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Application de la cryométrie a la mesure

de I'hydrolyse enzymatique du lactose

par

J. P. RAMET", G. NOVAK™"™ P. A. EVERS**
et H. H. NIJPELS***

1. INTRODUCTION

Depuis quelques années, l'utilisation de la B-galactosidase est pré-
conisée pour résoudre les probléemes d'intolérance au lactose présentés
par certaines populations et individus [1, 4], pour fabriquer certains
produits laitiers fermentés [5, 7, 9, 11, 14, 15] et pour élaborer des
lactosérums concentrés hydrolysés [8, 12].

Il existe différentes méthodes pour contréler I'hydrolyse du lac-
tose ; les plus connues font appel a des méthodes classiques ou plus
élaborées comme la chromatographie en phase gazeuse [8, la] et les
méthodes de dosage enzymatique [2, 3, 6] mais toutes sont relative-
ment longues, délicates et nécessitent parfois un équipement sophis-
tiqué, les laboratoires industriels ne disposent pas toujours des
équipements nécessaires. De plus, certaines méthodes donnent des
résultats difficilement reproductibles quantitativement [7].

Nous proposons ci-aprés, une méthode rapide, nouvelle, basée
sur la mesure de I'abaiss sment cryoscopique du point de congélation
de la solution, consécutif a I'hydrolyse du lactose.

* Ecole Nationale Supérieure Agronomique et des Industries Alimentaires,
Nancy (France).
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Il.  MATERIELS ET METHODES

11.1. Principe de la méthode

Lors de I'nydrolyse du lactose par voie enzymatique, la molécule
de lactose (PM 342) est scindée en deux oses simples, glucose et galac-
tose (PM 180) selon le schéma bien connu suivant
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Cette hydrolyse s'accompagne d'un abaissement corrélatif du
point de congélation de la solution, défini par la relation

X
AT=--K
M
ou X concentration de la substance (non ionique) en solution

aqueuse (g/l) ;
M poids moléculaire de la substance ;
K constante cryoscopique de l'eau : K = 1,86.
Ainsi, pour une solution aqueuse a 50 g/l de lactose dans l'eau,
le point de congélation sera:
50
ATi= -- X 1,86=- 0,272°C
342
Si ce lactose est totalement hydrolysé en glucose et galactose,
le point de congélation sera, compte tenu de la correction apportée
en raison de l'eau fixée:
52,6 100
ATt = -- X x 1,86 = - 0,545°C
1,80 99,74
L'hydrolyse compléte du lactose en solution & 50 g/l entrainera
donc un abaissement cryoscopique du point de congélation de
- 0,273°C.
De ce fait, le point de congélation d'un lait serait porté apreés
hydrolyse de - 0,540°C a - 0,813°C.
De la méme facgon, lors d'une hydrolyse enzymatique du lactose,
I'abaissement cryoscopique devrait refléter le taux d'hydrolyse.

11.2. Méthodes

Pour vérifier les hypothéses précédentes, nous avons mesuré sur
deux substrats lactosés différents (lait -ultrafiltrat) la libération du
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galactose et du glucose et établi la corrélation entre la méthode
cryoscopique proposée et deux méthodes de dosage enzymatique
[2, 6].

1IL2.1. PREPARATION DE LA ~-GALACTOSIDASE

La ~-galactosidase utilisée pour I'hydrolyse du substrat provient
d'une levure Kluyveromyces lactis, elle est commercialisée par Gist-
Brocades N.V. sous la dénomination Maxilact [8].

La préparation enzymatique posseéde une activité B-galactcsida-

sique de 30000 O.N.P.G. soit 7500 N.L.U. [8] et a été utilisée en solu-
tion aqueuse de 1a 4 p. 100 selon les essais.

11.2.2. SUBSTRAT

Le lait est un lait écrémé reconstitué a partir de poudre « low-
heat » de bonne qualité bactériologique et d'eau stérile ; la teneur
en lactose est de 42 g/l a 50 g/l selon les essais.

L'ultrafiltrat utilisé provient d'un lait reconstitué dans les condi-
tions précitées et ultrafiltré sur membrane P 30 a l'aide d'un module
Diaflo ; sa teneur en lactose est de 44 g/l.

