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Trav. chim. aliment, hvg. 67, 226—261 (1976)
Présenté le 16 février 1976. Accepté le 1er avril 1976

Uebersichtsartikel — Revue analytique

Le dosage des protéines du lait et de ses principaux dérivés:
méthodes et appareillages tirés de la littérature parue

entre 1964 et 1974*

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

Station fédérale de recherches laitières, Liebefeld-Berne et Institut de génie chimique
de l'Ecole polytechnique fédérale de Lausanne

Introduction

La période 1964—1974 est caractérisée par le développement prodigieux de

deux nouvelles méthodes de dosage rapide, celle dite par fixation de colorant et,
à un degré moindre, celle par (spectro)photométrie d'absorption dans l'infrarouge.
Inversément, on assiste au déclin des anciennes méthodes d'analyse conventionnelles,

en tout cas pour les déterminations en très grandes séries. Seule la méthode
de Kjeldabl est restée très compétitive, dans sa version photométrique. De façon
générale, on constate une prédominance des méthodes qui donnent 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 durant ces dernières années. Il tend à

faire le point de ce qui a déjà été réalisé et suggère quelques possibilités d'avenir.
La détermination quantitative des protéines du lait et de ses principaux

dérivés a déjà fait l'objet d'un bon nombre de travaux bibliographiques. On peut
citer celui de Goulden (1), consacré aux diverses spectroscopies qui ont trouvé une
application directe en chimie laitière, celui de H'dnni et Schmid (2), celui de Renner

(3) qui envisage ce problème dans le cadre plus général des méthodes
d'évaluation du lait cru. Cole (4) lui consacre une excellente étude bibliographique
qui ne se limite pas au lait et aux produits laitiers, mais s'étend également aux
céréales et aux produits carnés. Sloman et coll. (5) traitent succinctement le dosage

* Extrait d'une dissertation élaborée sous la direction des Prof. Dr E. Plattner et B. Blanc

pour l'obtention du doctorat ès sciences naturelles.
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des protéines dans le cadre d'une vaste étude qui recouvre toute la chimie analytique

des nutriments. On peut encore mentionner le rapport du groupe de travail

de la «Deutsche Gesellschaft für Milchwissenschaft» (6), de même que l'étude
de Antweiler et Klemmer (7) qui concerne les mélanges de protéines et de
protides en solution. Richardson (8), Harding (9) ainsi que McPhilips (10) font un
bref survol de l'état de développement des appareils utilisés pour l'analyse globale
des principaux constituants du lait. On ne peut clore ce bref aperçu des revues
bibliographiques existantes sans mentionner la suite des remarquables travaux de
Renner et coll. (11, 12) qui comparent statistiquement les diverses méthodes que
propose la littérature.

Méthode de Kjeldahl

Bientôt centenaire (1883), la méthode de dosage de l'azote protéique selon
Kjeldahl 13) n'en demeure pas moins toujours aussi valable et actuelle (14, 15),
puisqu'on l'admet, aujourd'hui encore, comme l'unique méthode de référence
internationale (16). Les diverses protéines lactiques contenant toutes à peu près la même

proportion d'azote (a-caséine: 15,53%; p-caséine: 15,33%; y-caséine: 15,40%;
ß-lactoglobuline: 15,60%; a-lactalbumine: 15,86%) (17), cette méthode est donc
très intéressante pour la détermination de la teneur en protéines «totales», mais
présente l'inconvénient de nécessiter une minéralisation complète par voie humide
ou digestion oxydante de tous les composants organiques au moyen d'acide sul-
furique concentré (14, 18). L'adjonction d'acide perchlorique (19) ou d'eau
oxygénée (20, 21) permet, s'il le faut, une décoloration totale du milieu. Cette
décomposition s'opère à chaud en présence d'un mélange de catalyseurs (sélénium,
mercure, cuivre, voire zirconium, titane ou vanadium, généralement sous forme
d'oxydes) (14,15,22—24). L'adjonction d'autres composants (sulfates de sodium
et de potassium) permet d'élever encore le point d'ébullition du milieu réactionnel.
Le carbone, l'hydrogène et l'oxygène partent sous forme de CO2 et de H2O,
alors que l'azote reste en solution — à condition de ne pas surchauffer —
principalement sous forme de sels d'ammonium (21). L'azote inorganique ainsi obtenu

peut alors être libéré sous forme de NH3 par alcalinisation puis dosé par l'une des

techniques suivantes:

a) Le titrage

Après entraînement à la vapeur (25), on peut effectuer un titrage direct (par
HCl après fixation dans une solution d'acide borique ou p-hydroxybenzoï-
que) (26) ou en retour (par NaOH après neutralisation par une quantité connue

d'HCl, en excès) (14). On a le choix entre un grand nombre d'indicateurs

(14). C'est généralement au titrage que l'on recourt pour l'analyse
manuelle, notamment lorsque la méthode de Kjeldahl est utilisée comme
référence (14—16, 27—29, etc.).
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Du point de vue de l'appareillage, toutes les étapes de l'automatisation (balance
et burette automatiques, minéralisateur (30), pH-mètre à point de fin de titrage,
calculatrice, imprimante, etc.) sont actuellement possibles.
Le très récent «Kjel-Foss macro automatic»® de Foss Electric est la version
entièrement mécanisée de cette technique (21); les diverses opérations sont
programmées en étapes discontinues automatiques. Les essais d'application de

cet appareil au lait et aux produits laitiers en sont à leurs tout premiers débuts.

