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Les techniques colorimétriques ont acquis dans
ces dernières années un très grand développement. En
effet, elles permettent d’effectuer rapidement et faci-
lemént le dosage de très petites quantités de substance. Il semble cependant que certaines causes d’erreur ou difficultés de ces techniques dient été insuffisamment aperçues (1).
Le but de ce travail est de mettre en lumière certaines d’entre elles, spécialement importantes pour les biologistes et les médecins, d’en chercher le remède et aussi d’accroître la précision des méthodes, comme d’en élargir le champ d’application. Nous essayerons ensuite d'appliquer ces données à certaines mesures relatives au sérum sanguin et notamment au problème de la bilirubinémie.
Il faut d’abord établir dans les méthodes une dis-
tinction de termes souvent négligée. La « Colorimé:-
trie » est, strictement parlant, la mesure de la couleur.
Elle n’embrasse donc que lec méthodes utilisant l’examen visuel en lumière blanche (ou au moins complexe) de liquides colorés. Les méthodes, bien plus usitées aujourd’hui, qui se proposent de déterminer l’absorption optique de milieux quelconques, soit en lumière monochromatique, soit à l’aide de récepteurs autres que l’œil, comme les cellules photoélectriques, sont des méthodes photométriques qui, dans ce cas particulier, peuvent être dites absorptiométriques. Cette distinction n’est pas seulement formelle. Lorsqu'on passe de l’un à l’autre groupe de méthodes, on constate parfois de très grandes différences dans les résultats. Elles tiennent à ce que l’œil, bon instrument pour la comparaison des couleurs, reste très au-dessous de la cellule photoélectrique par exemple, pour la déter. mination des différences de flux. L’absorptiométrie photoélectrique donne donc souvent des résultats imprévisibles par l’observation visuelle ou en désaccord apparent avec celle-ci. Nous en verrons plus loin des
exemples. c
BASES DE LA COLORIMETRIE
Nous supposons connus les dispositifs colorimétriques usuels, du type Dubosq par exemple, et nous ne ferons que rappeler la base théorique de son fonction-
nement qui est la loi de BEER-LAMBERT.
Si deux solutions ne diffèrent entre elles que par
leur concentration en colorant, les épaisseurs respec-
ve cp up
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tives x de solution que doit traverser la lumière pour que les faisceaux émergents aient la même intensité sont entre elles comme les inverses des concentrations
c. Soit — — —.ou ex — c’x. On détermine tout de Li = .
x c suite la concentration cherchée c’ en lisant la hauteur x’ de solution qu’on doit interposer pour avoir la même intensité lumineuse qu'avec la solution étalon examinée sous une épaisseur donnée : il suffit de rem-
placer les lettres par leur valeur. /
L’usage correct de l’appareil exige donc lapplication rigoureuse de la loi de Beer; nous verrons tout
à l’heure ce qu’il faut en penser.
ABSORPTIOMETRIE VISUELLE.
L’inconvénient de la colorimétrie (en dehors de sa médiocre sensibilité) est de nécessiter un étalon constitué par une solution connue de la substance à doser ou, à la rigueur, d’une solution ou d’un écran présentant exactement la même teinte. Cette difficulté est levée si le colorimètre est éclairé en lumière monochro-
matique (radiation filtrée d’une lampe à mercure).
-(2). Dès lors le colorimètre devient un absorptiomètre.
La notion de couleur est exclue, n’importe quel système absorbant peut être comparé à n’importe quelle solution colorée et peut servir à repérer une concen-
tration déterminée sous une épaisseur déterminée.
Supposons qu’une solution à Ng pour 1000 donne sous une épaisseur de 1 em. l’égalité des plages avec un absorbant quelconque (écran coloré ou gris neutre, grille, etc...) placé sous l’autre cuve de l’appareil et que nous trouvions que, avec une autre solution de même nature, l’épaisseur nécessaire soit de 2 cm., l’application de la loi de Beer nous indique que cette solu-
tion est de concentration n/2.
Le « Stufenphotometer » de ZEiss fonctionne sur ce principe avec cette différence que l’éclairement de lune des plages est réglé par un diaphragme œil de chat et que la lumière convenable est sélectionnée par des filtres colorés. L’insuffisance du monochromatisme ainsi obtenu donne lieu, dans certains cas, à de graves difficultés d'emploi par le fait que la notion de couleur métant pas tout à fait exclue, il subsiste une petite différence de teinte gênante entre la plage éclairée par la lumière qui a traversé la solution et celle qui re-
çoit la lumière ayant seulement traversé l’œil de chat.
Ces méthodes constituent en quelque sorte une spectrophotométrie simplifiée. Nous reviendrons plus
loin sur les méthodes de spectrophotométrie vérita-
ble.
ABSORPTIOMETRE PHOTOELECTRIQUE. (3)
Dans ces dispositifs de plus en plus employés, le
récepteur est soit une cellule photoélectrique propre-
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ment dite soit une cellule à couche d’arrêt c’est-à-dire capable de transformer l’énergie lumineuse en courant électrique sans le secours d’une différence de potentiel accélératrice. Nous n’exposerons pas le fonctionnement de ces cellules et le détail des nombreux montages que l’on peut réaliser; nous décrirons plus loin celui que nous avons utilisé, nous proposant de rester, dans ce chapitre, dans des considérations très générales.
Soit une cellule qui reçoit le flux lumineux [° émané d’une source constante S. Elle donne de ce fait _un courant i. indiqué par le galvanomètre G. Inter-
posons sur le faisceau une cuve C contenant le liquide
Figure 1
absorbant. Le flux recu devient I et le courant correspondant i. Dans certaines conditions (faibles flux, faibles résistances de l’appareil de mesure) on peut poser :
I i — — —, mais il est beaucoup plus correct d’opé-
Ie lo
Li Te
rer par méthode de substitution, en remplaçant la cuve C par un système d’absorption réglable, tel qu’un coin photométrique, un disque tournant à secteur variable, etc..., dont on fait varier la valeur jusqu’à obtenir le même courant i. Si la source est restée constante, nous sommes en droit de dire que l’absorption (connue) du système interposé est égale à celle de la cuve.
On caractérise généralement l’absorption par la
Densité optique.
D = log — | I Aïnsi pour le système qui transmet 10 % de la lumière c’est-à-dire absorbe 901%, — — 10 et D — 1]. = I
Il est facile de voir que la dénsité optique d’une solution est proportionnelle à sa concentration et aussi à son épaisseur. Par conséquent, si on a, une fois, déterminé la. densité optique d’une solution de concentration connue, il suffira, en théorie, de mesurer la densité optique de la solution étudiée pour que sa con-
centration soit déterminée.
L'application non discutée de cette règle théorique peut conduire à d'importantes erreurs que nous croyons utile de signaler. En effet, elle suppose que
l’on ait bien la relation :
— Kex e
et par conséquent :
1°) Que la loi de Beer soit bien vérifiée (constance
du produit ce x)
2°) que, ceci étant réalisé, le coefficient d’absorp-
tion K de la substance considérée soit constant.
Nous examinerons ces deux points importants : 1°) IT faut que la loi de Beer soit vérifiée.
La vérification de la loi de Beer repose sur la proportionnalité des densités optiques aux concentrations ou aux épaisseurs; la courbe représentant les densités optiques en fonction des concentrations ‘ou des épaisseurs est une droite, en radiations monochromatiques. L'application de cette loi est, dans un très grand nombre de cas, inexacte et on a trop tendance à l’ap-
pliquer sans discussion.
Les causes d’erreur sont d'importance variable avec le procédé de mesure du flux lumineux, visuel ou photoélectrique, et suivant le principe de mesure de
flux lumineux. ù
La loi de Beer peut ne pas s'appliquer, c’est-à-dire que le produit ex peut ne pas être constant. Il peut ne pas l’être par suite de phénomènes de dissociation électrolytique; lorsque les molécules et les ions sont de couleurs différentes, la couleur de la solution varie comme la dissociation, avec la dilution; il peut en
être de même du degré de polymérisation.
