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AVANT-PROPOS
L'idée première de ce travail était l'étude des flux bilieux ou, d'une façon plus générale, celle des syndromes polycholiques.
Mais, avant d'entreprendre une telle étude, il était de toute nécessité de pouvoir doser dans les excréta, d’une part, la bilirubine et, d’autre part, l’urobiline et la stercobiline. à
La méthode de dosage de la bilirubine de MM. Gilbert et Herscher nous permettait de résoudre la première diffculté.
Mais lorsque nous avons voulu solutionner la seconde, à savoir le dosage de l’urobiline et de la stercobiline, nous nous sommes rapidement convaincu de l'insuffisance des méthodes existantes.
De là, pour nous, la nécessité de chercher à édifier un procédé nouveau, à la fois clinique et cependant suffisamment exact.
C’est l'exposé de ces recherches, c’est la description de ce procédé que nous nous proposons de développer dans ce travail, qui n'est, en définitive, que la préface indispensable, que l'introduction obligatoire à l'étude des varia= tions de la sécrétion et de l’excrétion biliaire.
C’est sur les indications de M. le P' Gilbert que nous nous sommes proposé d'entreprendre cette étude; c’est grâce à l'intérêt qu’il a bien voulu porter à la poursuite de nos expériences, aux conseils qu’il à bien voulu nous prodiguer, que nous avons pu mener à bien notre tâche. Que notre excellent Maître nous permette donc de lui dédier ce travail et de le remercier des preuves d'affection qu’il n’a cessé de nous témoigner depuis que nous avons et le bonheur d’être son interne.
CHAPITRE PREMIER
Considérations générales
sur l'hydrobilirubine, l'urobiline, la stercobiline et leurs chromogenes.
Hydrobilirubine, urobiline, stercobiline, sont les noms synonymes d’une seule et même substance : le pigment de Jaffé, dont la caractéristique spécifique est de donner en solution, soit chloroformique, soit amylique, et en présence d’un sel de zinc, une belle fluorescence verte.
En pratique, on réserve le nom d’urobiline au pigment extrait des urines, et celui de stercobiline, au pigment extrait des fèces.
Quant à l’hydrobilirubine, mot qui a l’avantage de rappeler la constitution chimique même du pigment de Jaffé, c’est le terme générique, l'appellation de groupe, désignant la famille générale des «bilines » et s'appliquant, par conséquent, tant à l’urobiline qu'à la stercobiline.
Dans les pages qui suivent, nous allons étudier, d’une part, l’hydrobilirubine extraite des urines, c'est-à-dire, lP'urobiline et son chromogène et, d'autre part, l'hydrobilirubine extraite des matières fécales, c'est-à-dire, la ster-
cobiline et son chromogene,
UROBILINE 9
1, — K.-urobiline.
L'urobiline peut se définir par sa propriété essentielle, spécifique, de donner en solution soit chloroformique, soit
amylique, une fluorescence verte par addition d’un sel de zinc.
C'est Jaffé qui découvrit ce pigment dans l’urine en 1868 et lui donna le nom d’urobiline, voulant reconnaître par là ses relations avec les pigments biliaires.
Elle répond à la formule brute C*? H#A7z:07. Au point de vue chimique, c'est une amine à fonction acide.
L’urobiline, aujourd’hui nettement différenciée, fut confondue d’abord avec d’autres corps et, en particulier, avec l’urochrome de Thudichum. Mac Munn et Jolles ont voulu distinguer deux sortes d’urobiline : l’urobiline physiologique et l’urobiline pathologique, en s’appuyant surtout sur les différences de l’analyse spectrale. Tous les auteurs sont d’accord aujourd'hui pour affirmer que l’urobiline pathologique de Mac Munn est un produit impur, dans lequel d’autres pigments viennent se mélanger à l’urobiline, et l’accord est unanime pour défendre l'unité de l’urobiline ou pigment de Jaffé.
Cette urobiline présente des rapports très étroits avec les pigments biliaires. Elle dérive, en effet, de la bilirubine par hydrogénation. La réaction est représentée par la formule suivante :
C5? H56 Az£ OS + H°0 + H? — C2 H4° Az4 O7 Bilirubine Urobiline
R. Maly a pu expérimentalement réaliser cette réaction en traitant de la bilirubine par l’amalgame de sodium. Au composé qu'il avait obtenu ainsi par réduction, Maly donna le nom d’hydrobilirubine, que tout le monde s’ac-
corde aujourd’hui à considérer comme identique à l’urobiline.
1° Principaux procédés d'extraction de l'urobiline.
A) Méthode de Jaffé. — On verse dans l'urine un excès d'ammoniaque ; on filtre; dans le liquide filtré on ajoute du chlorure de zinc, tant qu'il se produit un trouble. Il se forme ainsi des flocons volumineux qui sont lavés suecessivement à l’eau froide, puis à l'eau chaude, jusqu'à ce qu'ils ne contiennent plus de chlorure; on épuise alors par l'alcool et on filtre. On traite la masse pulvérisée par l’ammoniaque et la solution est additionnée d’acétate de plomb; il se produit ainsi un précipité rouge qu’on lave à l’eau froide et qu’on dessèche. On traite ce précipité par l'alcool additionné d’acide sulfurique et on obtient, par évaporation de la liqueur filtrée, de l'urobiline à l’état de pureté.
B) Méthode de Maly. — 1 précipite l'urine par l’acétate de plomb, lave le précipité, le chauffe plusieurs fois avec de l'alcoel et le décompose par de l'alcool contenant une certaine quantité d'acide sulfurique. La solution ainsi obtenue est saturée par de l'ammoniaque, puis additionnée de chlorure de zinc, qui forme un précipité. Ce précipité est successivement traité par l’ammoniaque, l’acétate de plomb et l’alcool. L’extrait alcoolique est additionné de chloroforme; celui-ci s'empare de l’urobiline, qui est obtenue par évaporation.
C) Méthode de Mac Munn. — Il précipite successivement l’urine par l’acétate et le sous-acétate de plomb. Les - deux précipités, qui ont entrainé l’urobiline, sont réunis, puis décomposés par l'alcool sulfurique, qui dissout seulement l'urobiline ; on filtre, puis on agite le liquidé filtré
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avec du chloroforme, après addition d’une grande quanté d'eau. Le chloroforme s'empare de l’urobiline pure, qu'il abandonne ensuite par évaporation.
D) Procédé de Méhu. — Le procédé de Méhu consiste : à aciduler l’urine avec un à deux grammes d'acide sulfurique par litre, puis à saturer cette urine par le sulfate d'ammoniaque. Il se forme ainsi des flocons bruns ; on filtre et on lave le précipité sur le filtre avec de l’eau acidulée et saturée de sulfate d’'ammoniaque. Le résidu est pressé, puis repris à chaud par l’alcool absolu additionné de quelques gouttes d'ammoniaque; l’'évaporation de l’alvool abandonne l’urobiline.
E) Procédé Hoppe-Seyler. — On acidifie l’urine avec de l'acide sufurique ou acétique et on la sature ensuite de sulfate d'ammoniaque, L’urobiline se précipite au bout de quelques heures en flocons roses qu’on recueille sur un filtre. On lave avec une solution saturée de parties égales de chloroforme et d'alcool. Le mélange est traité plusieurs fois de suite par de l’eau dans un entonnoir à robinet. Enfin dans un becherglass; on évapore le chloroforme au bain-marie, Le résidu desséché est extrait avec de l’éther. On filtre la solution éthérée d’urobiline, on laisse évaporer, on traite à nouveau par l’alcaol et on obtient définitivement une urobiline sensiblement pure,
2° Propriétés générales.
L'urobiline obtenue par ces divers procédés est un corps plus ou moins impur, amorphe, résinoïde, de coloration .brun-rouge, Jamais jusqu'à ce jour on n'a pu obtenir de l’urobiline cristallisée.
Solubilité. — L'urobiline est soluble dans l'alcool éthy- _lique, moins dans l’éther sulfurique. A notre avis son meilleur dissolvant est l'alcool amylique. Elle est égale-
ment très soluble dans l’éther acétique et dans le chloroforme et surtout dans le chloroforme thymolé. Elle est peu soluble dans l’eau, mais s’y dissout facilement après addition d’alcalis ou même d'acides.
Insolubilité. — L'urobiline est complètement insoluble dans l’eau additionnée de sulfate d'ammoniaque, d’acétate de plomb, etc., surtout en milieu acide.
Pouvoir tinctorial. — La couleur des solutions varie avec la nature du dissolvant. Les solutions chloroformiques sont rouges ou roses; les solutions aqueuses sont jaunes; les solutions dans l’alcool amylique sont jaune ambré.
Diffusibilité. — L'urobiline est très diffusible. Elle l’est beaucoup plus que les pigments biliaires, mais moins que son chromogène (Hayem.). Achard et Monfaux indiquent l’ordre de diffusibilité suivant : 1° chromogène; 2° indican; 3° urobiline; 4° pigments biliaires. Meillère arrive aux mêmes conclusions.
Le sulfate de cuivre et la lessive de soude donnent avec l’urobiline une coloration que l’on pourrait confondre avec la réaction du biuret.
Réactions spectrales. — Les réactions spectrales de lurobiline sont ainsi définies par le P° Hayem.