b) La photométrie (ou colorimétrie)

On dispose de plusieurs réactions de coloration (31, 32), notamment de celle
de Nessler (Hgl4) (33, 34), de celle à la ninhydrine (35), de celle de Berthelot,
dite aussi «au bleu d'indophénol» (phénol/hypochlorite (36—42) ou phénol/
chloramine T (43)) et de celle au salicylate/dichlorisocyanurate (44—47),
réaction qui semble aujourd'hui devoir remplacer toutes les autres. Notons
en passant que les deux dernières réactions de coloration mentionnées peuvent
encore être sensibilisées par l'adjonction de nitroprussiate (44—50).
Depuis l'apparition du «digesteur»® de Technicon (19, 51, 52), la méthode
photométrique s'est incontestablement imposée pour le dosage (automatique) en
flux continu des protéines (36—40, 45—-48, 53, 54). Même si elle demeure
manuelle, l'étape de la digestion peut actuellement être considérablement simplifiée

et rationalisée par l'emploi de blocs de thermostatisation électriques
(27, 55) (par exemple le «Digestor»® de Tecator Instrument).

c) La Potentiometrie (électrode spécifique)

L'introduction dans la solution d'une électrode spécifique à l'ammoniaque permet

une mesure directe, une fois l'équilibre atteint (quelques minutes). Bien

que relativement aisée à automatiser, cette méthode ne semble pas avoir connu
jusqu'ici un grand succès (56—58).

La teneur en azote protéique (PN) est définie comme la teneur en azote total
(TN) diminuée de celle en azote non protéique (NPN) (59—65). Ce NPN est
constitué surtout de petits peptides, d'acides aminés libres, de sels d'ammonium et
d'urée. On l'obtient en répétant le dosage après élimination des protéines précipitées

à froid, généralement en milieu CCLCOOH à 12% (29). La teneur moyenne
des protéines lactiques en azote étant de 15,7%, il suffit donc de multiplier le PN
obtenu par le facteur 6,38 (16, 28, 29) pour obtenir la teneur en protéines «pures».
La méthode est très fiable et très précise, mais relativement longue et fastidieuse,
puisqu'elle nécessite en principe la détermination de l'azote effectivement protéique

(PN).
Selon les quantités de réactifs et de réactants engagés, on distingue le macro

(66), le semi-micro (27, 67, 68), le micro (44) et l'ultra-micro (69) Kjeldahl.
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Méthode de Dumas

Comme celle de Kjeldahl, la méthode dite de Dumas est également basée sur
un dosage de l'azote protéique. Il s'ensuit que toutes les considérations faites
précédemment à propos du Kjeldahl (teneurs des différentes protéines lactiques en N;
teneur du lait en TN, NPN, PN; etc.) (59—65) restent valables pour la méthode
de Dumas. Seul le mode opératoire est différent: les substances organiques sont
brûlées sous atmosphère d'C>2 (incinération) dans un circuit fermé. L'excédent d'Os
est fixé à haute température par de la poudre de cuivre. Les produits de la
combustion (H20 et CO2) sont absorbés par une solution concentrée (KOH) d'alcali.
Les oxydes d'azote qui peuvent se former sont réduits à chaud en N2 par du
cuivre, les halogénures étant fixés par de l'argent. La teneur en azote (TN) —
sous forme de N2 — peut alors être mesurée volumétriquement au moyen d'une
burette à gaz (automatisable).

Les «Nitrogen Analyzers»® (modèle 29, puis 29 A) de Coleman semblent avoir
été parmi les premiers appareils commercialisés pour ce type d'analyse (70—71).
Plus récemment est apparu le «Micro-Rapid-N» de Heraeus qui opère en discontinu

automatique (72, 73). Destiné à l'origine au dosage de l'azote dans les seuls
échantillons solides (74,75), cet appareil peut actuellement être équipé d'un
système d'introduction d'échantillons liquides (lait) (76). D'autres types de détecteurs

à N2 ont été proposés, notamment un détecteur à conductibilité thermique
(77), à flux continu, qui permet d'éviter les inconvénients inhérents à l'emploi de

la burette.

Digestion alcaline et méthode de Kofrânyi

La digestion à l'acide sulfurique selon Kjeldahl n'est pas la seule méthode
qui permette d'obtenir de l'ammoniaque à partir des protéines. On peut effectuer
également une digestion alcaline rapide par une cuisson avec un alkali concentré

(KOH), suivie d'un traitement au sulfate de Cu(II) et à l'eau oxygénée. Le NH3
ainsi libéré peut alors être dosé par l'une des techniques mentionnées précédemment

(cf. méthode de Kjeldahl), puis converti en «protéines» au moyen d'un
facteur adéquat (4).

La méthode dite de Kofrânyi (78), historiquement antérieure, procède de façon
très analogue. Elle repose également sur la propriété qu'ont les protéines, en
milieu fortement alcalin et pour des conditions de travail extrêmement bien
définies (2), de libérer une certaine quantité de NHS, que l'on peut distiller, puis
titrer et convertir en «protéines» par amplification par un facteur donné (79).
Bien que le mécanisme de cette (ces) réaction(s) ne soit guère connu (désamination
des restes d'acides aminés basiques des chaînes polypeptidiques?), cette méthode
a encore connu un certain intérêt, particulièrement pour le lait entier frais (80—83).
La validité de cette méthode est limitée par la composition même du mélange de

protéines à doser, ces dernières n'ayant pas toutes la même teneur en restes aminés

susceptibles de libérer du NH3 (11, 17).
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Une variante de cette technique est la classique hydrolyse alcaline des

protéines suivie d'une réaction de coloration (à la ninhydrine) des acides aminés
libérés (84). L'emploi d'une telle méthode de dosage est néanmoins très limité en

raison de la destruction de nombreux acides aminés.

