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solidification de la matière grasse. Appliquer l'épreuve A, en utilisant
o cm" 5 de.la couche aqueuse.

Lorsque le beurre n'est pas plus vieux que deux semaines, l'é-
preuve de la phosphatase peut servir à déterminer si le beurre a été
fait de crème crue ou de crème pasteuriaée..

d) Fromage. ----.:Des expériences sont en cours en vue de l'appli-
cation de l'épreuve au fromage. Dans le fromage fait de lait cru, de
notables quantités de phosphatase sont présentes pendant deux
mois au moins après la fabrication.
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On sait que le èarotène est un des constituants parmi les plus
importants du fourrage par l'influence qu'il exerce sur la oomposi- .
tion du lait et du beurre qui en est extrait. Il n'est donc pas étonnant
que l'on ait cherché à mettre au point des méthodes simples :et
rapides de dosage de ce produit. 'l\fUNSEY [1] a publié récemment
une étude sur les méthodes décrites pour ce dosage; mais toutes ces
méthodes ne donnent de bons résultats ,que si des précautions tout
à fait spéciales sont prises. La méthode de GUILBERT [2] donne
également de bons résultats, toutefois, elle a l'inconvénient d'im-
poser l'emploi d'éther éthylique pour l'extraction du carotène,
du mélange saponifié. La modification apportée à cette méthode
par PETERSÛN et HUGHES [3] supprime l'emploi de l'éther éthylique
et le carotène est extrait directement du mélange saponifié au
moyen d'éther de pétrole, malheureusement, il y a, dans ce cas,
formation d'émulsions et perte de carotène. ,

Il nous a donc semblé utile d'indiquer une nouvelle modification
apportée à ce mode opératoire et due à D. W. BÛLIN et A. 1\'1. 1

KHALAPAR, modification qui a été employée avec succès pendant
plusieurs années dans les laboratoires de ces auteurs [4]. Le nouveau
procédé a l'avantàge, par l'emploi de quantités définies de réactif;
d'éviter la formation d'émulsion et de· donner des résultats plus
précis.

Mo:le opératoire.

On traite, au reflux, un échantillon de 5 à 10 grammes pendant.
40 minutes avec 200 cm" d'alcool éthylique à 95-97%' On filtre
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la solution alcoolique chaude sur un papier-filtre Whatman nO31
placé sur un entonnoir Büchner, on lave le résidu avec de l'alcool'
éthylique chaud jusqu'à ce que le filtrat alcoolique devienne lim-
pide; 150 cm" d'alcool éthylique chaud sont en généra.I suffisants.
On complète le volume du filtrat à 400 cm" et on en place la moitié
dans un flacon jaugé de 250 cm", puis on ajoute 25 cm'' de potasse
alcoolique à 10%' On agite "et on laisse reposer la solution alcaline
pendant 2 heures à la température ordinaire afin que la saponifica-
tion soit complète; ou encore, on place le flacon pendant une demi-
heure dans de l'eau chaude à 80° pour .hâter la saponification. On
.Iaisse refroidir et complète au trait marqué.

On place alors' 25 cm" de la solution alcoolique saponifiée con-
tenant le carotène dans un entonnoir à décantation de 100 cm".
On ajoute 150m3 d'éther de pétrole bouillant à 40-50° et on agite
le mélange vigoureusement. On ajoute 7 cm" d'eau au contenu de
l'entonnoir et on agite à nouveau vigoureusement. On recueille la
solution alcoolique dans un autre entonnoir et on extrait à nouveau
2 fois avec 10 cm" d'éther de pétrole. La dernière extraction doit
êtrl( colorée. -

, Des essais ont montré que le carotène est presque entièrement
séparé par la première extraction à l'éther de pétrole. On réunit
les extraits et on les lave avec précaution avec des portions de
25cm3 d'eau distillée jusqu'à ce que la dernière eau de lavage ne
donne plus de coloration avec la phénolphtaléine.On extrait la
xanthophylle de la solution dans I'ét.her de pétrole avec des portions
de 25 cm" d'al~ool méthylïque à 85% jusqu'à. ce que l'alcool soit
incolore. Pour la première extraction avec l'alcool, méthylique à
85 %" on verse l'alcool avec préca ution, le long des parois de l'en-
tonnoir à décantation, afin de ne pas déplacer la petite quantité
d'eau qui s'est séparée au fond de cet entonnoir. On sépare environ
5 cm" d'alcool et d'eau et on agite lentement le reste de l'alcool et
de l'éther de pétrole. Les autres extractions avec des portions de
25 cm" d'alcool méthylique à 85% peuvent être effectuées en agitant
.plus vigoureusement car il.n'y a plus à craindre la formation d'émul-
sions. Finalement, on termine par une ou deux extractions avec
chaque fois 25 cm" d'alcool méthylique à 90%' On filtre la solution
de carotène dans l'éther de pétrole au travers d'une couche de
sulfate de sodium anfîydre qui est placée s'ur un tampon de coton
au fond d'un entonnoir; on recueille le filtrat dans un flacon jaugé
de 50 cm" et complète au trait marqué au moyen d'éther de pétrole.
On compare la coloration de la solution ainsi préparée à celle d'une
solution colorée standard en sui vant la technique. décrite par