« L’urobiline, en solution acide, présente une bande à l’union du bleu et du vert. Dans un spectre dont la raie D correspond au n° 100 de l’échelle micrométrique, la bande d’urobiline se trouve à peu près à cheval sur 140 — limite gauche du bleu. — Elle s’étend, à gauche et à droite de cette ligne, de 135 à 148, formant une bande d’absorption large et nette dont le maximum est situé entre 138 et 146, soit entre 500 et 485 longueurs d'onde,
Lorsque la solution a été traitée par l’ammoniaque et le chlorure de zinc, la bande se trouve reportée vers la
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gauche. Elle s'étend des divisions 128 à 137... etc., en s’entourant d’une ombre qui peut atteindre d’un côté 135 et de l’autre 140; le maximum d’absorption correspond à 130, 135, soit à 518, 505, longueur d’onde ». (Hayem).
Réaction fluorescente en présence des sels de zinc. — Caractéristique de l’urobiline, elle a servi à la définir; nous y reviendrons ultérieurement.
2° Chromogène de l'urobiline.
Le chromogène de l’urobiline est un corps moins oxydé que l’urobiline. Signalé dès ses premiers travaux par Jaffé, il fut bien étudié par Disqué, qui le dénomme encore leuco-urobiline.
Extraction. — On le retire de lurine par le procédé de Winter. L'urine est filtrée fpuis saturée à froid par le sulfate d’ammoniaque. On filtre, on dessèche le filtrat et on le lave sur le filtre avec de l’éther pur qui dissout l’urobiline et son chromogène. La liqueur éthérée est agitée avec de l’eau distillée alcalinisée, qui dissout le chromogéne ; celui-ci reste en solution éthérée. On l’obtient alors par évaporation dans le vide.
Propriétés générales. — Il se présente sous forme d’un produit résinoïde, jaune ambré.
Ses solutions ne donnent pas au spectroscope la bande d'absorption caractéristique de l’urobiline.
Par oxydation — eau iodo-iodurée; teinture d’iode, acide chlorhydrique, etc., — il se transforme facilement en urobiline. L'action de l'air et de la lumière suffit du reste, à oxyder le chromogène et c’est la raison pour laquelle on voit se colorer peu à peu, à l’air, des urines pâles à l’émission. (Saillet).
3° Principaux procédés de recherche de l'urobiline et de son chromogène.
A). — Recherche de l’urobiline.
Procédé de M. Grimbert. — On défèque l'urine avec le réactif de Denigès au sulfate acide de mercure. Pour cela on prend 30 centimètres cubes d'urine et 20 centimètres cubes du réactif de Denigès, on agite et on filtre. On ajoute au filtrat 4 centimètres cubes de chloroforme et après agitation et repos, on décante le chloroforme, que l'on filtre sur un petit tampon d'ouate hydrophile. Le chloroforme ainsi séparé et parfaitement clair est additionné de réactif de Roman-Delluc (acétate de zinc 1 gramme; alcool à 95° 1000 grammes ; acide acétique, X gouttes). Il se forme tout d’abord un précipité qui se dissout bientôt dans un excès de réactif; on obtient alors une belle fluorescence verte, si l’urine examinée contient de l’urobiline.
Ce procédé a un inconvénient, c'est que la défécation préalable au sulfate acide de mercure précipite, non seulement les substances gênantes pour la recherche, autres que l’urobiline, mais aussi lurobiline elle-même, du moins en partie. Dès lors, il faudra que l'urine contienne unenotable proportion d’urobiline pour qu’on puisse espérer obtenir la fluorescence caractéristique par ce procédé.
B). Procédé de M. Auché. — On prend 15 à 20 centimètres d'urines; on y ajoute 2 à 3 centimètres cubes d'une solution de chloroforme thymolé à 15 p. 0/0 après s’être assuré de la réaction des urines; celles-ci doivent étre très légèrement, mais très franchément acides. On agite et on décante après repos l'urine surnageante. On traite la
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solution qui reste au fond du tube par quelques gouttes d'alcool fort, puis on ajoute une quantité suffisante de réactif de Roman-Delluc et la fluorescence apparaît.
C). Procédé de MM. Gilbert et Herscher. — On opère sur 60 centimètres cubes d'urine filtrée et 20 centimètres cubes d’alcool amylique que l’on place dans un verre dit à expériences. Au moyen d’un agitateur, on mélange les deux liquides, en ayant soin de ne pas émulsionner l'alcool amylique; il suffit pour cela d’agiter en frottant l’agitateur sur les parois du verre. On laisse ensuite le mélange au repos pendant 5 minutes; l'alcool amylique, teinté en jaune rougeûtre si l'urine renferme de l’urobiline, vient à la surface et se sépare nettement de lurine. On le décante à l’aide d'une pipette de verre dans un tube à essai et on y ajoute 3 ou 4 gouttes de chlorure de zinc ammoniacal à 5 p. 0/0. Si l’urine contient de l’urobiline, on obtient une magnifique fluorescence verte.
On peut compléter tous ses procédés par la recherche de l’urobiline au spectroscope.
B). Recherche du chromogène de l'urobiline.
Procédé de M. Grimbert. — On oxyde préalablement ce chromogène avec deux gouttes de liqueur de Gram et on opère ensuite comme pour la recherche de lurobiline.
B). Procédé de MM. Gilbert et Herscher. — On met dans un tube à essai environ 2/3 d'urine filtrée pour 1/3 de chloroforme ; on agite le mélange par renversement en bouchant la partie supérieure du tube avec le pouce; l'agitation doit être faite modérément pour éviter l’émulsion du chloroforme; on laisse en repos pendant cinq minutes. Ensuite au moyen d’une pipette, on aspire la partie inférieure du liquide, c’est-à-dire la partie chloroformique; on la filtre sur un tampou de ouate hydrophile. On
a donc une liqueur chloroformique limpide, renfermant le chromogène de l’urobiline contenu dans l'urine : à cette liqueur on ajoute une ou deux gouttes d'acide nitrique; s’il y a du chromogène, le chloroforme se colore en rose: la coloration passe ensuite au brun, s’il y en a en abondance.
C). Recherche simultanée de l'urobiline et de son chromogène.
Procédé de MM. Gilbert et Herscher. — On peut rechercher l’urobiline et le chromogène dans la même opération ; pour cela on transforme le chromogène en urobiline en l’oxydant par quelques gouttes de liqueur de Gram et l’on opère ensuite comme il a été dit précédemment, avec 60 centimètres cubes d'urine et 20 centimètres cubes d’alcool amylique. On décante l’alcool amylique avec précaution et on ajoute le réactif ammoniaco-zincique : on obtient ainsi la fluorescence caractérisque.
2 Stercobiline.
En 1871, van Lair et Masius appelèrent stercobiline un pigment qu'ils avaient extrait des matières fécales.
Van Lair et Masius remarquèrent que la stercobiline avait le même spectre que l’urobiline : une bande d'absorption entre le vertet le bleu. De plus elle présentait d’autres bandes plus petites dans l'orange et elle obscurcissait les deux extrémités du spectre. Le pigment donnait en outre, comme l'urobiline, la réaction de fluorescence avec le chlorure de zinc ammoniacal. On rapprocha donc ce corps de l’urobiline ou hydrobilirubine.
Mais Mac Munn avait déjà trouvé dans l'urine des fébricitants, un pigment présentant en plus du spectre de
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l’urobiline, deux bandes dans l'orange; et il en avait fait la caractéristique de l’urobiline fébrile. C’est à ce corps que la stercobiline fut identifiée.
Cependant Beck attribue à des impuretés, tout ce qui dans le spectre n’appartientpas à la stercobiline,etilmontre que dans les fèces, à côté de la stercobiline, on trouve un pigment, donnant naissance aux bandes dans l'orange.
Ces conclusions sont adoptées par Jarrod et Hopkins, Kiener et Engel, Hayem, Schmidt et Strassburger, Supine, Giovanni Marini et enfin Steensma. La question semble donc résolue à l'étranger : l’urobiline existe normalement dans les fèces et prend alors le nom de stercobiline; elle est due à la réduction de la bilirubine que le foie déverse dans l'intestin.
En France, en 1905, Roux et Riva étudient la stercobiline, suivant la réaction de Schmidtet ils trouvent que, normalement, elle existe toujours dans les fèces.
Chauffard et Rendu, en 1907, arrivent à des conclusions bien différentes. En effet « la présence d’urobiline dans les fèces leur apparaît, comme un signe très délicat et très sensible des troubles fonctionnels ou des lésions plus ou moins prononcées de la cellule hépatique, et, plus l’urobiline fécale sera abondante, plus on sera en droit de sup: poser une adultération profonde de la glande biliaire. »
Peu après Gilbert et Herscher, dans une série de communications à la Société de Biologie, montrent que la stercobiline fécale est le produit de la transformation par un intestin normal des pigments biliaires normaux, et ils rapprochent ce fait de la transformation en urobiline dans le rein des pigments normaux,contenus dans le sang dans le cas de cholémie.
Récemment Lemaire, dans une revue générale sur la
DESCOMPS 2
stercobiline, Triboulet, à propos de l'étude des pigments biliaires chez les nourrissons, Mongès, de Marseille, dans sa thèse sur la Coprologie se rallient à la théorie de Gilbert et Herscher, pour qui l’urobiline fécale ou stercobiline est le pigment normal des fèces, dù à la transformation par un intestin normal de la bilirubine.
1° Principaux procédés d'extraction de la stercobiline.
À) Procédé de van Lair et Masius — Les auteurs l’obtiennent en traitant les fèces par de l’alcool additionné d’acide sulfurique dans la proportion de 17 grammes d’alcool pour 3 grammes d’acide. Ils agitentensuite l'extrait ainsi obtenu avec du chloroforme. Ce chloroforme laisse déposer par évaporation la matière colorante que l’on n’a plus qu'à recueillir.
