarification. Dans le cas du lait, on procéde a la précipitation des
protéines (substances également optiquement actives) et des lipides. Différentes
techniques ont été testées et comparées (acétate de plomb, nitrate basique de
plomb, acétate de zinc + ferrocyanure de potassium, nitrate de mercure, acétate
de zinc + acide phosphotungstique, sulfate de zinc + ferrocyanure, etc.) (110,
114—119). On doit tenir compte dans chaque cas de la concentration du volume
final (apres défécation) en utilisant un facteur de correction.

La méthode polarimétrique a été appliquée avec succeés au dosage du lactose
et du saccharose dans le lait, comme dans de nombreux produits laitiers (110—119).
Si elle est un peu moins exacte que les méthodes gravimétriques et volumétriques
(120), elle se caractérise en revanche par sa simplicité, sa rapidité et par le faible
prix de revient de ’analyse (111—114).

Pour les déterminations manuelles, 'appareillage (121) est en général fort
simple: un polarimétre ordinaire (2 lecture visuelle directe). Un équipement semi-
automatique a été proposé (122). Actuellement, on trouve également sur le marché
un certain nombre de polarimétres et de spectropolarimétres modernes, a lecture
entierement automatisée (par exemple les modéles 241 et 241 Mc* de Perkin-
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Elmer; DIP-4, J-20*% et J-40* de Jasco; OK 1, OLD 3 et OLD 4 de Zeiss; P-10
et P-70 de Bellingham and Stanley Ltd., etc.). A en croire la littérature consultée,
ces appareils ne semblent pourtant pas d’un emploi courant pour des détermina-
tions de routine, vraisemblablement en raison de leur prix relativement élevé.

Méthode par réfractométrie différentielle

Cette méthode — qui permet de déterminer consécutivement les protéines, le
lactose (123) et les solides totaux non gras du lait — a également fait ’objet d’une
étude approfondie dans le cadre de la bibliographie consacrée précédemment au
dosage des protéines du lait**. Elle ne sera donc pas reprise ici. On se rapportera
aux pages 237—238 et aux références 319, 321—323 de ladite bibliographie.

Comme appareillage, on peut trés bien utiliser un réfractomeétre selon Abbé ou
un réfractométre a immersion. Il existe aussi des réfractométres différentiels a
flux continu, a petite cellule et a grande sensibilité de mesure (par exemple les

types 5100 ou 2025/50 de Knauer ou Multicef 901 de Optilab).

Meéthodes recourant anx propriétés réductrices du lactose ou de ses produits
d’hydrolyse

Les propriétés réductrices du lactose comme de bien d’autres glucides (glucose,
galactose, etc.) ont donné naissance a de trés nombreuses méthodes d’analyse. On
peut les classer:

— selon le mode de détection utilisé: photométrie, potentiométrie, gravimétrie,
volumétrie, etc.,

— selon le type d’oxydant utilisé: dérivés polynitrés aromatiques (sous forme
nitro), sels de tétrazolium, hypochlorite, periodate, ferricyanure, Cu(II),
Hg(11), Ce(IV), etc.

C’est ce dernier systeme de classification qui sera retenu pour sa simplicité plus
grande.

Methodes (colorimétrigues) recourant a la réduction d’un groupe nitro-aromatique

Apres précipitation des protéines (124) qui génent tant par leur pouvoir réduc-
teur que par la turbidité qu’elles occasionnent —, le glucide réagit en réduisant
en amino I'un des groupes nitro d’'un composé aromatique polynitré (di-ou trinito).

* Les spectropolarimétres enregistreurs repérés dans le texte par un astérisque sont utilisés
surtout pour des ¢tudes de dispersion rotatoire optique et de dichroisme circulaire.
** ¢f. note au bas de la page 495.
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On peut utiliser un dinitrophtalate (124, 125) un picrate (126), un dinitrosali-
cylate (127), un dinitrophénate (128), etc. (60). L’analyse peut aisément étre auto-
matisée (126, 128).

Autres méthodes (photométriques, fluorimétriques, etc.) recourant a la réduction
d’un composé organique

D’autres oxydants organiques ont été testés pour doser les glucides. On peut
citer le bleu de tétrazolium (qui donne un formazan (129)), la n-carboxyphenyl-
diazone (130), le sulfate d’éthylénediamine (131), qui permet un dosage fluori-
métrique (le mécanisme de cette réaction semble inconnu), etc.