Les milieux ont été préchauffés a 30 ou 35° C selon les essais,
puis répartis en flacons de 150 ml placés au bain-marie thermostaté

1IL2.3. CONDITIONS D'HYDROLYSE

La préparation enzymatique de fl-galactosidase a été ajoutée dans
le substrat a une concentration de 1500 a 6000 N.L.U';1 selon les
essais.

La température choisie a été maintenue pendant toute la durée
de I'hydrolyse.

11.2.4. MESURE DE LA CINETIQUE D'HYDROLYSE

Deux types de méthodes ont été comparées

e Meéthode enzymatique
L'hydrolyse a été suivie d'une part
- par la mesure du galactose formé ; ce dernier a été oxydé en

présence de galactose déshydrogénase et le NAD réduit correspon-
dant a été mesuré a 340 nm [2] ;

- par la mesure du glucose formé ; ce dernier a été oxydé en
présence de glucose oxydase ; le peroxyde d'hydrogéne libéré au
cours de la réaction contribue a la formation d'un composé
coloré dont la concentration est mesurée par spectrophotométrie a
510 nm [6].

. Méthode cryoscopique

La cinétique de I'nydrolyse a été suivie en mesurant I'abaissement
cryoscopique du point de congélation a l'aide d'un cryoscope Advan-
ced-Instruments type Hi-precision Research Osmometer 3R.
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Les analyses ont été faites simultanément par l'une ou l'autre des
méthodes enzymatiques et la méthode cryoscopique a to, puis toute
les 15mn pendant 1h 30a 3 h selon les essais.

. RESULTATS: DISCUSSION

111.1.Corrélation entre méthode cryoscopique
et méthode enzymatique

La méthode cryoscopique permet de suivre la cinétique d'hydro-
lyse de facon tres réguliere dans le lait et l'ultrafiltrat (fig. 1, tab. 1).

TABLEAU 1
~ Temps Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4 Essai 5
incubation hydrolyse hydrolyse hydrolyse hydrolyse hydrolyse
p.100 p.100 p.100 p.100 p.100
(h) MC ME MC ME MC ME MC ME MC ME
0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 17 18 17 17 20 18 17 18 18 17
2 29 31 28 30 30 31 28 29 29 29
3 43 40 41 40 42 41 38 39 40 38
4 50 51 49 49 51 49 47 48 49 48

Comparaison du pourcentage d'hydrolyse du lactose déterminé par la méthode
cryoscopique  (MC) et la méthode enzymatique a la glucoeoxydase (ME.).

Conditions de I'nydrolyse : substrat : lait écrémé reconstitué ; lactose : 50 gl
température : 30°C ; Maxilact : 500 N.L.U./I.

La droite de régression entre la méthode enzymatique et la
méthode cryoscopique présente une trés bonne corrélation pour les
deux milieux étudiés (fig. 2 et 3) ; les valeurs de F montrent que cette
corrélation est hautement significative.

La similitude des équations des droites pour le lait et Il'ultra filtrat
montre qu'il n'y a pas d'interférence des constituants des milieux
lors des mesures et que la variation du point de congélation est seule
fonction de I'hydrolyse du lactose.
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Cinétique d'hydrolyse du lactose dans le lait
A : mesurée par la méthode enzymatique.
B : mesurée par la méthode cryoscopique.
(Conditions de [I'hydrolyse: substrat: lait écrémé reconsti-
tué ; lactose : 44 g/l ; température : 35° C ; Maxilact

3000 N.L.USI).
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Mesure de I'hydrolyse dans le lait : corrélation entre la
méthode cryoscopique et la méthode enzymatique (galac-

tosedéshydrogénase)
Equation de la droite: y = 0,084 + 0,67
Coefficient de corrélation; r = 0,983
Nombre de couples de mesures: n = 63

F = 1749

Apres hydrolyse totale du lactose du lait (lactose 50 g/l ; enzyme
5000 N.L.U.jl, 35°C, 4 h), l'abaissement du point de congélation
mesuré est de - 0,274°C par rapport au lait témoin, cette valeur
correspond étroitement a la valeur théorique calculée - 0,272°C.

111.2. Précision

Compte tenu de la precision du cryoscope utilisé (5/10 000°C),
I'erreur maxima relative sur la mesure du point de congélation est de
l'ordre de 1/1 000 ; cette erreur est donc négligeable.

