NORME ISO
INTERNATIONALE 8069

FIL
69

Deuxiéme édition
2005-09-15

Lait sec — Determination de la teneur en
acide lactique et en lactates

Dried milk — Determination of content of lactic acid and lactates

Numéros de référence
1ISO 8069:2005(F)
FIL 69:2005(F)

© SO et FIL 2005




ISO 8069:2005(F)
FIL 69:2005(F)

PDF - Exonération de responsabilité

Le présent fichier PDF peut contenir des polices de caractéeres intégrées. Conformément aux conditions de licence d'Adobe, ce fichier
peut étre imprimé ou visualisé, mais ne doit pas étre modifi¢ a moins que I'ordinateur employé a cet effet ne bénéficie d'une licence
autorisant I'utilisation de ces polices et que celles-ci y soient installées. Lors du téléchargement de ce fichier, les parties concernées
acceptent de fait la responsabilité de ne pas enfreindre les conditions de licence d'Adobe. Le Secrétariat central de I'ISO et la FIL
déclinent toute responsabilité en la matiére.

Adobe est une marque déposée d'Adobe Systems Incorporated.

Les détails relatifs aux produits logiciels utilisés pour la création du présent fichier PDF sont disponibles dans la rubrique General Info
du fichier; les parametres de création PDF ont été optimisés pour I'impression. Toutes les mesures ont été prises pour garantir
I'exploitation de ce fichier par les comités membres de I'lSO et les comités nationaux de la FIL. Dans le cas peu probable ou
surviendrait un probleme d'utilisation, veuillez en informer le Secrétariat central de I''SO a l'adresse donnée ci-dessous.

© 180 et FIL 2005

Droits de reproduction réservés. Sauf prescription différente, aucune partie de cette publication ne peut étre reproduite ni utilisée sous
quelque forme que ce soit et par aucun procédé, électronique ou mécanique, y compris la photocopie et les microfilms, sans I'accord écrit
soit de I''SO soit de la FIL a I'adresse respective ci-apres.

ISO copyright office Fédération Internationale de Laiterie

Case postale 56 « CH-1211 Geneva 20 Diamant Building  Boulevard Auguste Reyers 80  B-1030 Bruxelles
Tel. +412274901 11 Tel. +32273398 88

Fax + 4122749 09 47 Fax +3227330413

E-mail copyright@iso.org E-mail info@fil-idf.org

Web www.iso.org Web www fil-idf.org

Version frangaise parue en 2006
Publié en Suisse

ii © ISO et FIL 2005 — Tous droits réservés



ISO 8069:2005(F)

FIL 69:2005(F)
Sommaire Page
Y=Y 1 o o o o X iv
Y= T 1 o o o T X \'
1 (9 XoY 4 F=TT 0 T= 300 =T 0 o [T o= £ e o 1
2 Termes et defiNitiONS....... .o e e e e e 1
3 o T e 1
4 == Lo 7 1
5 Y oY 0T 1= |1 -V = 3
6 ECRANLIIONNAGE ...evuveeeieececeestees et s e e s s e se s e s ss e e s sasse s sssss e e ssssesesssesse e sssessassensessasarares 4
7 1o T L= o 0 Y= = 1 Lo 1 4
71 Préparation de I'échantillon pouUr @SSai.........cccciimiiiiiiiiccrr e 4
7.2 L LT =T 0 BT T 4
7.3 =TT T T o - 1o T 4
7.4 Préparation de la solution et déprotéination ... 4
8 Mode opératoirel..c. .. b A L L A L L L e e 4
8.1 Vérification de I'activité des réactifs...........ccourerririrceier e e 4
8.2 [DT=17=Y 00 1114 F-1To o e e e 5
9 Calcul et expression des réSUltats..........ccccciiiiiicciisiiiri e s e s s n e e e e s 7
9.1 L0 1 {1 | D £ g o e 7
9.2 EXpression des réSUIAtS: .. ikesre ke butsunskaredadasaissbsunde doeh shnsmsbiineherdednidhdknnnnnnensnssssnnnnssnsessssssssnenssssansnn 8
10 T 1= < e A e A 8
10.1 Essai INterlaboratoires ...... .. e 8
O & LY o =1 -1 o 1= USSR 8
10.3  ReProductibilité........... e e 8
1 L= T o T oY Ao B === T 9
Annexe A (normative) Régles de bonne pratique de laboratoire (GLP) pour la conduite d'analyses
suivant une méthode enzymatique..........cccoceiiiiiiiiin e —————————— 10
=1 0] [T'o T | ] 5 1 - 14

© IS0 et FIL 2005 — Tous droits réservés iii



ISO 8069:2005(F)
FIL 69:2005(F)

Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux
de normalisation (comités membres de I'ISO). L'élaboration des Normes internationales est en général
confiée aux comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire
partie du comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non
gouvernementales, en liaison avec I'lSO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CElI,
Partie 2.