Méthodes par titrage à la formaldehyde et par mesure de l'effet tampon

Bien que la méthode par titrage à la formaldéhyde* soit connue depuis
longtemps (1905), ses bases théoriques sont encore très controversées, proposant des

mécanismes de réaction aussi divers qu'hypothétiques (2, 4, 85—88). Un seul fait est

acquis: l'adjonction de formaldéhyde à une (des) protéine(s) — molécules ampho-
tères — libère une certaine quantité d'H+ titrable et relativement constante. Les

fonctions aminées des restes d'acides aminés basiques, notamment de la lysine,
participent à cette réaction. Cette dernière peut se poursuivre par des réactions de

condensation et de polymérisation qui génèrent des complexes très peu solubles.
Plusieurs théories parlent d'un blocage des fonctions aminées libres, puis de titration
des acides carboxyliques: il semble à ce propos qu'il y ait une certaine confusion
entre ces deux notions, le nombre d'acides aminés basiques d'une protéine étant
totalement indépendant de son nombre d'acides aminés acides.

Les méthodes de titrage à la formaldéhyde peuvent être subdivisées en deux
grands groupes (4):

a) Les déterminations directes: on ajoute un excès de formaldéhyde préalablement
neutralisée à l'échantillon qui est ensuite titré jusqu'à un point de fin de titrage
donné (pH aä 8,3 à 8,5). Le titrage débute au pH de la solution contenant déjà
la formaldéhyde.

b) Les déterminations indirectes: on commence par titrer l'échantillon jusqu'à un
pH donné. On ajoute ensuite la formaldéhyde préalablement amenée au même

pH (ag pH final), puis on titre à nouveau le mélange jusqu'à la même valeur
de pH.

Ces diverses méthodes ont fait l'objet de nombreux développements (selon
Steinegger, selon van der Burg et Habers; selon Pyne; selon McDowall et Dolby;
selon Thomé, selon Steinegger modifiée, etc.) (89—91). Elles ont été appliquées
avec un certain succès au lait comme à divers produits laitiers (80, 81, 92—97).
Néanmoins, elles sont limitées — comme le méthode de Kofrânyi — par le fait
que le critère analytique choisi ne s'applique pas uniformément à toutes les
protéines du lait, ce qui peut expliquer, en partie du moins, les variations des facteurs
de conversion donnés (concordance assez relative avec la méthode de Kjeldahl)
(98—101). De plus, les périodes de lactation, la race de la vache de même que
l'état de conservation du lait jouent un rôle non négligeable dans cette méthode

(97, 99, 102, 103). L'emploi d'agent de conservation est donc particulièrement
important.

* On parle généralement du «titre des protéines».
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Parmi les autres méthodes par titrage (sans formaldehyde), on peut encore
mentionner celle proposée pour le dosage des caséines et des protéines totales par
détermination de leur pouvoir tampon entre pH 4,6 et 4,9 (intervalle
isoélectrique), respectivement entre pH 4,8 et 9,8 en présence d'un excès d'oxalate
(104—106).

Bien que toutes ces méthodes par titrage puissent être partiellement ou entièrement,

automatisées (107, 108) (cf. «Méthode de Kjeldahl, § titrage»), on constate
néanmoins qu'elles sont progressivement remplacées par d'autres méthodes plus
simples, plus précises et plus rapides, telles celles par fixation de colorant ou par
(spectro)photométrie d'absorption dans l'infrarouge.

Méthode par fixation de colorant («dye binding»)

Cette méthode, dite parfois de Udy (109, 110), dont le principe est utilisé
depuis longtemps pour teindre le cuir, la laine et la soie, consiste à former un
complexe (coloré) insoluble entre une (des) protéine(s) (in)soluble(s) et un colorant
soluble, ajouté en léger excès et en quantité connue. Il suffit ensuite de séparer
l'excès de colorant non fixé (par centrifugation ou par filtration) et de le
mesurer par photométrie (colorimétrie). La différence des extinctions mesurées avant
et après l'adjonction des protéines est proportionnelle — dans un certain
domaine à la concentration de ces protéines"'(111, 112). Cette méthode donne une
mesure indirecte et relative de la teneur en protéines: elle nécessite donc un étalonnage,

au moyen d'un Kjeldahl par exemple. De par sa simplicité, sa précision et
sa relativement bonne exactitude (comparée au Kjeldahl), cette méthode de dosage
convient tout particulièrement au lait. On ne peut trouver nutriment plus idéal,
puisque, dans le lait, les protéines sont déjà en solution ou en suspension homogène,

donc immédiatement prêtes à complexer le colorant. C'est certainement l'une
des raisons principales de la popularité incomparable que connaît cette méthode
depuis plusieurs années (113—148). Elle est même en voie de devenir la seconde
méthode de référence internationale pour le dosage des protéines du lait, au même
titre que la méthode de Kjeldahl (149). Dans la longue liste des colorants essayés