2°) Constance de K. |
Mais même si la loi de Beer s’applique, il suffit que la radiation ne soit pas monochromatique pour que, en toute rigueur, il soit généralement impossible de la vérifier. La densité optique cesse d’être proportionnelle à l'épaisseur ou à la concentration par suite de la modification du coefficient d’absorption moyen de la lumière dans l’absorbant coloré ce qui
constitue « l’effet de filtre ».
EFFET DE FILTRE
Supposons que la lumière incidente soit blanche et le système absorbant coloré. La lumière émergente sera elle-même colorée puisque le milieu transmet au maximum certaines radiations ce qui lui confère précisément son caractère coloré. Par conséquent il est facile de comprendre que l’absorption, relativement importante dans les premières couches traversées, le à sera moins dans les dernières. Cet effet est naturellement d’autant plus marqué que l'épaisseur ou la concentration dut colorant est plus grande. La densité optique ne peut donc être proportionnelle à ces deux grandeurs et la droite théorique se transforme en une courbe à concavité inférieure. Seules des solutions infiniment diluées ou examinées en couche très mince
peuvent pratiquement donner la droite théorique.
Il faut remarquer que l’adjonction de filtres sélec-
tifs sur le trajet du faisceau lumineux est souvent insuffisante pour apporter le monochromatisme nécessaire. En effet si cela est assez facile du côté rouge du spectre, c’est presque impossible du côté bleu c’est-àdire dans les conditions convenables pour l'étude des solutions jaunes. Ceci résulte du fait que, d’une part, les filtres rouges peuvent être très sélectifs, que l’émission des lampes à incandescence utilisées dans la plupart des appareils est très grande dans cette région et qu’enfin les cellules à couche d’arrêt généralement employées dans les absorptiomètres photoélectriques sont aussi très sensibles dans cette région. Par contre on ne possède pas de filtres bleus réellement sélectifs: d’autre part la faible sensibilité des cellules et la faible émission des lampes dans le bieu font que le rayonnement réellement efficace est dans ce cas extrêmement loin du monochromatisme. De plus, une très légère modification spectrale de la lumière transmise peut être suffisante, en raison de la courbe spectrale de sensibilité des cellules aussi bien que de l’émission de la lampe; pour modifier beaucoup la réponse de l'appareil.
L’incurvation parfois considérable des courbes D — f (c) dont on verra des exemples par la suite en ce qui concerne le sérum sanguin, enlève toute précision à la détermination de la concentration en colorant. En effet une très forte variation de celle-ci se
traduit si les solutions sont concentrées par une varia-
tion insignifiante de l’absorption ou de la densité optique. Par ailleurs, l'emploi de solutions très diluées ou en couches très minces diminue évidemment aussi la précision. Il y a donc une zone de dilution ou d’épaisseur utilisable qui correspond à des conditions de pré-
cision acceptable et qui dans certains cas (sérum) n’est
pas très étendue.
INFLUENCE DES PHENOMENES DE DIFFUSION
Dans ce qui précède nous avons envisagé une absorption globale sans chercher dans le détail ce qu’elle signifiait. Cette absorption globale peut en réalité ressortir à deux phénomènes différents : d’une part, ce que nous appelons absorption vraie ou de couleur qui correspond à une transformation de l’énergie lumineuse; en second lieu, l'absorption de diffusion qui n’est qu’une absorption apparente.
Cette absorption de diffusion se rencontrera non ‘seulement dans les milieux troubles proprement dits mais encore dans tous les cas où nous sommes en présence de solutions colloïdales, soit que le colorant soit lui-même sous cette forme colloïdale (hémoglobine, chlorophylle, etc...) soit qne des particules non centrifugeables se trouvent dans le solvant en même temps que le colorant. On conçoit que ces cas soient, à priori,
très importants dans la colorimétrie des systèmes bio-
logiques.
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De la superposition de cet effet de diffusion à l’absorption vraie, a pu naître une erreur d'autant plus importante et facile à commettre que l'œil est incapable d’en apprécier l’importance et même souvent d’en déceler l’existence. L’œil en effet estime surtout des teintes tandis que les absorptiomètres usuels, pour des raisons de facilité de construction, sont généralement disposés de façon à à révéler au maximum la diffusion, d'où une discordance parfois très manifeste entre les résultats de l’observation grossière de la couleur et de la mesure absorptiométrique. Nous en donnerons tout à l’heure des exemples. Ceci nécessite que nous disposions d’un absorptiomètre dans lequel soit prévu un dispositif permettant, sinon la mesure absolue de la diffusion, du moins l'appréciation de l’ordre
de grandeur des erreurs qui peuvent en résulter.
DIFFUSO-ABSORPTIOMETRE DU PROFESSEUR DOGNON. (3)
Le diffuso-absorptiomètre du Professeur DOGNoN répond à ces desiderata (fig. 2).
On utilise deux faisceaux diamétralement opposés issus d’une source constituée par une lampe de 6 v. 6 A.
Le faisceau dirigé vers P, traverse un écran anticalorique (qu’on peut remplacer par un filtre coloré), une fente munie d’un écran dépoli D muni lui-même d’un diaphragme iris et arrive sur la cellule photo-
électrique P:.
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Le faisceau dirigé vers P, est collimaté par le condensateur L, traverse un écran anticalorique (ou un filtre coloré), un diaphragme circulaire de 7 mm. de diamètre devant lequel on peut amener l’une quelconque des cinq grilles dont on connaît la densité optique ; le faisceau traverse ensuite la cuve C contenant le liquide à examiner et arrive sur un diaphragme fixe muni d’un écran dépoli puis sur la cellule P,. Le rôle de cet écran dépoli est de répartir le faisceau de rayons sur une grande surface, ce qui évite l’échauffement et la fatigue des cellules et, de plus, une erreur pos-
sible dûe à la non homogénéité de la surface sensible.
Figure 2
Les deux cellules P,et P;, sont montées en opposition sur un microampéremètre donnant 15 microampères pour la déviation totale (150 divisions).
Les rhéostats R et R° permettent de faire varier
avec précision l’éclat du filament alimenté soit par
une batterie d’accumulateurs de 6:8 volts, soit par
un stabilisateur de courant approprié. ;
MESURE DE L’ABSORPTION
1°) On règle le microampéremètre au zéro en agissant par l'intermédiaire du diaphragme iris sur le faisceau de droite, avec la cuve pleine du solvant de la solution colorée étudiée placée en avant de la cellule pie
2°) On introduit alors sur le trajet du faisceau lumineux de gauche l’une des grilles étalon, soit par exemple la grille n° 1 qui donne une absorption de 20 %. L’équilibre étant rompu on amène l’aiguiHe du microampéremètre à une division que l’on choisit, 40 par exemple, en agissant au moyen du rhéostat sur l'éclat du filament.
3°) Si l’on supprime la grille étalon et que l’on remplace d’autre part Le solvant par la solution colorée à étudier, la déviation observée fhesure l’absorption dûe à la couleur de notre solution. Les déviations n'étant pas exactement proportionnelles aux absorptions on a dressé des courbes des absorptions en fonc-
tion des déviations de l’appareil pour chacune des gril- PE P 8
les et, pour chaque grille, pour les différentes sensibilités; en effet suivant la sensibilité désirée on règle la grille 1 à la division 10 — 20 — 40 — ou 80. On a
naturellement une sensibilité deux fois plus grande
en réglant sur 80 qu’en réglant sur 40. L’accroissement de sensibilité est obtenu aux dépens de la stabilité du réglage mais celle-ci peut pourtant être réalisé
de manière satisfaisante.
Connaissant la déviation il suffit, pour connaître la concentration cherchée, de se reporter à la courbe d'étalonnage de la substance donnant les concentra-
tions en fonction des déviations.
MESURE DE LA DIFFUSION
Mise en évidence de la diffusion.
Prenons une solution que nous considérons d’abord comme purement diffusante. Une particularité essentielle du diffuso-absorptiomètre est qu’il a été prévu deux positions différentes pour la cuve; la cuve en effet peut-être placée presque au contact du récepteur. R (fig. 3) (ou P: de la fig. 2) dont elle n’est séparée que par un diaphragme et un écran diffusant, nous l’appellerons positioh rapprochée ou position (1) ; elle peut être aussi placée en (2) à 6 cm. environ du récep-
teur, c’est la position éloignée.