La tache principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes
internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur
publication comme Normes internationales requiert I'approbation de 75 % au moins des comités membres
votants.

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire 'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable de ne
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence.

L'ISO 8069|FIL 69 a été élaborée par le comité technique 1ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 5,
Lait et produits laitiers et la Fédération Internationale dejlaiterie(FIL) etyest publiée conjointement par I'SO et
la FIL.

La présente édition de I''SO 8069|FIL 69 annule et remplace-F1SO 8069:1986, qui a fait I'objet d’'une révision
technique.

iv © ISO et FIL 2005 — Tous droits réservés
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Avant-propos FIL

La FIL (Fédération Internationale de la laiterie) est une fédération mondiale du secteur laitier qui a un
Comité national dans chaque pays membre. Chaque Comité national a le droit d’étre représenté aux Comités
permanents de la FIL chargés des travaux techniques. La FIL collabore avec I'lSO pour I'élaboration de
méthodes normalisées d’analyse et d’échantillonnage du lait et des produits laitiers.

Les projets de Normes internationales adoptés par les groupes tripartites et les comités permanents sont
soumis aux comités nationaux pour vote. Leur publication comme Normes internationales requiert
I'approbation de 50 % au moins des comités nationaux FIL votants.

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire l'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. La FIL ne saurait étre tenue pour responsable de ne
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence.

L’1SO 8069|FIL 69 a été élaborée par la Fédération Internationale de Laiterie (FIL) et le comité technique
ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 5, Lait et produits laitiers. Elle est publiée conjointement
par la FIL et I'ISO.

La totalité des travaux a été confiée a I'équipe de travail conjointe ISO-FIL Dosage du lactose et des lactates,
du comité permanent Prificipaux ‘constituants du'/ait'sous I'égide, de/son ¢hef de projet, Monsieur J. Romero
(Etats-Unis).

La présente édition de I'lSO 8069|FIL 69 annule et remplace la FIL 69:1987, qui a fait l'objet d'une révision
technique.
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NORME INTERNATIONALE FIL 69:2005(F)

Lait sec — Determination de la teneur en acide lactique et en
lactates

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale spécifie une méthode enzymatique pour la détermination de la teneur en
acide lactique et en lactates, applicable a tous les types de laits secs.

2 Termes et définitions

Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s'appliquent.
21

teneur en acide lactique et en lactates

masse des substances déterminées parile mode-opératoire specifié 'dans la/présente Norme internationale

NOTE Elle est exprimée en milligrammes d‘acide lactique ‘pour100 g de solides non gras.

3 Principe

Dissolution d’'une prise d’essai de lait sec dans I'eau chaude. Précipitation de la matiére grasse et des
protéines, suivie d’une filtration. Traitement du filtrat avec les enzymes et substances biochimiques suivantes,
ajoutées simultanément, mais agissant successivement:

a) L-lactate déshydrogénase (L-LDH) et D-lactate déshydrogénase (D-LDH) en présence de nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD) pour oxyder le lactate en pyruvate et transformer le NAD en sa forme réduite
(NADH);

b) glutamate pyruvate transaminase (GPT) en présence de L-glutamate pour transformer le pyruvate en
L-alanine et transformer le L-glutamate en a-cétoglutarate.

Mesurage spectrométrique a la longueur d’'onde de 340 nm pour déterminer la quantité de NADH produite,
laquelle est proportionnelle a la teneur en acide lactique et en lactates.

4 Réactifs

Tous les réactifs doivent étre de qualité analytique reconnue. L'eau utilisée pour préparer les solutions
d’enzymes doit étre d’une pureté au moins équivalente a celle de 'eau doublement distillée dans un récipient
en verre et 'eau destinée aux autres usages doit étre de I'eau distillée dans un récipient en verre ou de I'eau
d’'une pureté au moins équivalente.