Méthode dite «a la chloramine T »

Jusqu’da maintenant, 'unique méthode de référence internationale pour le
dosage du lactose dans le lait a été celle dite a la chloramine T* (132, 133).
A proprement parler, ce n’est pas la chloramine T qui est le réactif, mais I’iode
que libére la chloramine T en présence d’un excés de KI (on utilise la chloramine
T a cause de sa stabilité plus grande). L’oxydation du lactose est relativement
lente 2 température ambiante et dans 'obscurité (env. 1,5 h). L’excés d’iode est
titré en retour par le thiosulfate en présence d’amidon (iodométrie classique). L'un
des défauts de cette méthode est de recourir a des réactions non stoechiométri-
ques (le domaine de proportionnalité: «iode consommé /lactose oxydé» est
fort restreint), trés dépendantes des conditions de travail. Les produits d’oxyda-
tion du lactose sont mal connus. Il semblerait méme que cette méthode puisse
donner parfois des valeurs inexactes, trop faibles, sans raisons apparentes (134).

Méthodes recourant a la réduction d’antres halogénes de degrés d’oxydation
plus élevés

D’autres halogénes ont également été essayés a des degrés d’oxydation plus
élevés, notamment I’acide hypobromeux (généré en solution par hydrolyse acide
de la N-bromosuccinimide (135)), et surtout ’acide periodique (ou le periodate)
(136—139), en utilisant différentes techniques de mesure (titrage au thiosulfate,
photométrie dans 'UV, électrochimie, etc.). Aucun de ces travaux ne semble
pourtant avoir été appliqué a des analyses de routine.

Methode(s) recourant a la réduction du Cu(I1)

La réduction a chaud du Cu(II) en Cu(I) en milieu alcalin est utilisée depuis
fort longtemps pour le dosage des sucres réducteurs tant dans le lait que dans

3%

cf. page 490 et la référence (19).
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d’autres liquides biologiques. Cette méthode a fait 'objet d’un grand nombre de
variantes® (177). On peut citer celles selon Lane-Eynon (140), selon Munson-
Walker (141), selon Ofner, selon Meissl-Hiller, selon Quisumbin-Thomas, selon
’Institut de Berlin, selon Folin et Wu, selon Potterat-Eschmann (142), selon Feh-
ling (143), selon Stiles-Peterson et Fred, selon Tompsett, etc. Toutes ces variantes
ont été abordées succinctement dans un travail bibliographique consacré récemment
a cette méthode (144), travail qui, d’ailleurs, en propose encore une autre version:
la réduction du Cu(Il) par le lactose en un précipité de Cu:O qui est ensuite
réoxydé (et redissous) par l’acide nitrique, puis la mesure colorimétrique du
complexe bleu cupritétramine formé par alcalinisation a I’'ammoniaque.

Pour rendre aussi exhaustif que possible cet inventaire des diverses variantes
recourant a la réduction du Cu(Il), il faudrait encore en citer cinq importantes:
celles selon Luff-Schoorl, selon Bertrand (145—149), selon Brown (150), selon
Somogyi et selon Somogyi-Nelson (151—153) utilisées plutét en chimie clinique.
Outre ces cinq variantes supplémentaires, 1l en est apparu encore d’autres, no-
tamment par complexométrie (3 PEDTA) (154), par potentiométrie (155) et méme
par absorption atomique (141).

L’un des principaux inconvénients que présentent, de maniére générale, toutes
ces méthodes est de recourir & une réaction d’oxydoréduction qui n’est pas stoe-
chiométrique. On doit en effet faire appel & des tables de conversion, différen-
tes pour chaque sucre. De plus, la spécificité des ces méthodes n’est pas comparable
a celle que I’on obtient avec les méthodes enzymatiques. En outre, toutes ces va-
riantes exigent une défécation compléte du lait, opération longue et fastidieuse.
En revanche, la plupart d’entre elles présentent ’avantage de ne nécessiter aucun
appareillage coliteux, ce qui est particuliérement intéressant pour les petits labora-
toires, a budget restreint. Ces différentes méthodes ne semblent pas avoir fait
I’objet d’automatisation.

Méthodes recourant d la réduction d’autres oxydants inorganiques

Bien d’autres réactions rédox ont été appliquées au dosage des glucides. La
réduction en milieu alcalin et a chaud du ferricyanure (156—158, 161—165) ou
de systémes analogues (ferricyanure/molybdato-arsénate (139, 159), ferricya-
nure/acide molybdatophosphorique (160), ferricyanure/Fe(III) ou bleu Prusse
(175)) a été suivie par photométrie (139, 156—162) ou par potentiométrie
(163—165) tant manuellement (139, 156—160) qu’en flux continu (160—165).
On peut encore citer la réduction a chaud et en milieu alcalin du Hg(II)-EDTA
sulvie par une titration potentiométrique (166), celle de ’acide molybdatosilicique
(167) ou molybdatophosphorique (168), etc. La cérimétrie des glucides (étude
bibliographique, bases théoriques, essai d’application manuelle puis en tlux

* Vu le grand nombre de variantes existant, il n’a pas été possible de faire figurer dans
le présent travail le principe, la description et les références originales de chacune
d’entre elles. Pour obtenir ces informations, on se rapportera aux travaux cités dans le
texte.
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continu) a déja fait I'objet d’une étude approfondie publiée séparément (169).
Comme celles au Cu(II), toutes ces méthodes nécessitent une élimination des
protéines (défécation ou dialyse).