On voit clairement sur la figure que la lumière
diffusée est reçue sous un angle solide plus grand lors-
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que la cuve est placée en (1) que lorsqu'elle est placée en (2). Cet angle serait égal à 2 x stéradians si la cuve était d'épaisseur négligeable et au contact même du récepteur; il est très petit lorsque la cuve est en (2) car le faisceau lumineux est très étroit (il n’a que 7 mm. de section). Ceci explique que l’on trouve une densité optique plus petite en (1) qu’en (2). La variation de la densité optique dans ces conditions déterminées mesure la turbidité du milieu et permet d’apprécier l’erreur commise sur la mesure colorimétrique
effectuée en position (1).
Figure 3
Dans toute mesure colorimétrique on devra s’inquiéter de mesurer la turbidité, le seul cas où lon pourrait n’en pas tenir compte étant celui où le changement de position de la cuve n’amènerait pas un changement de la densité optique plus grand pour la solution que pour le solvant seul. Or la turbidité varie beaucoup avec de nombreux facteurs et il est très rare d’arriver à des solutions de turbidité équivalente lors-
qu’on fait subir des manipulations en apparence iden-
tiques à des milieux biologiques tels que des sérums sanguins par exemple.
Les erreurs qui peuvent être commises sur les concentrations sont donc parfois considérables- surtout lorsque la cuve est placée loin du récepteur et que les faisceaux utilisés ont une petite ouverture ce qui est encore le cas le plus fréquent.
Remarquons que, dans toutes les mesures spectrophotométriques usuelles, la cuve est placée devant la fente du spectroscope et loin du récepteur; il en résulte que dans certains cas les densités optiques trouvées sont beaucoup trop élevées et peuvent n’avoir pas de rapport avec la densité de couleur. Aïnsi HEILMEYER donne pour l’hémoglobine une courbe spectrophotométrique qui reste au-dessous de celle de l’oxyhémoglobine, même dans le rouge, région spectrale où l’absorption vraie devient faible; l’absorption vraie de l’hémoglobine est supérieure et non inférieure à celle de l’oxyhémoglobine mais les solutions d’oxyhémoglobine peuvent être fortément diffusantes, d’ailieurs à des degrés divers, variant avec le pH et la concentration saline. Il semble donc bien que les résultats contradictoires donnés par HEILMEYER soient dus à l’in-
tervention de la diffusion.
MESURE DE L’INDICE DE DIFFUSION
Il résulte de ce que nous avons dit plus haut que
l’on peut déterminer un « indice de diffusion ». En
effet la densité de couleur est évidemment la même quelle que soit la position de la cuve; seule la gran: deur de l’angle sous lequel le flux diffusé arrive à la cellule change et par conséquent seule change aussi
l’intensité de la lumière diffusée.
Nous pourrons done, après avoir mesuré l’absorption globale d’un système coloré diffusant en position (1) compenser l’absorption de couleur en ramenant l'aiguille du microamperémètre au zéro et en réglant de nouveau la sensibilité comme il a été dit précédemment; la valeur que nous trouverons en position (2) mesure exclusivement la turbidité.
Cette valeur que nous appelons « indice de diffusion », rapportée à la courbe d’étalonnage du colorant examiné, met en évidence l’erreur commise, le nombre de milligrammes de bilirubine en excès, par exemple, trouvés du fait du passage de la position (1) à la position (2).
Cet indice permet aussi de comparer la turbidité de milieux diversement colorés comme des suspensions de bactéries, sans que la couleur apporte un obstacle quelconque.
Le tableau suivant montre l’ordre de grandeur des différences de densité optique obtenues dans les deux positions de la cuve précédemment définies, et aussi
l’incohérence des résultats obtenus s’ils ne sont pas
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discutés et corrigés en tenant compte de l’indice de diffusion.
Tableau I
Absorptions procentuelles de sérums et plasmas sanguins Filtre laissant passer le vert et le bleu. Cuve de 1 em.
Absorption Absorption en position en position Indice de rapprochée (1) éloignée (2) diffusion
Hat ou cie RAA 0 1,5 1,5 Sérum n° 1 jaune lim-
ÉDITER Re same 42,5 46,5 6 Sérum n° 2 normal
Himbpide Ain TPE Fe 43 51 13 Sérum n° 3 jaune à
peine louche ...... 47 58,5 : 24,5 Sérum n° 4 pâle à K
peine louche ...... 34,5 48,5 20
On s’étonne de trouver pour le sérum n° 2 un chiffre supérieur à celui du sérum n° 1 qui est plus jaune, la cause en est sa plus grande turbidité d’ailleurs invisible à l’œil.
On voit que les erreurs déjà grandes en position
(1) le sont encore beaucoup plus en position (2).
Il est donc bien établi : 1°) que la densité optique d’un milieu est la somme de la densité de couleur et de la densité par effet de diffusion et 2°) que dans le cas des sérums et des plasmas sanguins la variabilité du degré de turbidité est extrême. En effet, nous venons de voir qu'il en est de limpides à l’examen visuel et qui le sont effectivement, c’est-à-dire que l’absorptio-
mètre n’y décèle pas de diffusion appréciable; il en
est d’autres au contraire que l’examen absorptiométrique révèle être diffusants; d’autres sont troubles sans que l’œil puisse apprécier le degré de cette turbidité; d’autres enfin présentent un trouble partiellement cen-
trifugeable.
Cela montre les grandes difficultés de la colorimétrie du sérum et du plasma sanguin. Nous avons vu en effet que les bases de la colorimétrie reposent sur la comparaison des couleurs par l’examen visuel ou des absorptions de couleur en absorptiométrie, de deux solutions identiques à tous points de vue sauf en ce qui concerne leur concentration en colorant; c’està-dire que le solvant doit être le même. Or ce qui précède met en évidence que deux sérums ou deux plasmas différent optiquement par bien d’autres choses que la concentration du colorant; ils n’ont jamais la même composition chimique et les variations de la lipémie en particulier entraînent des variations du degré de turbidité. De plus le sérum et le plasma contiennent d’autres colorants que ceux dont
on cherche à évaluer la concentration.
Il en résulte qu’il faudra d’une part prendre des précautions pour éliminer autant que possible les causes d’erreur et d’autre part discuter les résultats obte-
nus.
Dosage de la bilirubine. — Pour doser correcte-
ment la bilirubine dans le sérum sanguin, il faudrait
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que l’indice de diffusion du sérum envisagé fût le même que celui du sérum qui a servi à l’étalonnage de l’appareil, mais ceci ne se réalisant que rarement, le mieux sera de faire l’étalonnage avec un sérum peu diffusant et de tenir compte ensuite de l’absorption de
diffusion du sérum envisagé.
Dosage du Rose Bengale. —— Examinons maintenant la technique de l’épreuve du Rose Bengale et voyons si l’on peut espérer obtenir des résultats cor-
rects par absorptiométrie :
On prélève 10 ce. de sang que l’on recueille sur 2 cc. d’oxalate de potassium à 2 %, on injecte immédiatement 1,5 mg. par kilogramme de poids, soit pour 60 kg. : 4 ce. 5 d’une solution à 20 mg. par cc. de Rose Bengale, enfin, 45 minutes après cette injection, on
prélève à nouveau 10 ce. de sang sur 2 cc. d’oxalate.
On centrifuge les deux tubes de sang et l’on compare colorimétriquement les plasmas. Dans ce cas, on croyait pouvoir-espérer être dans de bonnes conditions puisque dans les deux tubes le sérum est celui du même malade et on pensait : 1°) Que la couleur rose du 2° tube était celle du Rose Bengale non encore éliminé au bout de 45 minutes et 2°) que de l'intensité de cette couleur rose on pouvait déduire le taux de Rose Bengale. En absorptiométrie, on devait trouver une densité optique plus grande dans le 2° cas que
dans le 1°”, le supplément mesurant la densité de cou-
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leur du Rose Bengale; or, il n’en est rien, comme l’a bien montré pour la première fois le Professeur Noël FigssiNcEr. Nous avons observé bien des cas de cette espèce dans lesquels le 2° plasma était soit plus trouble soit moins trouble que le premier ainsi qu’on s’en assure par la mesure de l’indice de diffusion. On peut penser que ce trouble est attribuable à la lipémie qui peut varier de façon notable sous des influences mini-
mes, comme la première prise de sang par exemple.
