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Dosage du lactose du lait par la méthode au DNS
1. Préparation de l’échantillon:

Introduire dans une fiole jaugée à 100 mL:

· 2 mL de lait UHT

· 1 mL d'acide trichloracétique (3 mol/L)

· Laisser reposer 10 minutes

· Neutraliser avec 6 mL de NaOH (1 mol/L)

· Compléter et ajuster avec de l'eau distillée.

Filtrer pour obtenir le filtrat L
2. Dosage des sucres réducteurs par colorimétrie au DNS:

Les glucides réducteurs peuvent être dosés grâce à leurs propriétés réductrices, en milieu alcalin et à chaud, vis-à-vis de l'acide 3-5 dinitrosalicylique (3,5-DNS).

La réaction est non stœchiométrique, donc dépendante des conditions opératoires. 

Par conséquent on opérera  par référence à une gamme d'étalonnage.
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 Le 3,5-DNS jaune est réduit en acide 3-amino-5-nitrosalicylique orangé-rouge, dosable par colorimétrie à 530 nm.

Le développement de la coloration à 100 °C et les mesures d'absorbance devront être menés simultanément pour  les essais et les étalons.

2.1.Méthodes générales de préparation des solutions colorées
Dans un tube à essais, verser:

· v mL de solution apportant les sucres à doser

· qsp 3 mL d'eau distillée

· 2 mL de réactif au 3,5-DNS

· Boucher les tubes et les porter au bain-marie à 100°C pendant 5 min exactement.

· Refroidir sous un courant d'eau froide (ou dans un bain d'eau froide).

· Ajouter 15 mL d'eau distillée.

· Mesurer les absorbances à 530 nm contre un blanc.

2.2.Préparation de la gamme d'étalonnage :

· Préparer par pesée 100 mL de solution étalon de lactose monohydraté à 2 g/L.

· Préparer une gamme d'étalonnage de 6 tubes contenant de 0 à 2 mg de lactose monohydraté par tube à partir de la solution étalon réalisée.

2.3. Traitement des échantillons :

Doser les sucres réducteurs sur les échantillons L, sur d'éventuelles dilutions (pour cela se référer à la littérature et à l’étiquette du produit).

2.4. Contrôle de reproductibilité de la méthode :

Intégrer au dosage un essai à partir de la solution contrôle de lactose monohydraté R à 1,00 g/L.
Déterminer la concentration de cette solution en g/L.

Une étude plus large donne un coefficient de reproductibilité : CVR = 5%. 
Valider les résultats à l'aide de cette donnée.

2.5.Résultats:

· Justifier et rassembler dans un tableau les indications relatives à la préparation des tubes de gamme, des essais et des contrôles.

· Indiquer les valeurs expérimentales obtenues pour chaque tube.

· Tracer la courbe d'étalonnage A = f(quantité par tube): indiquer les paramètres de la courbe.

· Déterminer la concentration massique en sucres réducteurs dans l’échantillon en g de lactose hydraté /L de lait.
Données :

· Sr = 1,2 g/L de lait

Uc = 1,8 g/L de lait
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	matériel
	étiquette
	quantité
	répartition

	lait 1/2 écrémé
	
	1/2 L
	

	NaOH 1 mol/L
	
	200 mL 
	3 fl de 100 mL 

	acide trichloracétique 3 mol/L
	
	250 mL   
	1 flacon avec pompe de 5 mL

	filtres
	
	
	

	fioles jaugées de 100 mL 
	
	
	

	parafilm
	
	
	

	cuvette lactose
	
	
	

	tubes de 20-22
	
	
	3 paniers

	lactose monohydraté à peser
	
	1 batterie
	

	coton cardé
	
	
	

	papier aluminium
	
	
	

	tubes à hémolyse
	
	
	1 panier

	contrôle lactose à 1 g/L
	R
	100 mL
	1 flacon

	cônes bleus
	
	
	16 pots

	filtres bande rouge
	
	
	

	fioles de 100 mL
	
	
	

	3-5DNS
	
	1 L
	+pompe de 2 mL

	1 gros flacon avec une pompe de 15 mL + eau distillée
	
	
	

	plaques chauffantes pour bain-marie bouillant
	
	
	

	cuves spectro
	
	
	

	2 bidons de récupération pour DNS
	
	
	


Corrigé

1. CCM

Avec la phase M1

	Glucide
	Glc
	Gal
	Lac
	Fru
	Rib

	Rf
	0.468
	0.349
	0.147
	0.440
	0.528


Chromatographie d'adsorption :

Les diholosides sont plus  retenus que les oses, car plus riches en fonctions –OH polarisables. Le nombre de liaisons avec les sites actifs de la phase stationnaire sont plus nombreux.

Les pentoses sont moins retenus que les hexoses (nbre de fonctions –OH)

Parmi les hexoses la configuration des carbones conditionne les forces de rétention. Le galactose est plus retenu que le glucose car il a plus de –OH du même côté de la molécule. (faire schéma des molécules)

M1 est une phase moins polaire que M2, elle sépare mieux les composés.

M2 est trop polaire : mauvaise séparation

M3 : présence d'eau en trop grande quantité qui entraîne un phénomène de partage et de diffusion.

Résultats :

· Lait UHT : lactose , (trace de galactose)

· Poudre de lait : Lactose , galactose

· Gruyère : Traces de glucose, de lactose et de galactose

2. DNS

Gamme d'étalonnage:

	tube
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	q (mg)
	0
	0.4
	0.8
	1.2
	1.6
	2


Contrôles :

Reproductibilité :

c = 0,77 g/L

s = 0,02 g/L

Exactitude :

Cexp = 0,93 g/L  donc IR = 11%

Résultats :

lait UHT : E =1 mL 


[image: image1.wmf]L

g

q

d

E

q

clait

/

2

100

*

1

1

*

=

=


soit 44,3 g/L

Lait en poudre : E = 1 mL d'une dilution   d=1/10 du filtrat.
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soit 40,7 g/ 100 g

Gruyère : E=1ml 
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soit  0,70 g/100g
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