Meéthodes chromatographiques

Les différentes techniques chromatographiques actuelles servent avant tout
a séparer, a isoler et a identifier les divers composants d’'un mélange, par exemple
de glucides (170). Elles n’entrent donc pas dans le cadre assigné au présent tra-
vail. Si les glucides isolés par chromatographie doivent ensuite étre dosés, on
recourt généralement a l'une des méthodes décrites dans les paragraphes pré-
cédents,

La chromatographie en phase gazeuse peut néanmoins étre utilisée comme
méthode de dosage si I'on prend soin de stabiliser les glucides, par exemple sous
forme de dérivés triméthylsilyliques et d’utiliser des détecteurs adéquats. Cette
méthode permet de différencier les formes a et § du lactose (171—174).

Travaux comparant différentes méthodes de dosage

A quelques rares exceptions pres, toutes les publications mentionnées jusqu’ici
ne traitent en principe que d’une seule méthode d’analyse a la fois. Si une seconde
méthode est mentionnée, c’est en tant que méthode de référence. Par contre, un
certain nombre de publications comparent entre elles diverses méthodes de dosage
(134, 139, 152, 175—186). Pour de tels travaux, le systéme de classification (par
méthodes) adopté précédemment est inadéquat, puisqu’il fait perdre de vue le
but recherché par I'auteur et qu’il contraint & de nombreuses répétitions de cita-
tions. Le recours a un tableau synoptique (cf. tableau 1) pour la présentation de
tels travaux — ceux-ci formant du reste une catégorie logique distincte — évite
ces inconvenients.

NB.: Le dosage du lactose a parfois été utilisé comme méthode de détection de mammites
(103, 104, 187—193). 1l existe en effet une corrélation assez étroite entre les teneurs
du lait en leucocytes, en lactose et en chlorure.



Tablean 1

Répertoire des publications permettant de comparer entre elles différentes
méthodes de dosage du lactose (resp. du glucose oulet du galactose)

0 &§: 2
8% ey 2 5 | = Yt o
Méthodes gbd- £ E t Y g ;5 E = E g-$:] = E 3
mentionnées : g:ﬂ_ ';é 532 = ;‘J—d' § j: ..g 2'F ! .EA‘;Q 275
£EQ | g55 | 3 g3 5 £ | 383 | 55f | 598
5o | 554| 8 | 53 | % |82 | 8F8 888
pe s o Sl 0 [ ¥ & @88 | gok& | B2
Enzymatiques (176%; P, (176%; 1 (176%;
(GOD, HK, etc.) | 17g)x| (184 | (176)%) (184) ) — | — 1 (184) | 470pe') 1 7g)s
Formation HMF
(anthrone/H,SO,) — — | (184) | — — | (184) | (182) | —
(phénOI/HgsO,;)
o-toluidine - _— — — — | (176)*] (176)*
Formation
osazones - (134) - (184) o o
Polarimétrie — | (183) | (180) | (177) | —
Réfractométrie L — e £
Réduction .
chloramine T — (118719’ (139)
ou 10,~ )
(146;
i [Fatal
Réduction 177 (17257
Cu (1II) 1297 176%;
(variantes) 1815 | 178%)
185;
186)
Réduction
[Fe(CN)61% (175)*
(variantes)

NB.: 1. Les travaux repérés par un astérisque (*) ont été effectués avec un analyseur auto-

matique.