Lorsque l’on recherche de faibles quantités de Rose Bengale, les variations de turbidité entraînent des variations de densité optique souvent supérieures à selle
de la couleur que l’on cherche.
Les mêmes remarques sont évidemment valables en ce qui concerne tous les dosages colorimétriques sur le plasma et par exemple, ceux qui utilisent le Rouge Congo ou d’autres colorants analogues pour la mesure
de la masse totale du sang.
MÉTHODES DE CORRECTION DE L’ERREUR DUE A LA DIF- FUSION
Pour réduire l’erreur de diffusion au minimum avec notre dispositif nous avons vu qu'il faudrait appliquer la cuve contre le récepteur mais que dans ces conditions l’angle solide sous lequel est reçu le flux diffusé est inférieur à 2 x stéradians. Or il n’est pas facile
d’en déduire la grandeur de la totalité du flux dif-
fusé car celle-ci dépend de la forme de l’indicatrice de diffusion, c’est-à-dire de la répartition de la lumière
diffusée autour du système diffusant :
1°) Si c’est une sphère, c’est-à-dire si les surfaces d’égale intensité du flux diffusé sont des surfaces sphériques comme cela peut-être à peu près le cas pour les particules colloïdales non éliminables par centrifugation, on pourra corriger par le calcul le résultat trouvé pour l’absorption en position rapprochée [position (1) ], en lui retranchant la différence entre l’absorp-
tion globale trouvée dans les deux positions.
2°) Mais l’indicatrice de diffusion est loin d’être toujours sphérique et, pour un même milieu, elle varie avec le temps. En général elle est très allongée vers l’avant, de sorte que le récepteur reçoit la presque totalité du flux diffusé par la euve placée en position rapprochée et que, par conséquent, la mesure faite dans ces conditions est à peu près correcte puisqu'elle s'adresse presque uniquement à l’absorption de couleur. C’est le cas d’une suspension diluée de particu-
les de quelques microns.
CORRECTION PAR LE DIAPHRAGME
On peut imaginer un dispositif empirique correcteur de la diffusion en se basant sur ce qui suit : en interposant un écran circulaire E entre la cuve et le
récepteur aucune lumière n'arrive au récepteur si
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Il écran a le même diamètre que le faisceau lumineux, dans le cas d’un liquide limpide. Au contraire l’écran OR ; : À recevra de la lumière diffusée si le milieu est trouble C’est ce que montre bien la figure 4. Le liquide sem-
ble donc alors être doué d’une absorption négative.
Figure 4
On comprend que lon puisse arriver à annuler exactement l’absorption de diffusion en réglant les dimensions relatives de l’écran et du diaphragme. Mais, du fait de l’intervention de la forme de l’indi- “catrice de diffusion qui est une manifestation de la structure intime du milieu diffusant, il faudrait faire un réglage avec une solution absolument identique _ mais décolorée et régler le diaphragme jusqu’à annvler l’absorption apparente; substituant alors la solmtion colorée à celle-ci, l’absorption notée ne serait’ dûe qu’à la diminution du flux émergent transmis par absorption de couleur.
La figure 5 montre bien l'intérêt du correcteur dans la mesure de la concentration de irois types de suspensions non colorées : gélatine, résine et cholesté-
rol, différemment concentrées.
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Lorsqu'on fait croître la concentration des trois types de suspensions examinées (gélatine, résine, cholestérol) on voit que par le dispositif usuel, l'absorption prend rapidement des valeurs considérables et atteint
respectivement des valeurs de 17, 27 et 24% pour les
. LA Ca Sams cotecdeur # a C4 on ” ©
/ w ‘4 °” + La PU
Absaplion p /00
OS RE
Os tOs-ssosssssn ess
Figure 5.
plus concentrées des trois suspensions examinées. Cette absorption est dûe à la diffusion pure et correspondraït par conséquent à une erreur dans le cas d’une mesure colorimétrique. Par contre, avec le dispositif correcteur, les courbes s’écartent peu de l’axe des abscisses. L’absorption est réduite à des valeurs comprises entre 2 et 5 1% (par surcorrection dans le cas de la résine et du cholestérol, par sous-correction dans le
cas de la gélatine). Notons que l’erreur sans correc-
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teur est doublée si l’on opère en position éloignée; ce fait est très important puisque c’est encore dans ces
conditions que l’on opère couramment.
COMPARATEUR COLORIMETRIQUE A SPHERE D’INTEGRATION DU PROFESSEUR DOGNON (FIGURE 6) (4)
Dans tous les cas où les particules en suspension sont très petites, la forme de l’indicatrice de diffusion est telle que le flux diffusé non reçu par le récepteur est considérable et on ne peut espérer faire de mesures correctes qu’en recueillant la lumière diffusée dans la
totalité d’une sphère entourant le diffuseur.
Le liquide à examiner est versé dans une cuve en verre soufflé dont la capacité est 5 cc., le fond en est déprimé de façon à englober la source, petite lampe de 2 watts, fixée au centre de Îa sphère. La sphère qui a 15 cm. de diamètre est peinte intérieurement en blanc, on y a pratiqué 2 ouvertures diamétralement ‘opposées où sont appliquées 2 cellules photoélectri-
ques montées en parallèle.
Avec ce dispositif, tout rayon diffusé par le liquide finit, après un certain nombre de réflexions sur les parois, par impressionner les cellules, et comme
le pouvoir réflecteur de la paroi est voisin de l’unité,
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l’absorption d’un système incolore et diffusant est nulle.
Théoriquement, la sphère devrait être très grande par rapport au volume occupé par la cuve afin que les rayons diffusés par le liquide aient peu de chance de retraverser la cuve et d’être absorbés en partie de nou-
veau par le liquide coloré. Pratiquement on obtient
A. Sphére €. Écrans colores 8 - Source lumineuse . F. Prise de courant.
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Figure 6
d'excellents résultats avec la sphère de 15 em. de diamètre en prenant la précaution de vérifier que -le plan du filament de la lampe coïncide avec celui qui contient le diamètre vertical des cellules; dans ces conditions on remédie à l’inégale répartition du flux lu-
mineux.
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L’échauffement est minime, il n’est que de 5° en 5 minutes au maximum et les mesures sont rapidement faites.
| F2 Avec ce dispositif l'absorption notée n’est due en définitive qu’à la diminution du flux émergent transmis par absorption de couleur avec transformation de l’énergie. | La cuve ne pouvant être parfaitement définie, l’appareil n’est qu'un comparateur colorimétrique; on se reportera toujours, pour évaluer une concentration, à une courbe d'étalonnage établie dans des conditions
bien déterminées.
Avec le colorimètre intégrateur à sphère, un liquide incolore trouble se comporte comme un liquide limpide, l’absorption est nulle. Dans le cas d’un liquide coloré, l’influence de la turbidité est faible, elle ne devient appréciable que si le liquide est à la fois très coloré et trouble, ceci est dû à une augmentation de l'épaisseur efficace de la cuve. Mais pour étudier l’influence de la turbidité nous avons été amenée à examiner des solutions plus troubles que celles que lon vencontre ordinairement en biologie.
L'utilisation du flux lumineux étant presque totale, on peut, malgré la faible puissance de la lampe (6 V — 0,3 A), obtenir avec des filtres très sélectifs
des courants d’une dizaine de microampères.
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AVEC LES DIFFERENTS DISPOSITIFS PRECEDENTS
Pour mettre en évidence les erreurs dûes à la diffusion et montrer ce que donnent les différentes méthodes de correction, nous avons préparé une série de tubes dans lesquels nous avons ajouté à un même volume de solution de bichromate de potassium, de l’eau et une suspension de résine de façon à avoir la même concentration en bichromate et des turbidités
croissantes.