. Guilbert, ou encore on détermine le carotène par spectrophoto-
rnétrie.
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On peut utiliser de plus petites quantités-d'alcool pour I'extrac-
tion de carotène contenu dans le fourrage à condition d'opérer sur:
des échantillons plus réduits. Par exemple on traite au reflux un
échantillon de 1.à 2 gram mes avec 50 cm" .daloool, on filtre et on
lave le résidu avec de petites quantités d'alcool chaud en utilisant
un creuset de verre à·fond filtr antet en recueillant le filtrat directe-
ment dans un flacon jaugé de IOOcm3 contenant 5 cm" 'de potasse
alcoolique à 20 %' On procède' ensuite comme il a été dit ci-dessus.

Précision" de la méthode.

Dans le tableau ci-dessous, nous avons indiqué les résultats
d'analyse de tourteaux d'alfalfa (sorte de luzerne) déshydratés, les
analyses ayant été faites soit par la méthode de Guilbert, soit par la.
nouvelle: méthode que nous venons de décrire; on voit- que cette
dernière donne des résultats plus élevés :

N° de l'échantillon . Mét hode de Guilbert

mg. par 100 gr.

7,6
7,8

16
6,7
7,1

:Méthode modifiée
mg. par 100 gn,

8,3:
8,&

16,5
8,1
8,5

1 .
2........•........
3

4
5

La différence entre ces résultats est due probablement à ce que
dans le procédé Guilbert il y a perte de carotène lors de l'évapora-
tion de l'éther éthylique. La nouvelle méthode donhe,dans le cas
d'échantillons d'alfalfa contenant 10 à 20 milligrammes de carotène
par 100 grammes de produit, des résultats que l'on peut reproduire
à 0 mgr. 1 près lorsque le carotène est déterminé par spectrophoto-
métrie suivant le mode opératoire de Petersen et Hughes.

BûLIN et KHALAPUR ont également étudié le point de savoir
si l'extraction du carotène par l'alcool éthylique est complète.' A
cet effet, le résidu provenant de l'extraction alcoolique a été analysé
au point de vue de sa teneur en carotène par les méthodes de
Guilbert et de Peterson et Hughes. Il n'a pas été trouvé de carotène
dans ce résidu.

L'emploi d'alcool à 95% permet une filtration rapide, facilite
le lavage et autorise l'emploi de quantités bien définies de réactifs.
Pour éviter la formation d'émulsion et assurer une extraction quan-
titative du-carotène de la solution alcaline dans l'alcool par l'éther
de pétrole, il est important que ·la· concentration de l'alcool soit
comprise entre 70 et 75%. A cette concentration, la Séparation de
l'éther de pétrole de l'eau et de la phase alcoolique s'effectue facile-
ment. .
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(lonclueions,

1° La phosphatase est un ferment qui se trouve dans le lait dese.rrima.ux
en quantités variables.

Le lait de vache et de brebis contient une phosphatase dont le maximum
d'activité a lieu à pH = 9,32.

Le lait de bufflesse, chienne, chatte et lapine contient une phosphat.ase
dont le maximum d'activité a lieu à pH == 8,92. '

Dans le lait de îernmé, truie et chèvre, on trouve deux phosphatases
une qui agit à pH 8,92 et l'autre à pH 4,9-5.

Le lait de jument et d'â,nesse ne contient aucune phosphatase.
20 La quantité de phosphatasevarie pendant la période de lactation.
La teneur en-phosphatase, maximum dans le colostrum, diminue ensuite

pour augmenter vers la fin de la lactation.
Elle varie dela même manière que les albumines et les -globulines du lait.
30 L'àetivité de la phosphatase est beaucoup influencée par la concentra-

tion du substratum. L'hydrolyse du glycérophosphate diminue lorsque sa
concentration augmente.

40 -Nous pensons que la meilleure définition pour l'unité de phosp hat.ase
ser ai t-La suivante: le nombre de milligrammes d'acide-phosphorique mis en
liberté à l'optimum de réaction (pH), de concentration en substratum et à
11'1température de 350, par la phosphat~se contenue dans 1.000 grammes ou
1.000 crn-- de tissu ou liquide biologique.

Nous proposons pour cette unité, le symbole:

± Mg P~ = A unités de phosphatase

où, Mg indique le magnésium comme activateur nécessaire ou indifférent,

t, le temps et
M, la concentration moléculaire.
Pour des raisons d'ordre pratique la concentration du substratum ne doit

pas descendre au-dessous de 0,007 M.