B) Méthode d'Auché. — « On introduit dans un flacon d’un litre, à large ouverture, 200 à 300 grammes de matières normales, fraiches et neutres. On ajoute immédiatement 500 centimètres cubes de chloroforme et on agite violemment pendant quelques minutes. On traite ensuite par un litre de ligroïne, employéen plusieurs fois ; le chloroforme chargé de chromogène passe dans la ligroïne. Tous les liquides séparés sont filtrés et recus dans une large cuvette en porcelaine, où ils sont abandonnés à l’évaporation spontanée pendant laquelle le ckromogène se transforme en urobiline. Le résidu est repris par 100 à 200 centimètres cubes de ligroïne ; celle-ci dissout diverses impuretés, grâce auxquelles elle retient une assez grande quantité d’urobiline (absolument insoluble dans la ligroïne pure); mais la plus grande partie du pigment est précipitée en grumeaux résineux qu'il faut séparer par filtration etréduire en poudre, afin qu’ils subissent, dans
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de bonnes conditions, l’action des traitements ultérieurs, Cette poudre est reversée dans la ligroïne filtrée ; on place le tout dans un flacon d’un litre, on ajoute 500 centimètres cubes d’eau distillée, et on agite fortement, Par le repos, l’eau se sépare, colorée en jaune foncé par une grande quantité d'urobiline, dissoute à la faveur d’impuretés entrainées en même temps. La ligroïne retient les graisses, des pigments tels que la chlorophylle, et autres impuretés; on siphonne l’eau qu’on reçoit sur un filtre mouillé, dans un flacon de 2 à 3 litres; on la remplace par de l’eau pure, et on recommence tant que celleci se colore et présente, sous une faible épaisseur, une forte bande d’urobiline La totalité des liquides aqueux est additionnée d’un gramme d’acétate de zinc dissous dans 10 à 20 centimètres cubes d’eau et agitée. On ajoute juste assez d’'ammoniaque pour précipiter tout le zinc à l’état d’hydrate (XX gouttes). Il se forme immédiatement un précipité floconneux semblable à du sulfure d’antimoine ; toute l’urobiline est fixée ; on jette sur un filtre sans pli et l’eau passe incolore. On lave le précipité successivement: à l'alcool, à l’éther, à la ligroïne et au chloroforme; puis on le dissout, sur le filtre même, dans 20 à 25 centimètres cubes d'alcool additionnés d’une faible quantité d'acide chlorhydrique. Le liquide, rouge foncé, limpide, est additionné d’un volume double de chloroforme et d’un volume égal d’eau distillée, dans une boule à robinet. Le chloroforme s'empare de l’urobiline, on le sépare, le lave par agitation modérée, avec son volume d’eau. Le chloroforme séparé est maintenant un peu trouble ; on le filtre sur un gros tampon de coton hydrophile qui retient l’eau ; il passe limpide, est reçu dans une petite cuvette et abandonné à l’évaporation spontanée. Le produit obtenu est souvent
impur, on lereprend par quelques centimètres cubes d’un mélange de chloroforme et d’éther (ce dernier pour atténuer le pouuoir dissolvant du chloroforme) et on ajoute 200 centimètres cubes d'éther de pétrole, qui précipite l’urobiline en poudre impalpabie, laquelle met plusieurs jours à se déposer. Aussi vaut-il mieux filtrer sur un tout petit filtre, laver avec un peu de ligroïne neuve, redissoudre dans quelques centimètres cubes de chloroforme pur etabandonner à l’évaporation dansun petitcristallisoir. Le produit final doit être brillant, bien sec, se détacher en lamelles fines, qui ne doivent pas s'agglomérer si le produit est convenablement purifié ». (Auché.)
2° Propriétés générales.
La stercobiline se caractérise par les mêmes propriétés essentielles que l’urobiline, puisque stercobiline et urobiline sont un seul et même corps.
Ses deux réactions spécifiques seront donc :
1° Son spectre : une bande d'absorption à l'union du bleu et du vert;
2° Sa fluorescence obtenue en traitant une solution de stercobiline avec quelques gouttes d'un sel de zine.
3° Chromogène de la stercobiline ou stercobilinogène.
Le stercobilinogène estun corps moins oxydé que la stercobiline. Il est à cette dernière ce que l'urobilinogène est à l’urobiline. Il a surtout été étudié en France par Gilbert et Herscher.
Extraction. — On peut l'obtenir par ie procédé d’extraction de la stercobiline de van Lair et Masius,en ayant soin simplement de l’oxyder par l'addition de quelques gouttes de teinture d'iode ou de liqueur iodo-iodurée par exemple, afin de le transformer en stercobiline,
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L'action de l’air et de la lumière est suffisante du reste, pour opérer cette oxydation. (Gilbert et Herscher).
En règle générale les fèces normales de l'adulte con-. tiennent surtout du stercobilinogène, ainsi que nous avons pu le constater, après MM. Gilbert et Herscher.
4° Principaux procédés de recherche de la stercobiline et de son chromogène dans les fèces.
a) Procédé de Chauffard et Rendu. — On épuise 2 centimètres cubes de matières fécales avec 30 centimètres cubes d’eau : on ajoute 10 centimètres cubes de réactif de Deniges, au bout de 3 minutes on filtre et on ajoute 3 centimètres cubes de chloroforme ; on décante et on caractérise [l'urobiline par la réaction de fluorescence.
b) Procédé de Gilbert et Herscher. — 1° Stercobiline. — Il consiste à traiter 2 à 3 centimètres cubes de matières fécales par 30 centimètres cubes d'alcool amylique : après agitation pendant 2 ou 3 minutes on décante et on filtre l’alcool qui contient l’urobiline. On peut se servir de chloroforme au lieu d’alcool amylique; après décantation il présente s'il contient de la stercobiline une teinte jaune, rose ou rouge.
2° Stercobilinogène. — Pour la recherche du stercobilinogène, on procède de la même façon, mais il faut de plus oxyder le stercobilinogène pourle transformer en stercobiline :sionajoute au mélange d'alcool amylique etde chlorure de zinc, quelques gouttes de liqueur de Gram, la fluorescence se produit alors, quand l'alcool ne contient que du stercobilinogène; elle s’est produite avant l'addition de liqueur de Gram et s’accentue après si elle contient un mélange de stercobilinogène et de stercobiline. Si on se sert de chlorofoi me, onajoute à celui-ci quelques gouttes d’acide
nitriqué nitreux; une teinte rosé ou rouge 8e montre ou s’accentue suivant qu'il n’y à pas ou qu'il y a de la stercobiline associée au stercobilinogène.
c) Procédé de Schmidt. — « On traite dans un récipient de cristal plat la selle délayée, avec une solution aqueuse concentrée de sublimé. On en fait le mélange et on laisse le tout au repos jusqu’au lendemain, » La selle se colore en rouge, si elle contient de la stercobiline, en vert si elle contient dé la bilirubine.
d) Procédé de Triboulet.— Triboulet a repris la méthode de Schmidt en la modifiant. On met gros comme une petite ñoisetté dé matières fraîchement émises, dans un tube à “essai de petit calibre que l’on remplit aux deux tiers d’eau distillée, on bouche et on agite fortément. On verse alors VIII à X gouttes de la solution dé sublimé acétique dont nous parlerons plus loin: les matières tombent au fond du tubé et l'on voit se produire, soit immédiatement, soit plutôt en un quart d'heure où une demi-heure, une coloration du dépôtet du liquide, variant du rose lilas au rose rouge, si les matières contiennent de la stercobiline : on constate én même témps que le liquide de dilution est trouble.
CHAPITRE II
Histoire et critique des principaux procédés de dosage dé l’urobiline et de la steréobiline,.
Depuis 1868, date à laquelle Jaffé isola pour la premiére fois Furobiline, on s’est préoccupé de son dosage. Les travaux entrepris à ce sujet sont nombreux et témoignent de l'intérêt, qui s’est toujours attaché à l’étude de cette question. Nous nous proposons de décrire, dans les lignes qui suivent, les principaux d'entre eux, en donnant au cours de notre description les raisons pour lesquelles, tous ces procédés de dosages nous paraissent plus ou moins imparfaits.
Dosage de l’urobiline
1° Dosage en poids de l’urobiline.
Le type de cette méthode nous est fourni par le procédé d’Hoppe-Seyler dont voici la technique résumée : on prend un volume déterminé d'urine, qu’on acidifie avec de l’acide sulfurique ou acétique : on sature ensuite avec du sulfate d'ammoniaque. Dès que le liquide s’est reposé pendant quelques heures, toute l’urobiline se dépose en flocons roses qu'on recueille sur un filtre. On lave avec une solution saturée de parties égales de chloroforme et d’alcool. Le mélange est traité plusieurs fois de suite par de l’eau dans un entonnoir à robinet. Enfin dans un becherglass, préalablement pesé, on évapore le chloroforme au bain-marie. Le résidu desséché est extrait avec de l’éther.
On filtre la solution éthérée d’urobiline; on laisse évaporer, on traite à nouveau par l'alcool qu'on évapore; le résidu desséché est pesé.
C'est là sans conteste un procédé très rigoureux, bien que le résidu total renferme bien autre chose que la seule urobiline. De plus il faut se trouver en présence d’une urine renfermant des proportions notables d’urobiline.
Mais surtout c’est un procédé long, délicat, et qui exige une grande habitude des manipulations chimiques, et aussi des connaissances spéciales, qui sont plus du domaine du chimiste que de celui du médecin. En pratique du reste, on ne s’en sert jamais et on le réserve en général pour des épreuves de contrôle.