Il suffit de se reporter à la courbe d’étalonnage de solutions limpides de bichromate pour connaître la concentration qui correspond à la densité optique trouvée et par suite en déduire l’erreur commise puisqu'on connaît la concentration véritable (et fixe) en bichro-
mate.
On a opéré dans tous les cas avec un écran vert
laissant passer aussi le bleu
Concentration pour 1000 évaluée à partir de :
Solution Absorption mesurée Absorption corrigée en position ._ Par différ. Par rapprochée éloignée des dens. diaphragme optiques correcteur
Limpide ...... 0,35 0,35 0,36 Trouple n° 1 0,53 0,69 0,41 0,33 Trouble n° 2 ., 0,69 0,99 0,49 0,35 Trouble n° 3 .. 1,05 2,7. 0,59 0,31 Trouble n° 4 ., 3,6 Ji 1,20 0,33 ‘Trouble n° 5 20 0,68
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Le colorimètre à sphère donne pour la cuve contenant 4 cc., une absorption de 8 % pour toutes les solutions quelle que soit la concentration en suspension de résine; elle est de 13,5 7% également dans tous les cas pour une'cuve plus grande contenant 9 ce. On ne commet donc plus aucune erreur sur la concen-
tration.
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Figure 7
La figure 7 montre l’influence très grande de la turbidité dans les mesures de l’absorption de couleur faites au diffuso-absorptiomètre et l’intérêt qu'il y a
à se servir du colorimètre intégrateur à sphère.
PRINCIPE DE LA MESURE PAR ADJONCTION DE BILIRU- BINE
Nous nous proposons de déterminer la teneur en biliburine d’un sérum sanguin par la voie colorimétrique.
Les expériences de nombreux auteurs, entre autres HEILMEYER (6) qui mesure la couleur du sérum à _ l’aide du photomètre de Pulfrich avec le filtre spectral 947, et les nôtres que nous rapporterons plus loin, nous autorisent à négliger sauf exception, dans un milieu hospitalier, l’influence du carotène et des lipochromes et à dire que l’absorption de couleur des différents sérums est fonction uniquement de leur concentration en bilirubine. Nous reviendrons ultérieure-
ment sur ce point.
Notre tâche était donc d’établir une courbe d’étalonnage des absorptions (ou des déviations de l’aiguille du microampéremètre ce qui revient au même) en fonction des concentrations en bilirubine, en prenant bien soin d'éliminer l’erreur dûe à la diffusion dont nous avons montré plus haut l’importance capitale. Il n’y a donc pas d’autre possibilité pour une semblable étude que dans l’emploi du comparateur colorimétri-
que à sphère d'intégration plus haut décrit. Le pro-
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blème est de mesurer l’absorption de couleur d’un
“ sérum avec la plus grande précision possible. En quelle lumière devrons-nous faire nos mesures ? Le sérum sanguin nous apparaît jaune parce qu’il arrête presque électivement les radiations bleues c’est-à-dire que le coefficient d'absorption du sérum pour le bleu est très grand par rapport aux coefficients d’absorption pour les autres couleurs; il est évident qué c’est en opérant avec un filtre bleu que nous atteindrons notre but, c’est pourquoi nous avons choisi l’écran Wratten
dont la transmission est la suivante :
100% o De :
No. 46 »-Blue
SAN EL
par la trop petite quantité de lumière qui passe à travers un tel filtre on pourrait sans grand inconvénient employer un filtre vert avec lequel le coefficient d’absorption de la bilirubine a déjà une valeur suffisante mais, dans ce cas, certaines matières étrangères comme des traces d’hémoglobine pourraient avoir une importance plus considérable. D’autre part l’influence rela-
tive de la diffusion serait alors plus grande.
Pour établir cette courbe d'étalonnage nous avons opéré par adjonction à un sérum donné de quantités connues croissantes de bilirubine et nous avons tracé la courbe des absorptions (ou plus exactement des déviations ce qui revient au même) en fonction des quan: tités de bilirubine ajoutées. On voit que pour tracer la courbe définitive il faut connaître la concentraton x du sérum initial. Cette concentration peut être théoriquement déterminée d’après la loi de variation; nous avons pensé pouvoir le faire par extrapolation de la courbe; celle-ci en effet coupe l’axe des ordonnées en un point qui représente l’absorption du sérum initial, la courbe extrapolée coupe l’axe des abscisses en un point dont l’abscisse changée de signe nous donne la concentration x du sérum initial que nous cherchons. Nous pouvons alors tracer la courbe définitive : il suffit de faire subir à chaque point de la courbe une
translation dans le sens des abscisses croissantes et
égale à x. En effet l’absorption Ao est cellé du sérum initial, Ao correspond à x mg
Aa correspond à x + a mg
Ab correspond à x + b mg, etc.
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Figure 8
Voici comment nous avons opéré :
Nous avons ajouté la bilirubine sous forme d’une
solution en poudre Merck dans la soude décinormale
—, Nous avons dissous 2 mg. > de cette bilirubine
dans 2 ce. 5 de la solution de soude et avec cette solution à 1000 mg. au litre nous avons préparé une solution mère à 200 mg. au litre; pour cela nous avons ajouté 2 cc. de la solution à 1000 mg. au litre, à 8 cc. de sérum.
À l’aide de cette solution mère, contenant 200 mg.
7 ce ,
en plus des x mg qu’elle contenait déjà, nous avons préparé, par dilutions successives au sérum, des solutions contenant respectivement au litre :
100 mg. + x, 50 mg. + x, 25 mg. + x, 12,5 mg. + x, 6,25 mg. + x et enfin x, c’est le sérum
initial.
counhe prnutéare 3
À: = voudx dau # etoleux à & dx--_x Suum à d00 m pen blu odut du 2 4% tou 30... o fol alcoolique etovweutauts
111 Se Conan allons mapar bike
O: 10 0:30 bo 50 4100
do
Figure 9
La condition précédemment énoncée n’est pas abnus. L’extrapolation est facile et les divergences sur
la valeur initiale ne portent que sur 1 ou 2 mg. de bili-
rubine au litre.
Mais cette courbe n’est utilisable comme courbe
CE . mit 5 ne d'étalonnage que si sa forme générale reste identique quel que soit sérum utilisé. Nous verrons plus loin
que cette condition est effectivement remplie.
Nous avons dilué le sérum de concentration 200 + x mg. au litre, de 2 à 18 fois à l’eau distillée et nous avons bien obtenu une courbe superposable à la précédente aux erreurs d'expérience près. Notre courbe
doit donc être utilisable (fig. 9).
Remarquons la forme particulière des courbes obtenues avec une solution artificielle de bilirubine dans le sérum et avec un sérum concentré dilué à l’eau salée. : la courbe d'étalonnage présente une courbure très marquée à concavité inférieure; la courbure est presque aussi accentuée si l’on porte les absorptions en crdonhées au lieu des déviations, elle l’est à peine moins si l’on porte les densités optiques. Aïnsi donc les densités optiques ne sont pas proportionnelles aux concentrations et pour trouver le début de la courbe (valeur nulle de bilirubine ajoutée, concentration variant de 0 à x), il faut bien se garder d’extrapoler par application de la loi de Beer; on ne peut le faire qu’à
partir de la courbe expérimentale.
Cette non proportionnalité des densités optiques aux concentrations pourrait s’expliquer par un changement de couleur de la bilirubine avec la dilution,
produisant un décalage de la courbe d'absorption dans
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le spectre. D’autre part la lumière employée n'étant pas strictement monochromatique le coefficient d’absorption diminue au fur et à mesure que la concentration augmente, par effet de filtre. Par ailleurs, la forme de la courbe spectrale de sensibilité des cellules
peut jouer un rôle important dans ce phénomène.
Il faut remarquer par conséquent que la concentration en bilirubine ne pourra être évaluée avec quelque précision qu'entre certaines limites de concentration. En effet pour une concentration trop faible, la précision des mesures sera elle-même faïble et pour une concentration tron forte la variation de cette concentration en fonction de l’absorption est trop crande de telle sorte qu’une toute netite erreur commise sur Pabsorption peut donner lieu à une erreur de 200 p. 100 sur ‘la concentration: il fandraidonc touiours diluer les sérums à examiner de facon que leur couleur se rapproche de celle d’un sérum normalement chargé en bilirubine et que son absorption se situe sur la courbe d'étalonnage dans la région la nlus favorable.
aux environs de 25 p. 100 d’absorntion.