(150—161) — généralement des diazoïques — deux colorants prédominent: le
noir amido (10 B) (162) et l'orange G, chacun d'eux présentant avantages et
inconvénients (110, 122, 156, 164, 165). Tous les colorants proposés sont des acides

sulfoniques. Le mécanisme de formation du complexe colorant-protéine a été

étudié sur la base des données stoechiométriques de la réaction réactif/réactant
(155, 166, 167). Il semble qu'on puisse le définir ainsi: le complexe résulterait
d'une interaction ionique directe (formation d'un sel) entre le(s) groupe(s) acide(s)

* La relation générale P 100 (VC0—(V + v)C)/kEvd définit la relation existant
entre P ("/oprotéines), V (vol. du colorant ajouté (ml)), C0 (conc. du colorant ajouté
(g/1)), C (conc. colorant libre à l'équilibre), k (poids équivalent du colorant), E (milli-
équivalents de colorant lié par gramme de protéine), d (poids spécifique de l'échantillon

de lait (g/ml)) et v (volume de lait ajouté (ml)) (109).
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du colorant (anions sulfonates) et les groupes basiques de la protéine. La réaction

ayant lieu en milieu très acide (pH gi 2) (152, 162, 168, 169), les protéines se

trouvent être toutes au-dessous de leur point isoélectrique, donc chargées
positivement et très peu solubles. Interviendraient ainsi le groupe e aminé de la lysine,
le groupe guanidinique de l'arginine et le cycle imidazolique de l'histidine, de
même que le groupe aminé terminal de la chaîne peptidique, dans le rapport 1

mole de site cationique pour 1 mole d'acide sulfonique. De légères déviations par
rapport à cette stoechiométrie peuvent s'expliquer soit par l'inaccessibilité de
certains groupes azotés, masqués par empêchement stérique (défaut de colorant fixé),
soit par liaisons hydrophobes supplémentaires entre protéines et colorant (excès de

colorant fixé) (156, 166). Il résulte d'un tel mécanisme que la concordance de cette
méthode avec celle de Kjeldahl dépend de la teneur des différentes protéines en
ces divers restes protonisables (cf. tableau 1). Ainsi peuvent s'expliquer, en

partie du moins, les différences de capacité de fixation du colorant que présentent

les différentes protéines (156, 165, 167, 170, 171, 173).

Tableau 1. Teneur des principales protéines lactiques en lys., arg. et his.

a) en valeur absolue: nombre de restes par chaîne protéique (1ère valeur de cha¬

que case)

b) en valeur relative: %> poids/poids (2ème valeur indiquée dans chaque case)

Restes protonisables a-caséine /î-caséine K-caséine /Mactofdob. a-lactalb.

Lysyle ^ 14

7,60
il

5,88

9

6,10
12

10,85

15

10,47

Arginyle ^ 6

3,97

4

2,61

5

4,13

1

1,10

3

2,55

Histidyle
5

2,90

5

2,86

3

2,18

3

2,90
2

1,49

Nombre de restes
d'acides aminés

totaux 198 208 167 161 122

Poids monéculaire
de la protéine 23 616 23 982 18 900 18 363 14 176

De nombreux facteurs peuvent encore influencer la réaction, notamment la

période de lactation (172, 173), l'état de santé du pis (mammites) (174—176), la
saison, la race considérée, l'origine des échantillons (laits individuels ou laits de

mélange), le mode de conservation choisi (par surgélation (177), par adjonction
d'un agent de conservation (122, 162, 165, 178—189) ou par traitement thermique),

etc. (125, 170, 186, 190—197).
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La méthode a été appliquée aux principales fractions du lait (de vache) (173,
175, 188, 190, 198—201), aux laits d'autres mammifères (buffle, chèvre, truie, etc.)
(125,187,189,198,202—207), de même qu'à divers produits laitiers (154, 155,
208—215, 219). De l'épreuve à la touche («spot test») (157, 216, 217) à

l'automatisation intégrale pour de grandes séries, on a recouru à tout un éventail de

techniques d'application. Pour l'analyse manuelle, deux appareils ont connu un
très grand succès: les Prot-O-MatlI/III® de Funke (séparation par centrifugation
(127, 197, 218—221) et les Pro-Milk MKII/III© de Foss Electric (séparation
par filtration) (118, 119, 127, 189, 196, 220—226). Cette maison livre également
un modèle entièrement automatisé, le Pro-Milk Automatic®, qui travaille en
discontinu automatique* (198, 219, 222, 227—241). Cet appareil recourt également
à la filtration pour séparer le colorant lié de l'excès de colorant libre. Un autre
type d'analyseur automatique (type Technicon) propose l'emploi d'un dialyseur à

flux continu pour effectuer cette séparation (186, 242). Cette solution est notablement

plus simple et moins onéreuse que la précédente (en discontinu) qui exige un
degré de mécanisation extrêmement poussé.

Méthode spectrophotométrique par absorption dans l'infrarouge (IR)

Longtemps utilisée pour la seule analyse qualitative, la spectrophotométrie IR
est passée également dans le domaine de l'analyse quantitative (243—245). Les

premières publications parues sur ce sujet portent essentiellement sur l'étude des

spectres d'absorption** (246). Pour doser les protéines, on met à profit le pic
d'absorption de la liaison amide II au voisinage de 1530—1550 cm-1 (247—249),
(éventuellement 1630 cm-1 (246). Cette absorption est due à une combinaison de vibrations

v C—N («stretching») et ô N—H («bending») du pont peptidique (250).
Bien que directe, puisqu'elle mesure une caractéristique générale propre à

toutes les chaînes polypeptidiques (et non pas spécifique à quelques acides aminés

particuliers), cette méthode nécessite pourtant un étalonnage à partir d'une
méthode de référence (Kjeldahl ou par fixation de colorant). Cette calibration
s'effectue sur la base de la droite de régression obtenue par la détermination
parallèle (selon les deux méthodes) du plus grand nombre d'échantillons différents
possible. On doit en effet tenir compte pour un tel étalonnage des interférences
spectrales des divers composants du lait (251, 252).