2° Dosage de l’urobiline par l'examen spectroscopique ou colorimétrique.
La recherche de l’urobiline dans l’urine peut être faite par l’examen direct au spectroscope et si on examine l’urine dans des tubes plus ou moins profonds ou plus ou moins larges, on peut apprécier approæimativement la quantité d’urobiline contenue dans l'urine. C'est là le principe général, qui a servi de base àtoutes les méthodes de dosage, établies sur l'apparition au spectroscope de la bande caractéristique de l’urobiline.
Mais pour une analyse exacte, il faut un procédé plus rigoureux.
On s’est donc proposé de résoudre le problème suivant : à quelle épaisseur peut-on observer nettement le phénomène de la bande caractéristique ? Et alors on déduira la quantité d’urobiline à l’aide de tables établies d'avance. — C’est croyons-nous, Vierordt, qui le premier s’est servi de cette méthode pour doser de l’urobiline.
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Pour apprécier l'épaisseur de l'urine à laquelle s'observe nettement le phénomène de la bande unique, caractéristique de l’urobiline, Hénocque se sert d'une éprouvette graduée à fond bien plat ou d’un godet gradué placé sur un miroir incliné, puis d’une indigotière ou vase prismatique à faces bien planes, portant une graduation correspondant à une échelle construite empiriquement. Cet appareil donne des épaisseurs graduellement progressives.
On désigne sous le nom de « spectroscopes pour l’observaiion de l'urine sous des épaisseurs variables » des appareils plus compliqués, dans lesquels les mouvements sont exécutés mécaniquement, ce qui rend les mensurations de l'épaisseur plus faciles à déterminer exactement. Ils ont un autre avantage, c’est que l’on peut faire varier l’épaisseur dans les deux sens, en plus ou en moins, sans ajouter ni retrancher de liquide. Moütessier à fait construire par Hoffmann un appareil de ce principe. Yron, quelques années plus tard, a imaginé et fait réaliser par Duboscq, « un Spectomètre à épaisseur variable » un spectomètre à disposition analogue à celle du précédent appareil. Avec l'instrument d’Yvon on peut examiner l’urine à des épaisseurs variant entre Ô et 70 m.m.
Cette épaisseur est insuffisante dans la plupart des cas pour l'urine. Aussi Hénocque a-t-il fait construire en 1890 un dispositif, qui permet d’examiner une plus grande épaisseur de liquide (de 1 à 10 cent.). C'est « l’urospectroscope ».
Enfin, plus récemment en 1896, un chimiste, M. Gautrelet, a dénommé « urobilinomètre ou pigmentomètre » un spectroscope à épaisseur variable, gradué de telle facon - qu’il suffit de lire sur un disque horizontal divisé, pour
avoir immédiatement la quantité d’urobiline par litre, du moins en théorie.
Hénocque, dont les travaux en spectroscopie, font autorité, déclare que « malheureusement tous ces procédés sont passibles des mêmes objections; ils peuvent être employés avec utilité entre des mains exercées, pour J’urobiline en solutions, mais ils ne donnent pas des indications rigoureuses pour l'urine où les phénomènes sont bien moins nets et où ils sont souvent obscurcis par la présence de divers pigments ». Tout ce que l’on peut en attendre, c’est l'indication générale qu’une urine contient peu où beaucoup d’urobiline. |
Les mêmes reproches s'adressent à un procédé récent décrit par Auché, sous le nom de méthode de dosage de l'urobiline par les spectres superposés. Tout en reconnaissant son ingéniosité, nous ne nous attarderons pas à décrire cette méthode, car les résultats auxquels elle conduit ne sont pas des dosages exacts, mais seulement des approximations bien relatives.
Les mêmes critiques s'appliquent au dosage par le spectre minimum de Deroide.
On peut rapprocher de ces procédés spectroscopiques, la méthode, imaginée par Viglezio, méthodecomplexe quidose l’'urobiline d’une part, par la constatation au spectroscope de la raie de l’urobiline, d'autre part, par l'apparition de la fluorescencedans un réactif approprié ammoniaco-zincique. C’est un procédé d’une exécution très délicate, entaché de toutes les causes d'erreur inhérentes aux méthodes spectroscopiques. De plus un autre défaut très important réside dans la méthode d'extraction de l’urobiline, défectueuse en principe et qui exige en outre des manipulations complexes, au cours desquelles, il est inévitable qu'une partie de l’urobiline extraite ne soit perdue.
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Quant aux dosages, par les procédés colorimétriques, ils sont encore moins recommandables. Le type peut en être fourni par la méthode de Studenski, dont voici le principe d’après Hénocque. A 20 centimètres cubes d'urine, on ajoute 2 centimètres cubes de la solution de sulfate de cuivre saturée à froid, puis du sulfate d’ammoniaque cristallisé jusqu’à saturation, enfin 10 centimètres cubes de chléroforme; on agite quelques minutes, le chloroforme se colore en rouge ; on le sépare.
Par comparaisons avec des solutions graduées d'avance, on peut juger d'après l'intensité de la coloration de là proportion d’urobiline.
La solution chloroformique contient d’abord des substances colorantes autres que l’urobiline ; de plus limpossibilité de conserver des solutions titrées d’urobiline sont autant de raison pour rejetter une telle méthode, qui ne peut prétendre en tout cas qu’à des résultats bien approximatifs.
M. Denigès a décrit un procédé voisin qui, s’il n'est pas passible du premier reproche, puisque à l’aide d’un réactif spécial mercurique, il isole l’urobiline des autres pigments, est passible du second. Il se sert en effet de solutions aqueuses d’urobiline pure que l’on ne peut conserver. De plus le dosage spectrophotométrique qu’il préconise fait intervenir dans l'appréciation des couleurs à l'échelle colorimétrique un coefficient personnel beaucoup trop important pour que lés résultats de plusieurs observations puissent, non seulement avoir une valeur absolue, mais même être comparés entre eux.
3° Dosage chimique de l'urobiline.
Procédé de Bogomolow. — Cet auteur considère lurobiline comme un acide faible, qui serait le dernier à se sa-
turer dans l’alcalinisation générale (?). Il neutralise donc un certain volume d'urine et reconnait que l'urobiline n'est pas encore saturée, à la présence de son spectre acide et à la teinte verte que produisent quelques gouttes de sulfate de cuivre au millième. Il ajoute alors une solution titrée et étendue de soude jusqu’à ce qu'il obtienne, à la fois, le spectre alcalin, la fluorescence verte et une couleur rouge par addition de sulfate de cuivre. La quantité de solution titrée de soude qu'il a dû ajouter donne celle de l’urobiline.
Nous ne nous attarderons pas à critiquer une pareille théorie purement hypothétique et ne reposant sur aucune base scientifique sérieuse.
Dosage de la stercobiline
Cette question est toute nouvelle et les travaux sur ce sujet sont peu nombreux. En principe, on peut dire que tous les procédés de dosage de l’urobiline que nous venons de décrire sont applicables à la stercobiline, à condition simplement de modifier les procédés d'extraction.
Nous citerons cependant quelques travaux spéciaux et en particulier la méthode de Müller et celle de Saillet. Nous ne décrirons pas en détail ces procédés, la partie la plus intéressante concerne en effet l'extraction de la stercobiline et nous y reviendrons ultérieurement. Qu'il nous suffise de dire que Müller après des manipulations multiples, longues et surtout dangereuses pour la stercobiline arrive à obtenir un extrait chloroformique de cette substance. Il laisse alors évaporer le chloroforme et pèse le résidu sec ainsi obtenu. C’est done simplement le procédé des pesées de Hoppe-Seyler. Le reproche que nous adressions à cet auteur s'applique à Müller, et le poids total du
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résidu sec comporte bien autre chose que la seule sterécobiline.
Quant à Saillet, il obtient lui aussi, en définitive, un extrait chloroformique de stercobiline. Dans une cuve d'une épaisseur de 15 millimètres, il en verse un certain volume et il y ajoute de l'alcool absolu jusqu'à ce que s'éteigne au spectroscope la raie caractéristique de la sterécobiline. Cette méthode est passible des mêmes objections que celles que nous formulions précédemment à l'égard des méthodes spectroscopiques à propos de l’urobiline.
Tels sont en résumé les principaux auteurs, qui se sont efforcés de résoudre cette difficile question des dosages de l’urobiline et de la stercobiline. Malgré la multiplicité des travaux à ce sujet, qu'ilnous soit permis de dire enterminant cette courte revue critique, que la question reste entière et qu'aucun des procédés que nous venons de décrire ne peut avoir la prétention d’effectuer un dosage rigoureux, du pigment de Jaffé.
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La Fluorescence en général
Au début de nos recherches, nous nous sommes demandé, si nous ne tenterions pas à notre tour, après tant d’autres, de fonder une méthode de dosage de l'urobiline et de la stercobiline sur la spectroscopie et nos premiers essais ont été effectués dans ce sens. Mais convaincu bientôt de l’inanité de nos efforts, nous avons abandonné l’usage du spectroscope comme moyen de dosage pour plusieurs raisons, dont nous citerons ici les trois principales.
D'abord le maniement du spectroscope est délicat et demande une habitude,que certains acquièrent très difficilement.
De plus il intervient dans l’appréciation du moment d'apparition de bande minima de l’urobiline des divergences considérables avec chaque observateur. Ces divergences, négligeables peut être pour la simple recherche de ce pigment, deviennent capitales dans une méthode de dosage, puisqu'elles peuvent faire varier l’appréciation
de la quantité d'hydrobilirubine dans des proportions considérables.