Pour une erreur de lecture de 1 division, correspondant à peu près à 1% d'absorption avec le réglage choisi, la concentration estimée d’après la courbe, va-
rle comme on le voit sur le tableau ci-dessous.
207 1, AOUES
Absorptions % Concentrations Erreurs 25 à 26 D 19:,0203,5 = 0 50 à 51 TS APE = TL 60 à 61 AD TO — 1 TONANTE 26,5 — 25 = 1,5 75 à TG . 36 — 33,5 — 2,5 80 à 81 00 —=.46,5 = 3,0 86 à 87 200 — 100 . = 100 mg.
Il faut donc opérer sur des sérums peu concentrés donnant en moyenne une absorption de 25 p. 100. Dans ces conditions on peut utiliser sans erreur et pour
des sérums différents, la courbe d’étalonnage.
MESURE PAR REACTION AU DIAZONIUM
On peut se proposer maintenant de comparer les résultats que nous avons obtenus par cette méthode pour les concentrations en bilirubine avec ceux obtenus par la méthode de VAN DEN BERGH (7) (8). Pour cela nous avons examiné le sérum, enrichi de façon variable'en bilirubine, qui a servi à établir la courbe d'étalonnage et nous avons procédé pour ces sérums, dilués à des taux variables, à l’épreuve de VAN DEN BERGH telle que nous avions l’habitude de la pratiquer au laboratoire, pour la recherche de la bilirubine indirecte.
Technique : A 2 cc. d’alcool à 96° on ajoute 1 ce. de sérum, on centrifuge et on prélève 1 ec. du filtrat alcoolique auquel on ajoute 0,25 cc. de réactif et 0,5 cc. d’alcool à 96°. Au bout de 3 minutes on compare
aux étalons colorés.
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Le réactif est préparé extemporanément par mélange de 0 cc. 3 de solution B à 10 cc. de solution A.
La solution B est une solution à 0,5 p. 100 de nitrite de soude dans l’eau distillée.
La solution À contient :
1 g d'acide sulfanilique
15 ce. d’une solution d’HCI à 25 p. 100
De l’eau distillée q. s. p. 1000 cc.
Les résultats de la méthode de VAN DEN BERGH sont un peu inférieurs à ceux que nous donne notre méthode. Ceci peut s'expliquer aisément par la fixation de bilirubine sur le précipité protidique comme le confirme l’examen de la colonne 4 comparativement à la colonne 3 du tableau représentant les absorptions procentuelles des filtrats alcooliques d’une part et des sérums correspondants d’autre part. Les chiffres de la colonne 4 sont aussi indiqués par la courbe n° 3 de la figure 9. En effet chaque filtrat alcoolique présente une absorption procentuelle inférieure à celle
du sérum correspondant, compte tenu de la dilution.
Cette diminution de l’absorption est faible, elle correspond à une baisse de la concentration en bilirubine de 1 à 2 mg. au litre. Notons de plus que cette quantité est à peu près constante. Ces résultats s’expliquent en admettant que la bilirubine ajoutée au sérum
in vitro se comporte comme de la bilirubine indirecte
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dont l’une des propriétés est de ne se fixer qu’en quan-
tité faible sur le précipité de protéines.
Ce que nous venons de dire est vrai pour les concentrations inférieures à 25 mg par litre mais semble ne pas le rester pour les concentrations plus grandes; mais ces concentrations trouvées par la méthode de VAN DEN BERGH ne sont pas valables parce qu’elles ont été recherchées sur des sérums beaucoup trop concentrés; d’ailleurs les concentrations des filtrats restent inférieures à celles des sérums correspondants. Pour rechercher la concentration des sérums concentrés par la méthode de VAN DEN BERGH d’une manière correcte il faut les dilner maïs nous retomhons évi-
demment sur les cas précédents (8).
Mais il s’agit maintenant de savoir si cet accord subsiste dans tous les cas et en particulier lorsque la bilirubine au lieu d’être aioutée au sérum in vitro se trouve à l’état naturel dans le sérum. Nous avons dans ce but examiné un certain nombre de sérums naturellement chargés de façon variable en bilirubine et nous en avons déterminé, comme précédemment, la concentration par la méthode de VAN DEN BERG d’une part et par la nôtre d’autre part, en nous servant de
notre courbe d’étalonnage.
L'accord qui était relativement bon dans le cas précédent va-t-il subsister ? L'expérience montre que
non et le désaccord entre les résultats donnés par les
deux méthodes est considérable ainsi que le met en évidence le tableau. Les résultats que nous obtenons sont supérieurs à ceux trouvés par la méthode de Van DEN BERGK et les rapports entre les deux réeultats n’ont aucune constance; nous voyons en particulier que les sérums n° 24 et 40 que nous trouvons très différents, avec des concentrations respectives de 50 et 68 mg. par litre, sont trouvés identiques par la mé-
thode de VAN DEN BERGH.
Concentration Sérums N° obtenue d’après Concentration obtenue par la | Ta courbe méthode de VAN DEN BERGH
mg. mg.
33 bis 80 à 85 50
MATE
37 bis 55 à 56 40
Pour expliquer les écarts de ces deux méthodes
nous pouvons envisager les possibilités suivantes
L'évaluation colorimétrique n’est pas correcte.
a) Parce qu'il existe d’autres matières colorantes dans le sérum tels que les lipochromes et les carotènoïdes ce qui n’est pas rare dans ces temps de disette
. L A - Lé où l’alimentation peut être anormalement chargée en
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carotène par ingestion en plus grande quantité de carottes, de tomates ou d’épinards.
b) Parce que la bilirubine se trouve sous des for: mes colorimétriquement différentes; soit que la bilirubine subisse des modifications chimiques et qu’elle puisse exister par exemple à l’état plus ou moins condensé, polymérisé ou bien encore qu’elle s’accole à une molécule de protéine, de globine par exemple comme le pensent le Professeur Noël FIESsINGER, le Professeur POLONOWSKI et le Docteur GAJDOS; soit encore qu’elle subisse des modifications physiques telles que l’adsorption sur les protéines. | Êt -
Pour le savoir d’une manière indubitable, il serait nécessaire de faire la spectrophotométrie du sérum (9) et de vérifier la similitude des courbes spectrales d’absorption, mais on peut, d’une manière moins correcte vérifier la similitude pour divers sérums des courbes
absorptiométriques en fonction de la dilution.
Nous avons examiné une série de sérums que nous avons dilués et dont nous avons mesuré les absorptions relatives par les méthodes absorptiométriques usuelles et la figure n°12 met en évidence les résultats que nous avons obtenus : on y voit, d’une part, la courbe d’étalonnage de la bilirubine établie à partir d’un sérum sanguin (sérum n° 14) dilué 2 fois auquel on a ajouté des quantités croissantes de bilirubine et, d’autre part, quelques exemples choisis parmi une famille de cour:
bles colorimétriques.
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La courbe n° 4 est celle du sérum n° 2 dilué 4 fois, ce sérum ainsi dilué présente une absorption de 60 p. 100 ce qui correspond d’après notre courbe d’étalon-
nage à une concentration de 50 mg. par litre; en nous
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Figure 12
servant de cette concentration comme base nous avons établi la courbe des absorptions en fonction des concentrations que l’on en déduit : ainsi puisque le sérum dilué 4 fois renferme 50 mg. par litre, celui qui n’est dilué que 2 fois renferme 100 mg. par litre etc. et
celui qui n’est pas dilué renferme 200 mg. par litre.
La courbe n° 8 représente la courbe colorimétri-
A | que établie à partir du sérum dilué 8 fois de la même
manière. Il en est de même de la courbe 16.
L’allure très différente de ces courbes, établies, répétons-le, par les méthodes absorptiométriques usuelles montre que la courbe d’étalonnage établie
dans ces conditions est inutilisable.