Les deux principaux problèmes technologiques qu'il a fallu résoudre pour pouvoir

exploiter pratiquement cette nouvelle méthode d'analyse sont liés à la très
forte teneur du lait en eau d'une part (253, 254) et à l'inhomogénéité des globules
gras d'autre part. L'eau dissout en effet les matériaux utilisés habituellement en
spectrophotométrie IR (halogénures de métaux alcalins) et absorbe de surcroît une
énorme quantité d'énergie dans ce domaine de fréquences. Les cuvettes de mesure
ont donc été faites en un matériau très peu soluble et suffisamment transparent

* Le FPM Combi Automatic® est une combinaison du Pro-Milk Automatic® (dosage de
la matière protéique) et du Milko-Tester Automatic® (dosage de la matière grasse).

** cf. aussi les travaux de /. D. S. Goulden antérieurs à 1964.
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(Irtran), présentant en outre un chemin optique très court (ca. 40 p.m). Le spectro-
photomètre IR employé travaille selon le principe du double faisceau (cuvette de

référence avec HsO). La solution adoptée pose alors un problème nouveau, au
niveau de la vidange et du rinçage de telles cuvettes (effets de capillarité). Les
globules gras du lait entier frais étant du même ordre de grandeur que l'épaisseur de

cette pellicule liquide peuvent à tout instant obstruer la cuvette de mesure et
accroissent encore le caractère colloïdal et inhomogène du lait (d'où une mesure d'un
échantillon non représentatif). Ces nouvelles difficultés ont finalement été surmontées

par l'emploi d'homogénéisateurs de plus en plus perfectionnés (globules de

diamètre < 2 p.m) (équipement: 251,. 252, 255—259).
Cette méthode de dosage a déjà fait l'objet d'un grand nombre de «tests» de

précision, d'exactitude, de spécificité et de corrélation avec la méthode choisie

comme référence (229, 251, 252, 255—270). On y trouve certaines informations
quant à l'influence des agents de conservation, des traitements thermiques du lait,
des mammites, des périodes de lactation, etc. (176, 262—269).

Quoiqu'assez dépendante du degré de fraîcheur du lait (acidification, protéo-
lyse, lipolyse, etc.) (251, 252), cette méthode présente un avantage tout à fait
exceptionnel: le même équipement permet encore de doser consécutivement et très rapidement

la matière grasse, le lactose et même la matière sèche dégraissée du même
échantillon (232, 234, 251, 252, 255—273). Il suffit en effet d'effectuer une mesure
à d'autres fréquences, respectivement à env. 1745 cm"1, 1045 cm "1 et 1266 cm"1.
C'est évidemment un atout précieux pour une méthode d'analyse de routine,
particulièrement vu sous l'angle du coût des déterminations.

En raison vraisemblablement des divers problèmes technologiques mentionnés
précédemment, on ne trouvait jusqu'à présent sur le marché qu'un seul type d'analyseur

de protéines conçu selon ce principe: l'IRMA (MK I et MK II), abréviation
de « Infra Red Milk Aanalyser®» de Grubb Parsons, qui connaît depuis quelques
années une vogue croissante (228, 232, 234, 251, 252, 255—270). Cet appareil
travaille en discontinu automatique. Tout dernièrement, un nouvel analyseur a été

introduit par Foss Electric: le Milko-Scan 300®, qui recourt au même système de

mesure. La littérature consultée ne mentionne par contre aucune utilisation
manuelle de cette méthode, pas plus qu'en flux continu.

Méthodes (spectro)photométriques par absorption ou par fluorescence
dans l'ultraviolet (UV)

Ces méthodes de dosage reposent sur la propriété qu'ont les restes aromatiques
tyrosyles, tryptophanyles et phénylalanyles (dans une moindre mesure) ainsi que
les restes cystéyles et cystyl.es d'absorber (274—282, 301) et de réémettre (fluorescence)

(283—291) de la lumière dans l'UV proche et lointain (292). Les diverses

protéines ayant toutes des teneurs différentes en (ces) acides aminés, leur coefficient

d'extinction* — respectivement leur rendement de fluorescence — à une

* Les valeurs trouvées dans la littérature varient selon les auteurs, les conditions
expérimentales n'étant pas partout les mêmes.
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longueur d'onde donnée sont également différents. Tout comme les méthodes de

digestion alcaline, de Kofrânyi, à la formaldehyde ou même par fixation de colorant,

les méthodes spectrophotométriques par absorption ou par fluorescence UV
présentent par conséquent aussi le défaut, dès qu'il s'agit d'un mélange de

protéines, de recourir à un critère analytique différencié (11, 284).
Il s'ensuit que leur exactitude et leur concordance avec la méthode de Kjeldahl

est assez problématique, surtout pour des laits individuels (277, 280). La corrélation

est encore acceptable pour des laits de mélange pour lesquels les divers
facteurs de variation (période de lactation, âge, affouragement, etc.) se compensent