La troisième objection plus importante est la suivante : avec des solutions titrées d’urobiline, on peut à la rigueur arriver à des résultats approximatifs, mais lorsqu'on s'adresse àl’urine etaux matières fécales, il y a à côté de l’urobiline et de la stercobiline, quantité de pigments, de substances colorantes diverses, qui viennent ou masquer, outransformer, ou rendre méconnaissable le spectre de l’hydrobilirubine et empêcher le dosage.
Ne pouvant nous adresser au spectroscope, nous avons eu l’idée de faire reposer notre méthode de dosage sur une propriété physique, essentielle de l’urobiline et de la stercobiline : /a fluorescence.
La fluorescence ? c'est-à-dire cette belle teinte dichroïique, phosphorescente par instants, à reflets plus ou moins verdâtres ou mordorés que prennent les solutions d’urobiline et de stercobiline en présence d’un sel de zinc.
Quoi de plus pathognomonique en effet que l’apparition de cette réaction indiscutable et qui ne peut prêter, elle, ni à confusion, ni à discussion et qu'il suflit d'avoir vu une seule fois pour toujours la reconnaitre au premier coup d'œil.
Netteté manifeste de cette réaction, facilité évidente pour tous de sa constatation, sont déja deux arguments puissants en faveur de la fluorescence. Nous en trouvons un troisième dans sa sensibilité délicate.
Pendant longtemps, tous les auteurs quise sont occupés de cette question ont considéré le spectroscope comme le moyenle plus sensible de déceler des traces d’urobiline! Beaucoup pensent encore ainsi. Or, nos recherches personnelles nous ont montré que la bande caractéristique de
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l’'urobiline n'apparaissait au spectroscope, qu'avec une quantité de pigment bien supérieure à celle nécessaire pour déterminer la fluorescence. Et, d’une facon générale, nos dosages nous mettent en mesure d'affirmer, que la sensibilité de la réaction fluorescente est à celle du spectroscope comme un est à trois, surtout, si commefnous, on recherche cette fluorescence à la lumière artificielle suivant un procédé que nous exposons plus loin.
Enfin, dernier et capital argument : le choix de la fluorescence simplifie les procédés d'extraction de lhydrobilirubine. Une des plus grandes difficultés qu’aient eu à résoudre la plupart de ceux qui se sont essayés au dosage de l’hydrobilirubine, c’est en présence d’urines ou de matières fécales contenant à la fois des pigments biliaires et de l’hydrobilirubine, d'arriver à séparer ces deux substances l’une de l’autre. De là la nécessité de manipulations chimiques toujours compliquées, ne permettant souvent qu'imparfaitement cette séparation ou ne la permettant, qu'en détruisant une notable proportion de l’hydrobilirubine, déjà perdue parfois, en partie, au cours et du fait seul de ces interminables opérations. Rappelons à ce sujet les procédés de Salkowski, d'Huppert, d’'Hammarsten, d'Arnold, de Bifli, de Nakayama, de Grimbert, de Denigès,etc., quitous sontfondés sur des techniques com pliquées. |
Or, avec la fluorescence comme base de dosage de Phydrobilirubine, point n’est besoin de se préoccuper des matières colorantes de l'urine ou des fèces et en particulier des pigments biliaires. Peu importe, que ces pigments soient mélangés à la solution d’hydrobiirubine à doser, s'ils ne peuvent, ainsi que nous nous en sommes
assurés personnellement, traités de la même façon, pro- DESCOMPS 3
duire une réaction fluorescente. Les recherches d'Auché, de Grigaut confirment les nôtres à ce pointde vue spécial. Bien plus, la présence des pigments biliaires dans la solution d'hydrobilirubine à doser ne gènera en rien la production de la belle fluorescence vérte, pathognomonique de la présence d'hydrobilirubine, tout au moins dans la grande majorité des observations cliniques (1)
Et de cette facon, comme nous le verrons ultérieurement, on réduit au maximum les manipulations chimiques destinées à extraire l'hydrobilirubine de féces et de l'urine, et, de ce fait, on est dans l'impossibilité soit d’altérer le pigment, soit d'en perdre même une faiblé partie.
Tels sont en résumé, les avantages indéniablés qui plaident en faveur du choix de la fluorescence comme base du dosage de l'hydrobilirubine.
Ne peut-on lui faire quelques objections ?
Et tout d'abord ne peut-on confondre la fluorescence avec l'opalescence ?
Une telle confusion nous semble bien difficile, sinon impossible. Car en effet, qui dit opalescence, dit aspect de la pierre dénommée opale, c'est-à-dire liquide trouble, laiteur, lactescent, chyliforme, etc: Or, la fluorescence ne s'accompagne pas de trouble et de pius elle à de beaux reflets verdätres caractéristiques.
Les physiciens fournissent du reste un moyen infaillible de différencier la fluorescence de l'opalence. I suffit pour cela de placer le sommet du edne convergeant lumineux, émané d'une lentille au milieu du liquide et d'examiner ce faisceau à l’aide d'un nicol que l'on fait tourner sur son
(1) 1 serait toujours facile, si dans quelques eas exceptionnels, certaines substances gènaient l'apparition de la fluorescense de s'en débarrasser. Nous y rèvenons plus loin.
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grand axe. Si la lumière ne change pas pour les diverses positions du prisme, on a affaire à unliquide fluorescent ; autrement dit la lumière éclairant un liquide fluorescent pas n’est polarisée. Or la lumière éclairant un liquide opalescent étant polarisée, la distinction entre les deux phénomènes s'impose facilement.
Mais, en pratique, point n'est besoin d’un dispositif aussi compliqué ; il suffira de regarder pour savoir distinguer sans peine une fluorescence claire, verte, d'une opalescence trouble et incolore.
Mais, autre objection, n’y a-t-il pas en dehors de l’ hydrobilirubine, des substances capables de produire la fluorescence ?
Nous venons de voir, en ce qui concerne les pigments biliaires qu’il ne peuvent en aucun cas, soit donner de la fluorescence, soit se transformer au cours de nos manipulations en hydrobilirubine. Nous n’y reviendrons pas.
En ce qui concerne les autres substances colorantes, physiologiques ou pathologiques, soit de l’urine, soit des matières fécales, la mème réponse négative s'impose, du moins en l’état actuel de nos connaissances ; il ne saurait y avoir aucun doute et tout le monde est d'accord à ce sujet.
Parmi les substances introduites accidentellement dans l'organisme, certaines pourraient induire en erreur, et nous citerons en particulier la quinine, l’éosine, les fluorescéines.
Il est facile en interrogeant le sujet soumis au dosage, de savoir s’il a absorbé volontairement ou involontairement l’une ou l’autre de ces substances ?
Mais de plus aucune des diverses substances que nous venons de citer n’est capable de donner la fluorescence
verte de l’hydrobilirubine. En effet, tandis que la fluorescence de la quinine est bleutée, celle de l'éosine est rougeätre, et celle de la fluorescéine est Jaunätre. I suffit d'avoir recherché et comparé entre elles une seule fois ces diverses fluorescences, pour ne jamais plus les confondre ultérieurement.
Si l'on avait malgré toutdes doutes sur la nature de la fluorescence obtenue, il reste un moyen de contrôle toujours facile : le spectroscope, qui montre dans les cas positifs, la bande caractéristique de l’hydrobilirubine.
Aussi posons-nous comme règle générale que notre procédé de dosage, basé sur la fluorescence, doit étre fait toujours sous le contrèle permanente du spectroscope.
Réactif spécial, révélateur de la fluorescence
On a proposé bien des procédés pour mettre en évidence dans une solution contenant de l'hydrobilirubine, la fluorescence verte caractéristique. On peut citer ceux de Merletti, de Katz, de Nencki, de Zoja, d'Oliviero, de Lépinois, de Lemaire, de Roman Delluc, de Gérard, de Denigès, d'Auché, etc.
Mais la méthode classique, celle qui jouit toujours de la faveur générale, est celle de Rivaune des plus anciennes.
On procède de la façon suivante. Dans un verre à pied, on agite fortement parties égales d'urine et d'alcool amylique. On laisse reposer, puis on décante l'alcool qui s'est séparé de l'urine et on ajoute quelques gouttes d’une solution de clorure zine ammoniacal. On voit alors apparaitre une belle fluorescence verte.
Cette méthode excellente donne, en règle générale, de très bons résultats
RÉACTIF SPÉCIAL, RÉVÉLATEUR DE LA FLUORESCENCE
Mais le chlorure de zinc, agent révélateur de la fluorescence, présente de sérieux inconvénients. Tout d’abord, il ne produit la fluorescence qu'en milieu alcalin et cette exclusivité peut être très gênante.
En second lieu, les composés minéraux de l’urine sont susceptibles de se combiner avec le chlorure de zinc, et la réaction ne se produit plus (Riva-Nenki-Zoja, Merletti).
Quand l'urine est acide, que l’ammoniaque est saturé le chlorure de zinc se reprécipite. Si au contraire l'urine est alcaline avec le chlorure de zinc, les phosphates terreux donnent un précipité de phosphate trizincique (PO #}? Zn”. apparaissant dans le tube, sous l'aspect de flocons gélatiniformes. Leur couleur blanc-bleuâtre, superposée à celle de la liqueur, donne des reflets verdâtres faisant croire à une légère fluorescence. En filtrant, elle disparaît.
Il faut donc pour qu’on puisse affirmer la fluorescence, par le chlorure de zinc ammoniacal que cette coloration persiste après filtration.