Cependant ces anomalies pouvant s'expliquer dans une large mesure par l'effet considérable de la turbidité du sérum, il était nécessaire de reprendre ces es-
sais avec le comparateur colorimétrique à sphère.
Nous avons alors établi les courbes colorimétriques d’un grand nombre de sérums sanguins avec cet appareil, en lumière bleue. Nous avons ici déterminé les concentrations de base par la méthode de VAN DEN Bercy. Les figures 13 et 14 représentent les courbes colorimétriques des absorptions en fonction des concentrations (des dilutions). On voit qu’elles sont très : dissemblables. Les courbes colorimétriques des filtrats alcooliques correspondants sont également dissemblables et de plus le rapport des absorptions des filtrats aux absorptions des sérums correspondants di- .lués un même nombre de fois est variable. En outre, pour chaque sérum ce rapport varie plus ou moins avec le taux de dilution. Voici quelques-uns de ces
rapports :
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Figure 13
Ces résultats nous amènent à penser que l’écart des
deux méthodes envisagées est dû à la fixation d’une
Lu Se
quantité de bilirubine, variable et souvent importante sur le précipité de protéines. La méthode de VAN DEN
BERCH ne peut pas être considérée comme un étalon.
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Figure 14
Notons en passant que ce rapport peut donner une idée des proportions relatives de bilirubine directe et indirecte puisque cette dernière ne se fixe qu’en très
petite quantité (10).
| ques
Nous avons enfin établi un certain nombre d’au-
tres courbes colorimétriques mais ici nous avons dé- |
terminé la concentration de chaque sérum d’après no-
tre courbe d’étalonnage qui a été évidemment établie
dans les mêmes conditions c’est-à-dire au comparateur
colorimétrique à sphère, en lumière bleue.
La concentration du sérum ainsi déterminée, nous avons dilué nos sérums et tracé pour chacun d’eux les courbes des absorptions en fonction des dilutions (concentrations déduites des taux de dilution et de la concentration initiale trouvée). La figure 15 représente
le faisceau de courbes obtenues.
Evidemment confondues à l’origine, elle sont encore presque confondues pour une absorption de 5 p. 100 pour laquelle l’erreur absolue commise est de 0,5 mg. par litre. Les courbes divergent ensuite, l'erreur absolue croît et pour une absorption de 35 p. 100 l’erreur maxima est de 14 mg. (de 16 à 30 mg. au litre), pour 40 pour 100 elle est de 30 mg. (50 à 60 mg. au litre). |
Mais la divergence apparente de ces courbes provient du fait que nous avons pris comme base de comparaison la concentration des sérums initiaux, choisis très riches en bilirubine; or, nous avons montré précédemment l’erreur considérable qui pouvait être faite dans ce cas. Si nous prenons maintenant comme base
de comparaison des dilutions correspondantes et con-
Con ceu hi ete n : mg nu lt lo 16 306 4500 55e.
Figure 15
venables nous voyons que la coïncidence des courbes
devient satisfaisante comme le montre la figure 16.
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Le tableau suivant montre par quelques exemples la divergence des valeurs obtenues pour les concentrations quand on prend comme base de comparaison des
taux différents de dilution des différents sérums exa-
minés.
Taux de dilution Sérum DO 2 Ù 3 4 16 19 10 18 8 18 4,8 7 4,5 à 4,9 6 31,2 à 31,4 18 à 19,2 5,7 4,8 5 20 à 21,5 6 5 4. 32 21,6 à 22,4 6,8 5,6 3 32,4 21,3 à 21,9 6,3 5,7 ma 31 7,2 à 7,9 6,4 1 32 1,5 7,2
Le sérum n° 2 était trouble et de plus de couleur orangée et on constate que sa courbe colorimétrique ne. diffère que peu de la courbe d'étalonnage. On remarque d’autre part que l’on trouve toujours un résultat supérieur ou égal en recherchant la concentration directenient avant toute dilution, jamais inférieur; eeci a été vérifié sur un grand nombre de sérums. La différence entre tous les chiffres trouvés pour un même sérum ne semble donc pas attribuable uniquement à l'erreur provenant de ce qu’on est amené ici à utiliser une mauvaise région de la courbe. On pourrait penser qu’un sérum comme le sérum n° 1 dont la courbe colo-
rimétrique se superpose à la courbe d’étalonnage ne
VO NO ES TRUE
SRE FE
contient que de la bilirubine indirecte puisque, nous l'avons vu, la bilirubine ajoutée au sérum se comporte comme telle, et pour la même raison, on pourrait penser que les sérums tels que les n° 2, 3 et 4 contiennent de la bilirubine directe et ce, en quantité d’autant plus grande que l’écart est plus grand entre les deux courbes. Il faudrait pouvoir établir une courbe d'étalonnage avec de la bilirubine directe; la forme de la courbe de dilution d’un sérum pourrait donner
des indications sur les proportions des deux biliru-
bines en présence.
Mais cette légère différence dans la forme des courbes colorimétriques pourrait être dûe aussi à la présence de carotène. Notons d’ailleurs que, même si les courbes de dilution présentent la même forme, il est intéressant de rechercher les taux normaux et anormaux de la carotinémie et de voir si celle-ci entraîne une grosse erreur puisque l’on dose ensemble la bilirubine et le carotène. :
Nous avons pour cela examiné un grand nombre de sérums en nous servant de la courbe d'étalonnage établie au laboratoire par le Docteur TORRES, avec la technique suivante :
À 4 cc. de plasma sanguin on ajoute 4 cc d’alcool à 96° et 10 cc. d’éther de pétrole (35 à 50°). On agite violemment pendant 10 minutes et on centrifuge. Dans ces conditions il se forme trois couches : une
couche superficielle d’éther de pétrole ayant dissous
les carotènes, une couche intermédiaire de précipité protidique et une couche inférieure alcoolique conte-
nant en dissolution la bilirubine.
Comme l’éther de pétrole n’est miscible ni à l’alcool ni au sérum les carotènes qui étaient contenus dans 4 ce. de plasma sont passés dans les 10 cc. d’éther
de pétrole et se trouvent dilués 2 fois et demie.
Pour les nombreux sérums examinés les absorptions, compte tenu des dilutions, nous donnent des taux de carotène compris entre 250 et 800 y par litre, mais pour la très grande majorité ce taux est compris
entre 400 er 600 y par litre.
Nous avons tracé sur le même graphique les courbes d’étalonnage établies à l’absorptiomètre et dans les mêmes conditions (en lumière bleue et avec la grille n° 1 réglée à 10) des caroténoïdes, d’une part et de la bilirubine de l’autre, de sorte que l’on peut lire directement sur la courbe l’erreur entraînée par la présence du carotène. Une solution de carotène à 500 y par litre est optiquement équivalente dans les conditions considérées à une solution à 0 mg. 45 de bilirubine ‘au litre, On voit par conséquent que l’erreur dûe au carotène est négligeable dans la grande majorité des cas; d’ailleurs lorsqu'il y a vraiment une carotinémie importante, on en est averti par la teinte spéciale des téguments du malade ét par la couleur orangée carac-
téristique du sérum. -
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Dans ces conditions nous opérerons de la façon suivante :
1°) Nous mesurerons l'absorption directement, puis à titre de contrôle |
2°) Nous mesurerons l’absorption après une dilution convenable puis
3°) Nous rechercherons la concentration en caro-
tène comme il a été dit.
Il suffira alors de retrancher du taux global trouvé. le taux de bilirubine correspondant absorptiométri-
quement au carotène.
ESSAI DE DISTINCTION DES BILIRUPBINES DIRECTE ET IN- DIRECTE. (11) (10) (12)
1 — Par colorimétrie directe du sérum sanguin nous avons dosé la totalité de la bilirubine : directe et indirecte, mais nous n’avons qu’une idée très peu pré-
cise du rapport qui existe entre les deux.
2 —_ La méthode de VAN DEN BERGH telle que
nous l’employions était longue, fastidieuse et, de plus,
‘ sa précision n’était pas très grande.