51
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Mesure de I'nydrolyse du lactose dans l'ultrafiltrat de lait:
corrélation entre la méthode cryoscopique et la méthode

enzymatique (galactosedéshydrogénase).
Equation de la droite: y =0,085 + 057

Coefficient de corrélation: r = 09%
Nombre de couples de mesures: n = 19
F = 1404
TABLEAU 2
Nombre de
mesures Moyenne Ecart-type
M = 10 M = - 07930 C ~ = 0,0034

Caractéristiqgues de répétabilité de la méthode cryoscopique.

Condition de I'nydrolyse : substrat : lait écrémé reconstitué
température:  35° C ; Maxilact : 4500 N.L.U';l ; durée: 3 h.

Coefficient
variation

V = 043 p. 100

lactose 44 g/l
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111.3.Répétabilité

Sur une série de 10 mesures du point de congélation d'un méme
échantillon mesuré aprés I'hydrolyse totale du lactose (tab. 2), le
coefficient de variation est de 0,43p. 100, la répétabilité de la méthode
proposée peut donc étre considérée comme treés satisfaisante.

[V. CONCLUSION

La méthode cryoscopique proposée pour contréler [I'hydrolyse
du lactose est remarquable par sa simplicité; elle possede une bonne
répétabilité et une bonne précision.

Pratiquement les équations de corrélation que nous avons éta-
blies permettent de calculer directement Ile taux d'hydrolyse du lait
ou d'un ultrafiltrat. Il suffit de déterminer pour cela I'abaissement du
point de congélation du milieu par rapport a une valeur témoin cor-
respondant au milieu non hydrolysé.

Il est également possible d'établir en raison de la relation linéaire
entre l'abaissement de température et le taux dhydrolyse, une droite
étalon passant par l'origine et le point dont les coordonnéescorres-
pondent a une hydrolyse de 100p. 100. L'abaque ainsi établie permet
de déduire facilement pour chaque valeur de Lit mesurée le taux
d'hydrolyse correspondant. Il faut toutefois remarquer que cette
deuxiéme méthode est approchée, la droite ne passant pas rigoureu-
sement par l'origine. L'erreur commise est toutefois négligeable
(0,10p. 100).

L'intérét pratique essentiel de cette méthode est sa rapidité, la
mesure du point de congélation se faisant en moins de 5 mn ; de plus
beaucoup de laboratoires laitiers étant actuellement équipés de cryo-
scopes, elle ne demande aucun investissement supplémentaire en
matériels et réactifs. Le colt de Il'analyse est donc faible.

Pour ces différentes raisons, cette méthode est trés intéressante
a la fois pour contrdler I'hydrolyse du lactose et tester I'activité de
préparations :f3-galactosidasiques.

Il convient toutefois de souligner que les techniques de mesures
par cryoscopie manquent de spécificité et que les résultats sont erro-
nés chaque fois que la composition du milieu en substances solubles
varie, en particulier dans le cas d'acidification ou d'addition de sels
auxiliaires de fabrication. La méthode proposée n'est rigoureuse qu'en
application a des milieux microbiologiquement et chimiquement
stables.
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Résumé

L'hydrolyse du lactose entraine un abaissement du point de congé-
lation du lait et de l'ultrafiltrat.

Une corrélation linéaire existe entre ‘l'abaissement cryoscopique
et la quantité de galactose libéré. L'équation de la droite de régres-
sion y = 0,084X + 0,67 (Y est la teneur en galactose gilet X l'abais-
sement cryoscopique dd a I'hydrolyse du lactose en 10-3<C) permet de
connaitre le taux d'hydrolyse du lait.

Cette nouvelle méthode rapide et précise peut étre utilisée avan-
tageusement au laboratoire et en usine. Une correction des résultats
est nécessaire chaque fois que la composition du milieu en substances
solubles autres que les produits d'hydrolyse varie.

Summary

The lactose's hydrolysis involves a lowering of freezing point of
milk and ultrafiltrate. A linear correlation has been finded between
freezing point's depress and produced galactose's. The equation of
regression line Y = 0,084X + 0,67 (Y = galactose's content in g/l X =
freezing point's depress by lactoses hydrolysis in 10-30C) makes easy
determination of hydrolysis level.

The new method, rapid and precise is well adapted for dairy
laboratories and plant's controls.

The results must be corrected every time sorne changing in solu-
ble substances othes than hydrolysis products occurs.

Recu pour publication en décembre 1978.
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