partiellement ou peuvent être réduits par un étalonnage adéquat. La spécificité

de telles méthodes et en outre limitée par l'absorption (ou par la fluorescence)
d'autres composants (par exemple les acides nucléiques, Àmax à ca. 260 nm), ainsi

que par la diffusion lumineuse produite par toutes les particules se trouvant en

suspension dans la solution.
Les méthodes fluorimétriques ou spectrophotométriques (par absorption) dans

l'UV, comme dans 1TR (cf. § 6) présentent par contre le grand avantage de

mesurer, cette fois-ci, une propriété intrinsèque des protéines et non un produit de

réaction avec ces dernières (par exemple l'ammoniaque libérée après digestion acide
ou alcaline, etc.). Elles sont par conséquent des plus simples et des plus rapides et
jouissent d'une excellente précision (reproductibilité).

Parmi les nombreux facteurs qui peuvent influencer les mesures par absorption
ou par fluorescence UV, le pH joue un rôle particulier (287,293, 294,301). La fonction

phénolique (acide) du reste tyrosyle est en effet neutralisée par alcalinisation,
ce qui modifie considérablement la résonnance du noyau aromatique. Spectroscopi-
quement, cela se traduit par un déplacement important des pics d'absorption du
tyrosyle vers le visible et par une augmentation non moindre des coefficients
d'extinction correspondants. La température joue également un rôle important (4,
287, 295), particulièrement pour les mesures de fluorescence.

Si les protéines à doser ne nécessitent, pour de telles mesures, aucune réaction
particulière (coloration, digestion, etc.), l'échantillon de lait ne peut cependant
être utilisé tel quel à cause de son extrême turbidité, du moins pour une mesure
en absorption. Les mesures en fluorescence sont à ce point de vue plus intéressantes,

car moins sensibles à la diffusion lumineuse. L'échantillon doit
néanmoins être très fortement dilué (287). Pour éliminer la turbidité résiduelle, il
a été proposé de commencer par écrémer le lait d'une manière ou d'une autre
(élimination du colloïde que forment les globules gras) (276, 281), puis de
dissoudre les caséines en alcalinisant le milieu (280) ou/et en ajoutant un agent fortement

dissociant et complexant pour les caséines (Na2 EDTA • 2 HaO, urée, détergent

anionique, etc.) (274—291) et de filtrer ou de centrifuger. On peut encore

compenser la turbidité résiduelle par une (seconde) mesure à une longueur d'onde
où n'interviennent pas les restes aromatiques (276, 280). Certains auteurs recourent
à une cellule photoélectrique à géométrie particulière et équipée d'un dispositif
permettant de compenser dans une certaine mesure cette diffusion lumineuse

(«opal glass accessory») (277, 296). Néanmoins, une solution nettement plus élé-
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gante consiste à dissoudre intégralement l'échantillon à analyser dans un solvant
approprié (acide acétique glacial (279), mélange soude + n-butylamine* ou soude
+ tétrahydrofurane*), puis d'effectuer une mesure d'extinction ou de fluorescence
ordinaire.

Rigoureusement parlant, les restes aminés aromatiques ne sont pas les seuls

constituants des protéines qui absorbent dans l'UV: la liaison peptidique présente
encore 2 pics d'absorption très intenses vers 193 nm et 210 nm (292, 297—301).
En pratique, ce critère analytique est cependant inexploitable, parce que ces derniers
sont masqués par un grand nombre d'autres pics d'absorption dus à d'autres constituants

du lait (les Cl-, les OH— si l'on alcalinise le milieu pour dissoudre par
exemple les caséines). Par ailleurs, la diffusion lumineuse provoquée par l'état
colloïdal du lait atteint une intensité énorme à ces fréquences, puisqu'elle augmente
comme v4*.

Les méthodes parspectrophotométrieUV ne nécessitent aucun appareillage
particulier, si ce n'est un bon spectrophotomètre ou fluorimètre. Elles peuvent être
automatisées tant en discontinu (275, 290) qu'en flux continu.

Méthodes calorimétriques

Méthodes recourant à la formation de complexes colorés avec certains restes
d'acides aminés

Parmi ces méthodes, il faut mentionner en premier lieu celles de Folin, de

Folin-Ciocalteu et de Lowry (302—304), qui mettent en jeu une réaction d'oxy-
doréduction entre un réactif phosphomolybdique-phosphotungstique et les groupes
phénoliques facilement oxydables des restes tyrosyles. Les restes trypophanyles
paraissent également impliqués dans la réaction. On peut encore sensibiliser cette
dernière au moyen d'un traitement alcalin au Cu(II) (4).

L'avantage majeur de ces méthodes d'analyse est leur extraordinaire sensibilité.

Elles trouvent un champ d'application excellent en immunochimie ou, de

manière générale, lorsque les quantités de protéines à disposition sont extrêmement

faibles (microméthode) (par exemple: 305—307). Cet avantage ne se justifie
cependant pas pour le lait et ses fractions, les quantités de protéines présentes
dans l'échantillon étant, en général, largement suffisantes. Au contraire, la sensibilité

remarquable de la méthode inciterait à accroître inutilement la dilution
nécessaire, au détriment de l'homogénéité de l'échantillon. Par ailleurs, ces méthodes
souffrent de nombreux défauts: leur mécanisme de réaction est mal connu; la
coloration obtenue est peu stable et fortement dépendante de la vitesse d'adjonction

et de mélange des réactifs; le coefficient d'extinction varie d'une protéine
à l'autre (cas d'un mélange) (4). Les nombreux composants, dont les sucres réduc-

* Bosset, ]., Blanc, B. et Plattner, E.: La dissolution intégrale du lait: une nouvelle
approche pour le dosage photométrique direct des constituants de ce nutriment (à
paraître).
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teurs, gênent le réaction (308—310). Ces diverses raisons expliquent peut-être le

peu de retentissement de ces méthodes appliquées au dosage des protéines du lait
(311, 312).