Nous avons Le d’adapter le procédé des américains MALLOY et KENNETH A. EVELYN (13) qui recherchent le taux de bilirubine indirecte sans précipitation, par diazotation et comparent colorimétrique-
ment le tube diazoté à un témoin.
Technique : on fait un tube témoin qui contient : 5 cc. d’alcool méthylique absolu
1 cc. d’HCI au 1/4
4 cc. de sérum dilué 10 fois
L'autre tube contient : :
5 cc. d’alcool méthylique absolu 1 cc. de Diazo-réactif
4 ce. de sérum dilué 10 fois.
L’avantage de cette méthode est d’éviter l’erreur dûe à la perte d’une partie de la bilirubine par fixation sur le précipité d’albumines; en effet cette technique évite toute précipitation. De plus, ces auteurs ont montré que l’on pouvait dans ces conditions doser la bilirubine indirecte contrairement à ce qu'avait pensé VAN DEN BERGH. |
Ainsi nous avons deux tubes bien comparables; , la seule différence est que le premier est coloré par la bilirubine (et par le carotène s’il y en a en quantité appréciable) tandis que le deuxième est coloré par l’azobilirubine provenant de sa transformation (et par le carotène également). Dans ces conditions le carotène n'intervient pas puisqu'il existe également dans les deux tubes que l’on aura à comparer. On règle lPabsorptiomètre au zéro avec le premier tube qui est donc ainsi utilisé comme base colorimétrique. A chaque concentration en bilirubine connue par un étalon-
nage précédent correspond une absorption particulière
ne nn.
et l’azobilirubine provénant de la transformation de la bilirubine entraîne une absorption qui est fonction de sa concentration. On a dressé une courbe d’étalonnage des absorptions (des solutions diazotées par rapport aux solutions témoin) en fonction des concentrations en bilirubine. On a opéré en lumière verte c’est-
à-dire dans la région du maximum d’absorption de la
diazobilirubine.
On a choisi un certain nombre de sérums parmi ceux que l’on a examinés et on a réuni dans le tableau
suivant les résultats obtenus pour les concentrations :
1°) Par notre méthode habituelle de dosage de la à bilirubine indirecte à la sphère d'intégration en lu-
mière bleue.
2°) Par la méthode d’'EvELYN, MALLoY. ete.
3°) Nous avons noté enfin les absorptions des sérums diazotés par rapport aux témoins, mesurées à Ja sphère d'intégration en lumière verte également; pour cette dernière colonne on voit que la sensibilité de la sphère n’est pas suffisante et qu'il faudrait reprendre ces expériences avec un dispositif plus sensible puisque nous avons vu que c’est le seul moyen que nous
ayons de faire de la colorimétrie correctement.
Concentration déterm. ‘Par la méth.
Sérum par colorimétrie dir. d'EVELYN à Absorpt. par
N° par le comparateur à lPabsorpt. la sphère en
à sphère en ium. bleue en lum. verte lum. verte
1 +10 +7 “1,5 2 5 LR 51 6,5 3 16 16 25 4 60 57,5 7 *5 * 64 38 75
Nous avons constaté que si la méthode évite la précipitation des protéines il n’en est pas moins vrai qu’il existe souvent une turbidité prononcée et qui n’est pas nécessairement la même dans les deux échantillons. On voit que les résultats coïncident souvent mais il est aussi des cas où ils ne coïncident pas du tout (*) et l’erreur de diffusion ne semble pas suffisante pour expliquer de tels écarts. Ceux-ci sont vraisemblablement dûs à la présence de hilirubine directe en ‘grande quantité; le fait que nous trouvons des
chiffres supérieurs permet de faire cette supposition.
3 — Pour la recherche de la bilirubine directe, MazLoy et EvELYN (13) se servent de la réaction recommandée par VAN DEN BERGH et dont voici la technique :
À 1 ce. de sérum on ajoute 2 ce. de Diazoréactif.
On laisse 15 minutes à l’abri de l’air.
On ajoute 2 ec. d’eau distillée puis une solution J P
alcoolique tampon jusqu’à 10 ce.
On attend 15 minutes avant de lire le résultat.
On compare comme dans le cas précédent au tube
témoin et on se reporte à la courbe d'étalonnage.
La question du dosage des deux bilirubines dans le sérum semble pouvoir être résolue par l’étude ciné-
tique de la réaction de diazotation.
VAN DEN BERG (10) a imaginé de se servir d’un
colorimètre type Dubosq.
À droite, on a du Diazoréactif (viré au rose) dns une grande cuve B dans laquelle on peut faire plonger plus ou moins profondément une petite cuve À de sérum pur.
À gauche, on a du sérum auquel on ajoute le diazoréactif. Au moment où l’on ajoute le diazoréactif le
sérum est jaune.
À droite, la cuve À étant au fond de la cuve B. l'œil ne voit que le sérum jaune, on note la hauteur de la cuve À : 0.
Puis à gauche le sérum vire au rose par diazotation, il faut alors relever la cuve À pour que l'œil percoive la couleur rose. On note régulièrement la hauteur dont il faut élever la cuve À pour conserver l’égalité de teinte des deux côtés. On établit une courbe
des hauteurs en fonction des temps notés :
1) Pour les sérums à réaction directe, le sérum vire très rapidement au rose ce qui se traduit par une courbe très rapidement ascendante; ensuite on ne note plus d'augmentation sensible et cela se traduit par un
plateau.
2) Pour les sérums à réaction indirecte, au contraire, on doit attendre plus ou moins longtemps avant de voir la couleur du sérum virer au rose: cela se traduit par une courbe confondue avec l’axe des abscisses, puis le virage se produit lentement et la courbe
devient lentement ascendante.
HARTOG, avec VAN DEN BERGH (14), a montré que les réactions représentées par ces graphiques de vitesse sont du type monomoléculaire et il en résulte que si on porte les logarithmes des valeurs obtenues en ordonnées, on obtient des droites; l’angle qu’elles forment avec l’axe des ordonnées mesure alors la vitesse
de réaction.
Pour les sérums contenant un mélange des deux bilirubines on a une ligne brisée et si À est le point de rencontre avec l’axe des ordonnées, B le point de brisure et D le point de rencontre du prolongement de la deuxième partie B C de la ligne brisée avec l’axe des ordonnées :
oAÀ donne la concentration en bilirubine directe.
D donne la concentration en bilirubine indirecte.
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oÂÀ AT me ? le rapport des deux, est intéressant aussi à con-
sidérer en clinique
Nous pourrions adapter cette méthode à nos appareils de mesures : absorptiomètre et, mieux encore colorimètre à sphère qui permettraient de faire une étude cinétique dans de bonnes conditions. Il suffirait d’ajouter le diazoréactif au sérum et de régler à ce moment l’appareil au zéro puis de suivre à intervalles réguliers les variations de l’absorption.
Les dispositifs photoélectriques rendant très facile l’étude précise de la cinétique des réactions colorées, il serait intéressant de les adapter à la méthode précédente. En outre comme nous l’avons déjà fait remarquer, il est possible qu’il existe une différence de teinte entre la bilirubine directe et la bilirubine indirecte qui pourrait alors être révélée par une mé-
thode spectrométrique précise.
CONCLUSIONS
L. — Les méthodes absorptiométriques ou colorimétriques usuelles dans le plasma sanguin et dans des liquides semblables sont souvent faussées par l’exis-
tence de la turbidité.
IT. — Cet inconvénient est spécialement sensible avec les comparateurs photoélectriques généralement
employés à l’heure actuelle.
IIL. — On étudie les dispositifs propres à évaluer cette turbidité d’une part et à permettre d’autre part des comparaisons colorimétriques ne comportant pas
ces causes d’erreur.
= IV. — Les variations rapides de la turbidité du plasma rendent souvent sujets à discussion les procédés colorimétriques qui utilisent comme base le plasma
prélevé lors de la première prise de sang.
V. — On étudie les possibilités du dosage correct de la bilirubine dans le sérum sanguin par colorimétrie
photoélectrique. Ces procédés donnent des résultats
ER Mona |:
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qui ne sont pas toujours en accord avec les procédés indirects de diazotation généralement employés. Les
causes d’erreur inhérentes à ces dernières sont discu-
tées. . ?
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