2. Les travaux situés sur la diagonale principale (c.a.d. a l'intersection «horizonta-
lement/verticalement» de la méme méthode) se rapportent a la comparaison de
variantes différentes de la méme méthode.
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Résumé

Cette deuxi¢me bibliographie (193 références) passe en revue le plus exhaustivement
possible tous les travaux parus pendant la période s’étendant de 1964 a 1974, qui con-
cernent le dosage du lactose et de ses produits d’hydrolyse (glucose et galactose) dans le
lait et dans quelques produits laitiers (laits en poudre, laits condensés, fromages, etc.).
Un accent tout particulier est porté sur les appareils com‘g]ercialisés disponibles, notam-
ment sur les analyseurs automatiques en continu ou en discontinu. Aprés une courte intro-
duction qui rappelle les quelques travaux bibliographiques qui ont déja parus dans ce do-
maine, les diverses publications parues sont ordonnées par méthodes d’analyse: enzymatiques
(HK, AGT, G-6-P-DH, GOD, Gal-DH, Gal-OD); photométriques recourant au caractére
glucidique du lactose (formation et révélation du 5-hydroxyméthylfurfural, réactions
avec amines aliphatiques ou aromatiques, formation d’osazones, etc.}; spectrophotométri-
ques dans Pinfrarouge; polarimétriques; réfractométriques; par réduction de composés
organiques (polynitrés, sels de tétrazolium, chloramine T, etc.), de ions ou de complexes
inorganiques (Cu(II), (Fe(III)(CN)g)3—, Hg(Il), Ce(1V), Br(I), I[(VII), etc.) et chro-
matographiques. Les avantages et inconvénients de chaque méthode y sont bri¢vement
traités, de méme que les diverses variantes, modification ou améliorations apportées
ultérieurement a chacune d’elles. Un paragraphe complémentaire est consacré aux travaux
qui ont pour objet la comparaison de différentes méthodes d’analyse entre elles.

Zusammenfassung

Mit dieser zweiten Bibliographie wurde versucht, einen moglichst umfassenden Ueber-
blick tber die im Zeitraum von 1964 bis 1974 publizierten Arbeiten zum Thema der
quantitativen Bestimmung der Lactose sowie deren Hydrolyseprodukten (Glucose und
Galaktose) in Milch und in einigen Milchprodukten (Milchpulver, Kondensmilch, Kise
usw.) zu geben (193 Literaturhinweise). Besondere Beachtung wurde dabei denjenigen
Arbeiten geschenkt, die sich mit kommerziell erhiltlichen voll- oder halbautomatischen
Analysengerdten befassen. Nach der kurzen Einleitung, in der die schon publizierten Biblio-
graphien zu diesem Thema erwihnt werden, ist die gesammelte Literatur nach folgenden
Analysenverfahren geordnet: enzymatische Methoden (HK, AGT, G-6-P-DH, GOD, Gal-
DH, Gal-OD); Photometrie von Zuckerderivaten (5-Hydroxymethylfurfural, Produkten aus
Reaktionen mit aliphatischen oder aromatischen Aminen, Osazonen, usw.); Infrarot-
Spektroskopie; Polarimetrie; Refraktometrie; Methoden beruhend auf Redoxreaktionen
mit organischen Substanzen (mehrfach nitrierten Verbindungen, Tetrazoliumsalzen,
Chloramin T, usw.), mit anorganischen Ionen oder Komplexen (Cu(II), (Fe(III)(CN)g)3 ™,
Hg(1I), Ce(IV), Br(l), I(VII), usw.) und Chromatographie. Vor- und Nachteile jedes
dieser Analysenverfahren werden eingehend besprochen. In der Besprechung werden auch
verschiedene verdffentlichte Verinderungs- oder Verbesserungsvorschlige zu den Stand-
ardmethoden erwihnt. Ein erginzender Abschnitt ist denjenigen Arbeiten gewidmet, die
sich mit dem Vergleich der verschiedenen Analysenverfahren unter sich befassen.

Summary

This second bibliography (193 references) deals as exhaustively as possible with
publications appeared between 1964 and 1974, which refer to the quantitative determi-
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nation of lactose and of its hydrolytic products (glucose and galactose) in milk and in
some milk products (powdered milk, condensed milk, cheese, etc.). Special importance
is given to the available commercial apparatus, particularly to semi- and fully automatic
analysers (i. e. continuous or discontinuous flow). After a brief introduction which covers
reviews in this field, each publication is classified under the corresponding method: enzyma-
tic (HK, AGT, G-6-P-DH, GOD, Gal-DH, Gal-OD); photometric relying on the carbo-
hydrate character of lactose (formation and revelation of 5-hydroxymethylfurfural, reac-
tions with aliphatic and aromatic amines, formation of osazones, etc.); spectrophoto-
metric in the infrared; polarimetric, refractometric; by reduction of organic products
(polynitrated compounds, tetrazolium salts, chloramine T, etc.) of inorganic ions or
complexes (Cu(II), (Fe(III)(CN)g)®, Hg(II), Ce(IV), Br(I), I(VII), etc.) and chromato-
graphic. The advantages and inconveniences of each method are briefly discussed, as well
as the different variants, modifications or improvements published for each of them. A
complementary paragraph is given over to works which compare different methods of
analysis.
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