C'est pour obvier à ces inconvénients que Roman Delluc utilise l’acétate de zinc, qui a la propriété de produire la fluorescence en milieu acide. [l a en outre, l’avantage de dissoudre le phosphate zincique et d'éviter ainsi une fausse fluorescence, causée par la précipitation de ce sel.
Nous avons essayé la plupart des sels de zinc et deux surtout nous ont donné de bons résultats : l’acétate et le valérianate de zinc. L'un et l’autre présentent les mêmes avantages, mais en pratique nous accordons une légère préférence au valérianate de zinc.
Préparation du réactif au valérianate de zinc. — Cette
préparation est très simple. On prend un litre d'alcool à 60° et l’on y ajoute 50 centigrammes de valérianate de zinc,
On agite fortement à plusieurs reprises et on laisse reposer pendant 24 heures.
Le valérianate de zinc étant très peu soluble dans l'alcool, 50 centigrammes sont largement suffisants pour saturer | litre d'alcool.
Au bout de ce temps, on filtre sur un filtre à trame serrée (filtre Laurent). Le réactif apparaît elair et limpide et l’on peut s en servir immédiatement.
Recommandation essentielle : Se servir d'un alcool à 60°, complètement incolore.
Nous avons choisi l'alcool à 60° pour trois raisons :
1° Parce que avec un alcool de ce degré, on obtient de très belles fluorescences :;
2° Parce que le valérianate de zinc est d'autant moins soluble que le titre de l'alcool est plus élevé. Se servir d'un alcool d'un titre plus élevé que l'alcool à 60°, c’est donc diminuer la quantité du sel en dissolution et c’est par le fait même gèner la production de la fluorescence qui ne se produit bien, qu'avec une quantité suflisante de valérianate de zinc. Le titre de 60° paraît être le titre de choix;
3° Parce qu’enfin procédant à l'extraction de l'urobiline ou de la stercobiline par l'alcool amylique, l'alcool à 60° se mélange intimement à ce dernier, ce qui facilite singulièrement la production et l'observation de la fluorescence.
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aperçûmes, entre autres obstacles, que le même dosage variait en apparence d’une heure à l’autre et cela du fait seul des variations de la lumière solaire : la fluorescence apparaissant d'autant mieux que la lumière est plus intense et inversement. Il était donc de toute nécessité d’observer cette fluorescence avec un éclairage d'une intensité fixe, invariable, toujours égale à elle-même.
Il est bien évident qu'un tel éclairage ne pouvait être fourni par la lumière solaire et que nous devions demander la solution du problème à un éclairage artificiel.
D'autant que dès 1903, W. Schlesinger avait remarqué que pour rendre évidente, une fluorescence à peine marquée, il suffit d'éclairer le liquide avec une lentille, transmettant les rayons lumineux fournis en l'espèce par une petite lampe électrique de poche : « On voit alors se former dit-il, dans la solution une boule lumineuse verte. »
Cette constatation nous sembla intéressante et c’est en nous inspirant de cette idée que nous avons imaginé, tout d’abord un dispositif spécial dans lequel la source éclairante était représenté par un manchon incandescent, alimenté soit par le gaz, soit par l'alcool. Mais nous nous sommes convaincu bientôt que ni le gaz, ni les vapeurs d'alcool ne pouvaient remplir les conditions exigées, c’est-à-dire fournir d’abord une intensité lumineuse invariable et cela malgré les régulateurs les plus perfectionnés. Et nous avons dû abandonner ces deux modes d'éclairage.
C’est l'électricité qui devait résoudre le problème à notre entière satisfaction. C’est en effet l’arc électrique ordinaire qui, en pratique, nous a donné les meilleurs résultats; en particulier autrement satisfaisants, que ceux fournis par la lampe Nernst, d’une intensité lumineuse insuffisante. Nous utilisons donc comme source éclairante, un petit are
électrique que nous placons au foyer d’une lentille biconvexe de facon à obtenir au-delà de la lentille, des rayons lumineux parallèles. En interposant sur le trajet de ceS rayons, la solution à examiner et en se plaçant dans l’obscurité, on réalise le principe général de lappareil que nous décrivons plus loin qui permet de déceler des fluorescences indiscutables que la lumière du jour n'eut même pas permis de soupconner.
Les avantages d’un tel dispositif peuvent, au total, se grouper sous deux chefs principaux :
1° Il fournit une intensité lumineuse fixe invariable et met ainsi à l'abri d'une des causes d’erreur les plus importantes, à savoir les variations du moment d'apparition de la fluorescence avec les variations mêmes de l'intensité lumineuse de la source éclairante.
20 Il est d’une sensibilité très délicate. Nous avons pu calculer que la sensibilité de ce dispositif était, au minimum, cinq fois plus grande que celle de la lumière du jour et trois fois plus grande que celle du spectroscope. Ce qui revient à dire qu'il faut cinq fois plus d'hydrobilirubine pour faire apparaître la fluorescence à la lumière du jour et que le spectroscope ne laisse apparaître la bande caractéristique de ce pigment, qu'avec une quantité d'hydrobilirubine trois fois plus considérable.
Telles sont, brièvement exposées, les raisons pour lesquelles nous avons cru pouvoir baser notre procédé de dosage de l’hydrobilirubine, d’une part, sur le phénomène de la fluorescence et, d'autre part, sur la constatation de cette fluorescence, non plus à la lumière solaire, mais à la lumière artificielle d’un are électrique, donnant une intensité lumineuse fixe, cette fluorescence étant révélée par uu réactif à base de valérianate de zine.
CHAPITRE II
Description de l'appareil de dosage.
Pour arriver à effectuer notre dosage, nous avons été amené à faire construire un appareil que nous allons maintenant décrire dans ses lignes essentielles. Les deux dessins que nous avons fait reproduire ci-contre permettront de suivre plus commodément notre description.
Cet appareil se compose essentiellement de deux parties bien distinctes : d’une part, un dispositif spécial d’éclairage et, d'autre part, l'appareil de dosage proprement dit.
1. — Hispositif spécial d’éclairage artificiel ei son support.
Nous avons utilisé, pour réaliser ce dispositif, une lanterne à projection ordinaire avec son système optique habituel, donnant, au sortir de la lanterne, des rayons lumineux parallèles.
Quant à la source lumineuse elle-même, nous avons déjà dit que la nécessité absolue d’avoir une intensité lumineuse invariable, nous avait, après des essais infructueux, fait rejeter l'emploi du gaz et de l'alcool. En outre, la nécessité d’avoir une source lumineuse d’une grande intensité, ne nous a pas permis d'utiliser la lampe électrique Nernst.
Notre choix s'est donc porté, en définitive, sur Parc électrique. Nous avons fait choix d’un petit arc électrique, que nous branchous directement sur la canalisation de la
ville. L’interposition d’un rhéostat permet, du reste, d'adapter l'appareil aux principaux voltages usuels.
Nous avons pensé qu'il était inutile de faire exécuter un dessin de ce dispositif, puisqu'il s’agit, en somme, d'un appareil que tout le monde connaît : une lanterne à projection ordinaire éclairée par un arc électrique.
Appareil proprement dit ou hydrobilirubinomètre
Il est constitué essentiellement, ainsi qu'en témoigne la figure I qui le représente dans son ensemble, de deux parties principales :
1° une chambre noire renfermant deux cuves à glace.
2° une burette spéciale,
que nous allons décrire séparément :
Ï. La chambre noire renfermant les deux cuves à glace.
a) La chambre noire. — C’est une caissette en bois rectangulaire, que la figure IT reproduit exactement.
Sur une de ses faces latérales, on remarque une circonférence métallique, qu’un système de vis à baïonnette permet d'adapter sur la lunette de la lanterne à projection; l’orifice placé au centre de cette circonférence est destiné précisément à livrer passage aux rayons condensés et parallèles, émanés de cette lanterne. Un peu audessus de cette circonférence métallique, et toujours sur la même face, on apercoit un crochet destiné à maintenir fermé, au moment du dosage, la face supérieure de la chambre noire, mobile sur deux charnières.
Sur la face latérale opposée, on voit un support maintenant en place la burette graduée.
Sur la face antérieure enfin, on remarque un cylindre
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métallique qui n’est autre qu’un viseur creux, placé lui-
même en face d’un orifice percé sur cette face même. Grâce
à ce dispositif, l’œil de l’observateur pourra plonger à l'interieur de la chambre noire éclairée et suivreles diversesétapes du dosage.
b) Les deux cuves à glace. —- À l’intérieur de cette chambre noire, sont placées deux cuves à glace. Ces cuves rectangulaires sont construites en glaces très limpides et très blanches dont les faces, rigoureusement planes sont soudées entre elles par un mastic spécial inaltérable. ,
Ces cuves sont placées côte à côte, et de telle façon, qu'elles sont l’une et l’autre à cheval sur l'orifice de la face antérieure sur lequel vient s'adapter le viseur par lequel regardera l'observateur.
Si bien que les rayons lumineux, émanés de l'arc élec-
trique, transformés en rayons
lumineux parallèles par le système optique de la lanterne à projection, exactement centrés
FiqurEe 1, — Vue d'ensemble de l'appareil de dosage.
par l’orifice dont est percé la face latérale de la chambre noire, qui vient s'adapter sur cette lanterne, éclairent
les deux cuves à glace, de telle facon que le cylindre lumineux ainsi produit vient frapper les cuves à glace au point voulu pour permettre à l'œil de l'observateur, placé
FiGure LL. — La chambre noire et les cuves à glace.
latéralement, d'effectuer le dosage. De ces deux cuves, une seulement est utilisée à vrai dire pour le dosage, c'est
celle qui est placée à la gauche de l'observateur au mo-
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ment où celui-ci regarde par le viseur. Quant à la deuxième cuve, c’est une cuve témoin qui renferme un liquide de comparaison.