4.1 Solution d’hexacyanoferrate(ll) de potassium, ¢(K,[Fe(CN)g],3H,0) = 35,9 g/l.

Dissoudre 35,9 g d’hexacyanoferrate(ll) de potassium trihydraté dans I'eau. Diluer avec de 'eau a 1 000 ml et
mélanger.

© ISO et FIL 2005 — Tous droits réservés 1
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4.2 Solution de sulfate de zinc, ¢(ZnSO,4,7H,0) = 71,8 g/l.

Dissoudre 71,8 g de sulfate de zinc heptahydraté dans I'eau. Diluer avec de I'eau a 1 000 ml et mélanger.
4.3 Solutions d’hydroxyde de sodium

4.31 Solution d’hydroxyde de sodium I, ¢(NaOH) = 10 mol/l.

Dissoudre 400 g d’hydroxyde de sodium dans I'eau. Diluer avec de I'eau a 1 000 ml et mélanger.

4.3.2 Solution d’hydroxyde de sodium Il, ¢(NaOH) = 0,1 mol/l.

Dissoudre 4,0 g d’hydroxyde de sodium dans I'eau. Diluer avec de I'eau a 1 000 ml et mélanger.

4.4 Solution de glycérol, (C3HgO3) ayant une fraction volumique de 50 % de glycérol.
4.5 Solution de sulfate d’ammonium, ¢[(NH,),SO,] = 3,2 mol/l.

Dissoudre 422,84 g de sulfate d'ammonium dans 'eau. Diluer avec de I'eau a 1 000 ml et mélanger.

4.6 Solution tampon, pH 10.

Dissoudre 7,92 g de glycylglycine (C4HgN,O3) et 1,47 g d’acide L-glutamique (CgHgNO,) dans environ 80 ml
d’eau. Ajuster le pH a 10,0 £ 0,1 a 20 °C avec une solution d’hydroxyde de sodium (4.3.1). Diluer a 100 ml
avec de I'eau et mélanger.

Cette solution peut se garder pendant 3 mois'si‘elle.est conservée au refrigérateur entre 0 °C et + 5 °C.

4.7 Solution de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD):

Dissoudre 350 mg de nicotinamide adénine dinucléotide (Co4Hy7N-Q4P>) dans 10 ml d’eau.

Cette solution peut se garder 4 semaines si elle est conservée au réfrigérateur entre 0 °C et + 5 °C. En cours
d’utilisation, maintenir immergé dans de la glace pilée le récipient contenant la solution.

4.8 Suspension de L-lactate déshydrogénase (L-LDH), extraite de muscle de porc.
Dissoudre 10 mg de la suspension de L-LDH dans 1 ml de la solution de glycérol (4.4). Le pH de la solution
doit étre d’environ 7. L’activité spécifique de la solution de L-lactate déshydrogénase (L-LDH, EC 1.1.1.27)

doit étre d’au moins 5 500 unités/ml a 25 °C. Si tel n’est pas le cas, préparer une autre suspension de L-LDH.

Cette suspension peut se garder pendant 12 mois si elle est conservée au réfrigérateur entre 0 °C et + 5 °C.
En cours d’utilisation, maintenir immergé dans de la glace pilée le récipient contenant la suspension.

4.9 Suspension de D-lactate déshydrogénase (L-LDH), provenant du Lactobacillus leichmannii.
Dissoudre 5 mg de la suspension de D-LDH dans 1 ml de la solution de sulfate d’ammonium (4.5). Le pH doit
étre d’environ 6. L’activité spécifique de la suspension de D-lactate déshydrogénase (D-LDH, EC 1.1.1.28)

doit étre d’au moins 1 500 unités/ml a 25 °C. Si tel n’est pas le cas, préparer une autre suspension de D-LDH.

Cette suspension peut se garder pendant 12 mois si elle est conservée au réfrigérateur entre 0 °C et + 5 °C.
En cours d’utilisation, maintenir immergé dans de la glace pilée le récipient contenant la suspension.