Dans la même classe de méthodes, on pourrait aussi mentionner celles de

Millon, de Hopkins-Cole, d'Ehrlich, de Sakagucbi, de Sullivan, de Pauly au nitro-
prussiate, ou à l'acide nitrique (xanthoprotéine), dans lesquelles se forment encore
d'autres complexes colorés avec certains restes d'acides aminés (313). Tout comme

les méthodes de Folin et de Folin-Ciocalteu, ces méthodes dépendent étroitement

de la composition en acides aminés des chaînes polypeptidiques, ce qui limite
leur application à des déterminations qualitatives ou tout au plus semi-quantitatives

(314—-317).

Méthodes recourant à la formation de complexes colorés avec les liaisons
peptidiques

De telles méthodes présentent un intérêt beaucoup plus grand pour une
détermination quantitative: elles font en effet appel à une réaction spécifique à la
liaison peptidique qui caractérise toute chaîne protéinique. La plus classique d'entre
elles est certainement la méthode dite du biuret dans laquelle le Cu(II) ou d'autres
métaux de transition (p. ex. Ni(II)) forment un complexe coloré stable,
reproductible et relativement spécifique avec cette liaison. Les bases théoriques, un essai

d'application manuelle puis automatisée de même que l'étude bibliographique
de cette méthode ont fait l'objet d'un travail approfondi publié séparément (318).

Méthode par réfractométrie différentielle

La réfraction équivalente totale d'un mélange (par exemple d'un lait) est
sensiblement égale à la somme pondérée des réfractions équivalentes (partielles) de
chacun de ses constituants (eau, protéines, matière grasse, lactose, sels, etc. (319)).
Il s'ensuit que toute détermination réfractométrique nécessite deux mesures, une
avant et une après la séparation du composant à doser. La différence des indices
de réfraction ainsi obtenus est une mesure de la teneur du mélange en ce constituant.

La méthode est relative: elle nécessite un étalonnage au moyen d'une
méthode de référence comme celle de Kjeldahl par exemple.

Cette méthode a été appliquée au lait (320—329) pour en déterminer la
teneur en caséines (précipitation à l'acide acétique ou au CuS04) (322, 327, 328),
en protéines totales (précipitation au CaCL ou au kaolin + CuSOs) (320—327,
329) et en protéines lactosériques teneur en protéines totales — teneur en
caséines) (322). Les techniques de séparation peuvent varier d'un auteur à l'autre. La
méthode paraît concorder assez bien avec celle de Kjeldahl (320—322, 327, 328).

En outre, elle est tout à fait générale: on peut l'appliquer — théoriquement
du moins — à n'importe quel composant du lait, par conséquent aussi au lactose
et à la matière sèche dégraissée (321—323). Il suffit de choisir judicieusement le
mode d'élimination du composant à doser.
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La reproductibilité, l'exactitude et la spécificité des mesures sont déterminées

par le mode de séparation adopté. Par ailleurs, la méthode est des plus simples, ne
nécessitant qu'un bon réfractomètre. Un modèle a été développé tout spécialement

pour le dosage des protéines, le lacto(protéino)-mètre® de Bertuzzi (Milan). Un
autre appareil, le AM-2, a été proposé pour déterminer consécutivement la teneur
du lait en matière grasse, en protéines, en lactose et en solides totaux non gras
(321—323). Ce genre de mesures ne semble pas avoir été automatisé.

Autres méthodes

D'autres critères ont été envisagés. Les méthodes turhidimétriques ne s'appliquent

guère au lait, vu son état originellement colloïdal (1). En admettant même

que l'on parvienne à éliminer quantitativement les globules gras, il faudrait encore
pouvoir disperser les protéines — les caséines notamment — en particules de

forme et de diamètre identiques. Le dosage de l'azote protéique par activation
neutronique ne semble avoir été effectué que sur des céréales. Pour le lait,
cette méthode n'a été utilisée que pour des dosages d'éléments en traces (330). Une
méthode complexométrique a été proposée, dans laquelle de titrage est suivi par
ampérométrie (331). Son principe n'est pas sans rappeler celui des méthodes par
fixation de colorant. La méthode paraît bien concorder avec celle de Kjeldahl.

Travaux comparant différentes méthodes de dosage

Toutes les publications mentionnées jusqu'ici (13—-331), exception faite des

premières (1—12) qui sont des bibliographies, ne traitent en principe que d'une
seule méthode d'analyse à la fois. Si une seconde méthode est mentionnée,
généralement celle de Kjeldahl, c'est toujours en tant que méthode de référence. Inver-
sément, un certain nombre de publications comparent diverses méthodes de dosage
sur la base des mêmes échantillons (332—350). Pour de tels travaux, le système
de classification (par méthodes) adopté précédemment est inadéquat puisqu'il
fait perdre de vue le but recherché par l'auteur et qu'il contraint à de nombreuses
répétitions de citations. Le recours à un tableau synoptique (cf. tableau 2) pour
la présentation de tels travaux (ceux-ci formant du reste une catégorie logique
distincte) évite ces inconvénients.
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Résumé

La présente bibliographie (350 références) passe en revue le plus exhaustivement
possible tous les travaux parus pendant la période 1964—1974 concernant le dosage des
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Tableau 2. Répertoire des publications permettant de comparer entre elles

différentes méthodes de dosage des protéines*

Méthodes
mentionnées*

Selon

Kofrànyi «Formol»

(variantes)

Effet

tampon

Par

fixation

de

colorants

Absorption

IR

I.