Nous avons essayé de réaliser et de placer dans cette cuve une solution liquide verte reproduisant la teinte étalon qu'il eut fallu exactement reproduire dans la cuve où s'effectue le dosage pour que ce dosage soit terminé. Nous n'avons jamais pu trouver une solution réalisant une teinte analogue à celle de la fluorescence verte etclaire de l’hydrobilirubine. Nous nous contentons dès lors de placer dans la cuve témoin, un liquide incolore, destiné à faire contraste avec la fluorescence de la cuve voisine et à permettre à l'observateur de mieux apprécier le moment d'apparition de la fluorescence-limite que nous définirons ultérieurement (1).
II. La burette spéciale graduée en centièmes de centimètre cube.
Dans son ensemble, cette burette, représentée en entier fig. 1, n'est autre chose qu'une burette de Mohr d’une graduation beaucoup plus délicate. En effet dans cette burette chaque centimètre cube est divisé en 100 parties égales; ce di revient à dire qu’il faut 100 divisions pour faire un centimètre cube. Elle est d’une contenance totale de 5 cent. cubes soit 500 divisions ou centième de centimètres cube.
Son extrémité supérieure se termine par un évasement en forme d’entonnoir, destiné à faciliter l'introduction du liquide à son intérieur.
(1) Nous espérons solutionner ce problème à l’aide d'un verre coloré qui représenterait la teinte étalon que l’expérimentateur devrait reproduire pour réaliser le dosage; mais cette question est encore à l'étude,
A la partie inférieure se trouve un robinet prolongé par un tube de verre très effilé sur lequel vient s'adapter un petit tube de caoutchouc, Un embout en verre termine le tout. Cet embout pénètre au travers d’un bouchon en caoutchouc qui vient obturer sur le couvercle de la chambre noire un orifice destiné à le recevoir. Il estplacé de telle façon qu'il conduit l’embout de verre dans la cuve à glace la plus rapprochée de la source éclairante et permet d’y faire écouler le contenu de la burette. Ce même bouchon est perforé d’un deuxième orifice dans lequel s'engage un petit tube de verre terminé par un tube de caoutchouc, le tout étant destiné à agiter le contenu de la cuve par insufflation.
Gette burette est maintenue en place par un support métallique, qui prend appui sur l’une des faces latérales de la chambre noire.
Principe général
1, — Etant donnée d’une part, une solution titrée d’hydrobilirubine renfermant 1 centigramme d’'hydrobilirubine pour 100 grammes d’alcool amylique et dénommée solution-étalon.
Etant donné d'’autre part, un réactif spécial, révélateur de la fluorescence ;
Combien faudra-t-il de centièmes de centimètre cube de cette solution-étalon, mesurés à l’aide de la burette spéciale, pour faire apparaître la fluorescence verte et claire immédiate ou fluorescence-limite dans une cuve à glace, renfermant un volume invariable de 10 centimètres cubes de réactif révélateur ? Cette fluorescence-limite étant recherchée à la lumière artificielle, fournie par un dispositif spécial d'éclairage latéral à intensité lumineuse fixe.
Il faudra N divisions, soit N centièmes de centimètres cubes qu’un calcul très simple convertira en un chiffre x réprésentant en poids la quantité d’hydrobilirubiné nécessaire et suffisante pour faire apparaître la fluorescencelimite.
II. — Etant donnée d’une part, une solution d’alcool amylique, ayant repris par une technique spéciale toute l'urobiline ou toute la stercobiline d’une urine ou d’une matière fécale données ;
Etant donné d’autre un réactif spécial révélateur de la fluorescence ;
Combien faudra-t-il de centièmes de centimètre cube de cet extrait à doser, mesurés à l’aide de la burette spéciale pour faire apparaître la fluorescence verte et
claire immédiate ou fluorescencelimite dans une cuve à glace renfermant un volume invariable de 10 centimètres cubes de réactif révélateur, en recherchant cette fluorescence à la lumière artificielle à l’aide de l'appareil déjà décrit ?
Or, nous savons que pour que la fluorescence-limite apparaisse, il faut qu'il y ait dans les 10 centimètres cubes de réactif révélateur, un chiffre X représentant un poids invariable, établi une fois pour toute d’hydrobilirubine.
Il suit de là que le nombre de centièmes de centimètres cube de la solution à doser, variable avec chaque cas et nécessaire pour faire apparaître cette fluorescence-limite permettra grâce à une formule très simple, que nous établissons plus loin, de donner le poids de l'hydrobilirubine contenue dans les urines ou les fèces à examiner.
Solution-étalon d’hydrobilirubine
Le
Etant donné l'exposé général que nous venons de faire la nécessité d'établir une solution titrée {d'hydrobilirubine apparait clairement. Cette solution titrée, étalonnée, renfermant un poids connu d'hydrobilirubine nous a servi à établir le dosage initial, celui sur lequel reposera toute notre méthode.
Pour établir une telle solution-mère une hydrobilirubine chimiquement pure, cristallisée eut été nécessaire. Malheureusement un tel produit n'existe pas et jamais aucun chimiste n'a encore pu l'obtenir pratiquement.
Ne pouvant nous procurer — puisque elle n'existe pas — une hydrobilirubine pure nous avons cherché à en obtenir une aussi pure que possible. Sur les conseils autorisés de M. Grimbert, professeur à l'Ecole de Pharmacie, nous
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avons rejeté l’hydrobilirubine ou urobiline obtenue par le procédé de Jaffé, manifestement entachée de trop d'impuretés et nous avons fait choix de l’urobiline en poudre de la maison Merck, obtenue par le procédé d'Hoppe Scyler, bien supérieure à la précédente. Ce n’est certainement pas une urobiline chimiquement pure,au sens absolu du mot, mais c’est à l’heure actuelle, celle qui se rapproche le plus de ce produit idéal.
Sans nul doute, il eut été préférable de pouvoir opérer avec un produit rigoureusement pur; mais cCommenous ne pouvions nous servir d’un produit qui n'existe pas, force nous a donc été de nous rabattre sur l’hydrobilirubine de Merck.
D'autant qu’à tout prendre, peu importe. En effet, le produit commercialisé de Merck est un produit stable, toujours comparable à lui-même et son mode de préparation est bien connu. Dès lors, c'est une entité bien définie, une base fixe avec laquelle nous pourrons comparer utilement tous les résultats de nos dosages et cela, avec la certitude d’être compris par tout le monde et en donnant à tous, la possibilité d’avoir entre les mains le terme même de la comparaison, c’est-à-dire le contrôle même de nos résultats. Quant à ces résultats eux-mêmes ils ne pourront évidemment indiqner qu’un poids d’hydrobilirubine exprimé en hydrobilirubine de Merck, préparée d’après le procédé d’'Hoppe-Seyler et non pas en urobiline pure. Si nous disons par exemple qu’une urine donnée renferme par litre 0,005 millim. d’urobiline, nous voulons dire d’urobiline de Merck et non pas d’urobiline cristal-
lisée.
Fabrication de La solution-étalon. — Nous avons de-
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mandé à la maison Merck un centisramme d'urobiline, rigoureusement pesé et vérifié.
A son arrivée au laboratoire il a été de nouveau pesé et vérifié par nous. Nous l'avons fait dissoudre dans l'alcool amylique, que notre expérience personnelle nous fait considérer coinme le meilleur dissolvant de l’urobiline.
Une telle dissolution ne va pas sans quelques difficultés. Voici en pratique comment il faut opérer :
On prend un mortier de verre neuf sans aucune aspérité et l’on y verse le centigramme d'urobiline pesé et vérifié. On le pulvérise finement à sec, puis goutte à goutte ettrès lentement,on commence à verser l'alcool amylique en pulvérisant toujours l’urobiline. La dissolution est à peu près complète au bout d’un quart d'heure. On verse alors la solution obtenue dans un ballon jaugé et vérifié de 100 centimètres cubes. Avec de l'alcool amylique pur, on lave à plusieurs reprises le mortier, afin d’entrainer les dernières traces d’urobiline et l’on ajoute tous ces liquides de lavage dans le ballon jaugé, en ayant soin d'employer au totalune quantité d’alcoo! amylique inférieure à 100 centimètres cubes.
À ce moment on porte la solution ainsi préparée dans un bain-marie à 50° et on l'y laisse séjourner une heure. Cette température trop basse pour agir d'une façon quelconque sur l’urobiline (nous nous en sommes personnellement assuré du reste) est cependant suffisante pour faire dissoudre les dernières traces de poudre d’urobiline et pour obtenir une dissolution absolument parfaite.
On filtre alors, puis on laisse refroidir et ce n'est que
lorsque la solution est revenue environ à + 15° que l’on complète exactement le volume à 100 centimètres cubes. On obtient ainsi une solution jaune ambrée renfermant
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exactement { centigramme d’hydrobilirubine de Merck dans 100 centimètres cubes d'alcool amylique. s Nous avons fait plusieurs solutions analogües, dont certaines à près de deux ans d'intervalle; nous avons prié plusieurs chimistes de confectionner eux-mêmes des solutions analogues et nos essais ont été effectués avee ces multiplessolutions desources différentes et cela afin denous entourer de toutes les garanties possibles. Les résultats obtenus ont toujours été sensiblement identiques.