2 © IS0 et FIL 2005 — Tous droits réservés
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4.10 Suspension de glutamate pyruvate transaminase (GPT), extraite de coeur de porc.
Dissoudre 20 mg de la suspension de GPT dans 1 ml de la solution de sulfate d’ammonium (4.5). Le pH doit
étre d’environ 7. L’activité spécifique de la suspension de glutamate pyruvate transaminase (GPT, EC 2.6.1.2)
doit étre d’au moins 1 600 unités/ml a 25 °C. Si tel n’est pas le cas, préparer une autre suspension de GPT.
Ajouter 1,0 ml de solution de sulfate d’ammonium (4.5) au 1 ml de la suspension avec 20 mg de GPT et
mélanger. Centrifuger 2,0 ml d’une suspension contenant 10 mg de GPT par millilitre a une accélération
radiale de 4 000 g pendant 10 min. Transférer 1,0 ml du liquide limpide surnageant et éliminer la solution

restante

Cette suspension peut se garder pendant 12 mois si elle est conservée au réfrigérateur entre 0 °C et + 5 °C.
En cours d’utilisation, maintenir immergé dans de la glace pilée le récipient contenant la suspension.

411 Solution de L-lactate de lithium

Dissoudre 50 mg de L-lactate de lithium (C3H5O4Li) dans I'eau. Diluer & 500 ml avec de I'eau et mélanger.

4.12 Solution de D-lactate de lithium

Dissoudre 50 mg de D-lactate de lithium (C3H5;O4Li) dans 'eau. Diluer &4 500 ml avec de I'eau et mélanger.

5 Appareillage

Matériel courant de laboratoire et, en particulier, ce qui suit:

5.1 Balance analytique, capable de peser a 1 mg prés, avec une précision de lecture de 0,1 mg.
5.2 Bécher en verre, de 50 ml de capacite.

5.3 Eprouvette graduée, de 50 ml de capacité.

5.4 Fioles jaugées a un trait, de 100 ml de capacité.

5.5 Pipettes, permettant de distribuer 0,02 ml, 0,05 ml, 0,2 ml, 1,0 ml et 2,0 ml.

5.6 Pipettes graduées, permettant de distribuer 5 ml et 10 ml, graduées en divisions de 0,1 ml.
5.7 Entonnoir en verre, d’environ 7 cm de diamétre.

5.8 Papier-filtre, a filtration moyenne, d’environ 15 cm de diamétre, exempt d’acide lactique et de lactates.
5.9 Baguette en verre.

5.10 Palettes en plastique, permettant d’agiter le mélange échantillon-enzyme dans la cuve du
spectromeétre.

5.11 Spectrophotométre, permettant d’effectuer des mesures a 340 nm, équipé de cuves ayant un trajet
optique de 1 cm.

5.12 Parafilm™1).

1) Parafiim ™ est un exemple d’un produit disponible sur le marché. Cette information est donnée 4 titre d’information a
I'utilisateur de la présente Norme internationale et ne constitue pas un engagement de I'ISO ou de la FIL a I'égard de ce
produit.

© IS0 et FIL 2005 — Tous droits réservés 3
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6 Echantillonnage

Il est important que I'échantillon recu par le laboratoire soit réellement représentatif et qu’il n'ait pas été
détérioré ou modifié pendant le transport ou le stockage.

L’échantillonnage ne fait pas partie de la méthode spécifiée dans la présente Norme internationale. Une
méthode d’échantillonnage recommandée est indiquée dans I''SO 707|FIL 50.

Conserver I’échantillon en veillant a éviter toute détérioration et toute modification de sa composition.

7 Mode opératoire

7.1 Préparation de I’échantillon pour essai
Transférer I'échantillon dans un récipient ayant une capacité d’environ deux fois le volume de I'échantillon et
muni d’'un couvercle étanche a l'air. Fermer immédiatement le récipient. Mélanger soigneusement I'échantillon
en agitant et en retournant plusieurs fois le récipient.

Pendant la préparation, éviter d’exposer I'échantillon pour essai a I'atmosphére afin de réduire le plus possible
'adsorption d’eau.

7.2 Prise d’essai

Peser, a 1 mg pres, 1,0 g d’échantillon’pour essai et le transvaser dans. un bécher en’'verre de 50 ml (5.2).