R.M.

A.

Absorption

UV

Fluoresc

UV

Selon

Rowland
Réfractométrie

Selon

Kofrànyi —

(334);
(339)
(340);
(343)

—

(337);
(339)
(340);
(343)

— (339) — (339)

«Formol»
(variantes) — —

(332);
(336)
(338 à

344)
(346);
(348)

— (339) — (339)

Effet
tampon — (345) — — — —

Par fixation
de colorants —

(333);
(349);
(350)

(339) — (339)

Absorption IR
I. R.M.A. — (347) — —

Absorption UV
Fluoresc. UV — — (339)

Selon
Rowland — (335)

Réfractométrie —

* Etant citée dans toutes les publications (322 à 348), la méthode de Kjeldahl ne figure
donc pas dans le tableau.

protéines (protéines totales, caséines, protéines lactosériques) dans le lait et ses principaux
dérivés (lait écrémé et petit lait essentiellement). Un accent tout particulier est porté sur
les appareils commercialisés disponsibles, notamment sur les analyseurs automatiques en
continu ou en discontinu. Après une courte introduction qui rappelle les divers travaux
bibliographiques déjà parus dans ce domaine, les diverses publications parues sont ordonnées

par méthodes d'analyse: selon Kjeldahl, selon Dumas, par digestion alcaline et
selon Kofrànyi, par titrage (isoélectrique et à la formaldéhyde), par fixation de colorant,
par spectrophotométrie d'absorption dans l'infrarouge, par spectrophotométrie d'absorp-
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tion ou de fluorescence dans l'ultraviolet, par colorimétrie, par réfractométrie, etc. Les

avantages et les inconvénients de chacune d'elles sont discutés en détail. Les diverses
variantes ou améliorations publiées pour chaque méthode y sont rapportées, de même que
de nombreuses indications plus techniques (influences diverses: agents de conservation;
saison; fourrage; race, âge et période de lactation; origine des échantillons; mam-
mites; etc.). Un paragraphe complémentaire est consacré aux travaux qui ont pour objet
la comparaison de différentes méthodes d'analyse entre elles.

Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Bibliographie wurde versucht, einen möglichst umfassenden
Ueberblick über die im Zeitraum von 1964 bis 1974 publizierten Arbeiten zum Thema
der Proteinbestimmung in Milch (Gesamtprotein, Caseine, Molkenproteine) und
Milchfraktionen (Magermilch, Molke, usw.) zu geben (350 Zitate). Besondere Beachtung wurde
dabei denjenigen Arbeiten geschenkt, die sich mit kommerziell erhältlichen voll- oder
halbautomatischen Analysengeräten befassen. Nach der kurzen Einleitung, in der die
schon publizierten Bibliographien zu diesem Thema erwähnt werden, ist die gesammelte
Literatur nach folgenden Analysenverfahren geordnet: Kjeldahl, Dumas, alkalische
Hydrolyse und Kofranyi, Formoltitration und isoelektrische Titration (nach Kirchmeier),
Farbstoffbindung, Infrarotspektroskopie, UV-Absorptions- oder Fluoreszenzspektroskopie,
Kolorimetrie, Refraktometrie usw.

Vor- und Nachteile jedes dieser Analysenverfahren werden eingehend besprochen. In
der Besprechung werden auch verschiedene veröffentlichte Veränderungs- oder
Verbesserungsvorschläge zu den Standardmethoden erwähnt sowie zahlreiche spezielle Hinweise
technischer oder allgemeiner Art gegeben (Einfluß von Konservierungsmitteln, jahreszeitliche

Gehaltsschwankungen, Fütterung, Rassen, Alter und Laktationsperiode,
Probenherkunft, Mastitis, usw.). Ein ergänzender Abschnitt ist denjenigen Arbeiten gewidmet,
die sich mit dem Vergleich der verschiedenen Analysenverfahren unter sich befassen.

Summary

The present bibliography (350 references) deals as exhaustively as possible with
publications appeared between 1964 and 1974, which refer to the quantitative determination

of proteins in milk (total proteins, caseins, whey proteins) and in milk derivatives
(skimmilk, whey, 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 the various reviews in this field, each publication

is classified under the corresponding method: after Kjeldahl, after Dumas, by alkaline

digestion and after Kofranyi, by formol titration and by isoelectric titration (after
KircEmeier), by dye-binding, by absorption spectrophotometry in the infra-red, by
absorption spectrophotometry or fluorometry in the ultra-violet, by colorimetry, by refracto-
metry, etc. The advantages and inconveniences of each method are discussed in detail. The
different variants or improvements published for each method are given as well as the
numerous more technical indications such as influences of preservatives, seasons, feeding,
breed, age and period of lactation, sample origin, mastitis, etc. A complementary
paragraph deals with the works which compare the different methods of analysis.
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