7.3 Essai a blanc

Effectuer un essai a blanc conformément aux dispositions-des" 7.4 et 8.2 en utilisant tous les réactifs mais en
omettant la prise d’essai.

7.4 Préparation de la solution et déprotéination

7.41 Dissoudre la prise d’essai (7.2) dans environ 20 ml d’eau préalablement chauffée entre 40 °C et 50 °C
tout en agitant a l'aide de la baguette en verre (5.9) ou de tout autre moyen approprié. Transférer
quantitativement le contenu du bécher en verre dans une fiole jaugée a un trait de 100 ml (5.4) en ringcant le
bécher avec de I'eau. Laisser refroidir le contenu de la fiole a environ 20 °C.

7.4.2 Ajouter a la solution (7.4.1) dans l'ordre suivant: 5,0 ml de la solution d’hexacyanoferrate(ll) de
potassium (4.1), 5,0 ml de la solution de sulfate de zinc (4.2) et 10,0 ml de la solution d’hydroxyde de
sodium (4.3.2), en agitant soigneusement aprés chaque ajout. Diluer au trait de 100 ml avec de I'eau. Bien
meélanger et laisser le mélange reposer a la température ambiante, pendant 30 min.

7.4.3 Filtrer sur du papier-filtre (5.8) en éliminant les premiéres fractions du filtrat.

La centrifugation est une alternative a la filtration qui convient également.

8 Mode opératoire

ATTENTION — Eviter les contaminations, surtout celles dues a la transpiration.

8.1 Vérification de I’activité des réactifs

8.1.1 Chaque fois qu'un nouveau lot de réactifs (4.6 a 4.10 inclus) est préparé ou si des réactifs ont été
conservés au réfrigérateur pendant plus de 2 semaines sans avoir été utilisés, si les travaux analytiques

4 © IS0 et FIL 2005 — Tous droits réservés
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reprennent aprés une période d’inactivité ou si d’autres conditions peuvent le justifier, effectuer I'essai suivant
de récupération des lactates.

8.1.2 Introduire a la pipette 10 ml de la solution de L-lactate de lithium (4.11) dans chacune des deux fioles
jaugées a un trait de 100 ml (5.4). Introduire a la pipette 10 ml de la solution de D-lactate de lithium (4.12)
dans chacune de deux autres fioles jaugées a un trait (5.4). Déterminer la teneur en acide L-lactique et
lactates et en acide D-lactique et lactates des solutions contenues dans les deux premiéres et dans les deux
derniéres fioles de 100 ml, conformément au mode opératoire décrit de 7.4.2, 7.4.3 et 8.2.

8.1.3 Calculer la teneur en lactate de lithium, w;, exprimée en milligrammes par litre, & I'aide de I'une des
équations suivantes:

a) pour la solution de L-lactate:
w =341x4
b) pour la solution de D-lactate:
w =346 x 4
ou
A est la valeur numérique de I'absorbance a 340 nm, calculée conformément a 8.2.1 et 8.2.2;
341 est la valedr numeérique du, coeéfficientjaprés substitution|de' lajvaleur moléculaire du lactate de
lithium (M, = 96,1) et du volume final (V; = 2,24 ml) dans 9.1 quand les taux de récupération du

L-lactate sont évalués;

346  est la valeur numérique du facteur aprés substitution du D-lactate de lithium (M, =96,1) et le
volume final (74 = 2,27 ml) dans‘9.1-lorsque’les taux de récupération du L-lactate sont évalués

8.1.4 Compte tenu de la pureté du Lilactate de’lithium-et'du D-lactate de lithium utilisés pour préparer les
solutions, le taux de récupération du L-lactate ou D-lactate de lithium dans chacune des fioles (8.1.2) doit se
situer dans la plage de (100 £ 5) %. Si les taux de récupération ne sont pas compris dans cette plage, vérifier
les réactifs, le mode opératoire, I'exactitude de mesure des pipettes et I'état du spectrophotométre. Procéder
a l'action requise de fagon a obtenir des résultats appropriés. Répéter I'essai jusqu’a I'obtention de résultats
satisfaisants.

8.2 Deétermination

8.2.1 A laide de la pipette requise (5.5), transférer dans la cuve de 1 cm du spectrophotométre (5.11)
conformément au schéma défini dans le Tableau 1.

© IS0 et FIL 2005 — Tous droits réservés 5
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