3, — La fluorescence claire et verte immédiate
ou fluorescence-limite.
Nous avons exposé déjà les raisons principales pour lesquelles nous avons choisi le valérianate de zinc pour déceler la fluorescence. Nous avons omis volontairement la plus importante, à savoir la qualité toute particulière de cette fluorescence. Nous nous expliquons.
Lorsqu'on fait tomber grâce à la barette spéciale dans les 10 centimètres cubes de réactif au valérianate de zinc quelques gouttes de la solution étalon d’hydrobilirubine, on voit se succéder deux phases très nettes dans lPévolution des phénomènes de la fluorescence.
Tout d’abord, on voit se produire dans le réactif, non pas un précipité, mais un léger louche. À mesure que l'on ajoute une à une quelques gouttes de la solution étalon d’urobiline, /e louche persiste mais sans augmenter, tandis qu'apparaît simultanément une fluorescence progressivement plus intense. Soudain une goutte de plus et le louche disparait brusquement, faisant place à une magnifique fluorescence verte et claire.
Donc en résumé, on assisteà une première phase de fluo-
rescence verte mais trouble, à laquelle succède (1) brusquement une fluorescence verte mais claire. Cette constatation nous semble précieuse pour délimiter ce que nous appelons la fluorescence limite ou fluorescence type sur laquelle repose toute la précision de notre méthode.
Or cette fluorescence-limite est atteinte pour nous lorsque à x gouttes de la solution étalon d’hydrobilirubine à un centigramme pour 100 nécessaires pour faire apparaître dans 10 centimètres cube de réactif au valérianate de zinc, la fluorescence verte mais trouble, une seule goutte de plus suffit à faire apparaître une fluorescence verte et claire immédiate. En d’autres termes, le dosage est terminé et la fluorescence-type ou limite est atteinte lorsque la fluorescence verte mais trouble fait place brusquement à une fluorescence verte mais claire.
Or, nous verrons ultérieurement qu'avec la solution étalon, titréeà un centigramme d'hydrobilirubine pour 100 centimètres cubes d'alcool apnylique, la fluorescence-limite ou fluorescence verte et claire immédiate apparait dans les 10 centimètres cubes de réactif révélateur toutes les fois que ce réactif contient exactement 10 millionièmes de gramme d’hydrobilirubine,
Nous concluons donc de là, quetoutes les fois que x centièmes de centimètre cube d'alcool amylique, ayant repris toute l’urobiline ou toute la stercobiline d'une urine ou d'une matière fécale donnée, feront apparaitre dans 10 centimètres cube de réactif révélateur la fluorescence verte et claire, limite, type, lenombre de centièmes de centimètre cube x, variable avec chaque urine et chaque fèces, con-
(1) Les mêmes phénomènes se produisent du reste, ainsi que M, Grimbert l'a signalé depuis longtemps, avec l’acétale de zinc,
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tiendra toujours en poids une quantité d’urobiline égale invariablement à 10 millionièmes de gramme.
On comprend aisémentque x divisions varieront en plus ou en moins suivant la richesse ou la pauvreté en hydrobilirubine du liquide examiné et l'on comprend dès lors qu'il soit possible de trouver une formule générale qui permette avec cette donnée précise (x — 10 millionièmes de gramme d’hydrobilirubine) de calculer toute lPurobiline ou toute la stercobiline éliminées en 24 heures.
Nous établissons plus loin cette formule en détail.
Nous devons en terminant faire une remarque pratique importante. La fluorescence claire ne persiste pas très longtemps, et au bout de quelques instants un trouble se produit bientôt. Il ya donc intérêt à pratiquer le dosage aussi rapidement que possible et àne pas s’interrompre avant d’avoir obtenu la fluorescence verte et claire ou fluorescence limite.
CHAPITRE IV Manuel Opératoire
Nous venons d'exposer dans les pages qui précèdent les grandes lignes théoriques de notre méthode de dosage de l’'hydrobilirubine ; il nous faut maintenant envisager le point de vue pratique et indiquer schématiquement les opérations successives que l’on doit réaliser pour atteindre ce but.
Tout dosage de l’hydrobilirubine comprend deux grandes étapes principales :
1° La détermination de ce que nous appelons la fluorescence limite à l’aide de la solution titrée d'hydrobilirubine ou en d’autres termes la quantité en poids d’hydrobilirubine de Merck (préparée d’après le procédé d'Hoppe- Seyler) nécessaire pour faire apparaître cette fluorescencelimite dans les 10 centimètres cubes de réactif révélateur.
2° Le dosage proprement dit de l'urine ou des matières fécales à examiner.
1. — Détermination à l’aide de la solution-étalon d’hydrobilirubine de la fluorescence-limite.
1° Technique
On procède de la facon suivante :
L'appareil de dosage tel que nous l'avons décrit, et l’appareil d'éclairage auquel il est annexé, sont placés commodément sur une table, en bon éclairage, le couvercle de la chambre noire étant relevé et la burette graduée ne plon-
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geant pas dans la cuve à glace; cela pour la commodité des manipulations, On lave préalablement la burette graduée en centièmes de centimètre cube avecde l'alcool, puis on y verse une petite quantité de la solution titrée d’hydrobilirubine et cela afin de se débarrasser des dernières traces de l'alcool de lavage.
Le robinet de la burette étant alors fermé, on remplit cette dernière avec la solution titrée ou solution-étalon, qui doit s’élever dans l’hydrobilirubinomètre jusqu’à la base de la portion terminale évasée, c’est-à-dire bien audessus de la division initiale O. Ouvrant alors le robinet, on fait échapper le liquide, de façon à ce que le ménisque supérieur vienne en regard de la division O.
Cette facon de procéder a l'avantage, grâce à l’écoulement du trop-plein de la burette, de chasser les bulles d’air qui s'accumulent fatalement au niveau et au-dessous du robinet.
À l’aide d’une pipette exactement calibrée, on aspire 10 centimètres cubes du réactif révélateur au valérianate de zinc et on l’introduit dans une des cuves à glace; on remplit de la même façon la deuxième cuve. On vérifie une fois encore la position du ménisque supérieur du liquide dans la burette graduée, et si ce qui est la règle, il est remonté au-dessus du zéro, on le ramène soigneusement à la position voulue. Cela fait, à l'aide d’une feuille de papier buvard, on essuie avec précaution l'extrémité inférieure de la burette, afin de ne laisser aucune trace de s0lution à ce niveau.
On ferme alors le couvercle de la chambre noire et l’on adapte grâce à untube de caoutchouc, l'extrémité inférieure de la burette sur l’embout en verre qui, passant au travers du bouchon perforé, vient pénétrer jusqu'à l'intérieur de la
cuve à glace qui se trouve la plus rapprochée de la source lumineuse. On sait qu'un deuxième trou percé dans ce bouchon permet à un tube de verre de pénétrer à l’intérieur de cette même cuve, afin de permettre par insufflation l'agitation de son contenu.
On allume à ce moment l’arc électrique et on le règle.
Puis, regardant à l’aide du viseur à l’intérieur de la
chambre noire, l’observateur aperçoit les deux cuves à glace, accolées l’une à l’autre, éclairées toutes deux par “un cylindre lumineux qui apparait d'une blancheur éclatante sur le fond noir environnant, au sein même des 10 centimètres cubes de réactif révélateur placés dans les deux cuves.
Ouvrant alors le robinet de la burette graduée, on fait tomber lentement et une à une quelques gouttes de la solution étalon, tandis que en mêmetemps on agite le mélange dans la cuve à glace par le petit appareil à insufflation déjà décrit. À mesure que les gouttes tombent dans les 10 centimètres cubes de réactif valérianique, l'observateur, regardant toujours par le viseur, voit se succéder les diverses colorations suivantes dans la cuve à glace placée à sa gauche, c’est-à-dire dans celle qui se trouve tout contre la source éclairante : tout d’abord le cylindre lumineux est d’une blancheur éclatante, puis une fluorescence légère se desine, mais à la fois verte ettrouble ; peu à peu le vertet le trouble s’accentuent et enfin brusquement le trouble disparaît, la fluorescence claire et verte est atteinte. Le dosage est terminé, puisque la fluorescence-limite est obtenue.
Dans la cuve de droite au contraire, cuve de comparaison, le cylindre lumineux qui éclaire le réactif apparaît toujours d'une blancheur éclatante. Si on lit alors sur la burette graduée le nombre de divisions qu'il a fallu em-
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ployée pour arriver à ce résultat, on voit que 10 centièmes de centimètre cube ont été nécessaires (1).
2° Calculs
Nous savons donc par l'opération que nous venons d’effectuer que 10 centièmes de centimètre cube de la solution étalon d'hydrolibirubine sont nécessaires pour faire apparaître dans les 10 centimètres cubes de réactif révélateur la fluorescence verte et claire immédiate ou fluorescence limite.
Or 100 centimètres cubes de la solution-étalon — 0,01 d'hydrobilirubine.
1 centimètre cube de la solution-étalon — 0,0001 d’hydrobilirubine.
Î centième de centimètre cube de la solution-étalon — 0,000001 d'hydrobilirubine.
et 10 centièmes de centimètre cube de solution-étalon — 0,000010 d’hydrobilirubine.
La fluorescence claire et verte ou fluorescence-limite se produit donc dans les 10 centimètres cubes de réactif avec 10 millionièmes de gramme d’hydrobilirubine. Par conséquent toutes les fois que l’on verra apparaîtreles 10 cents. cubes du réactif révélateur la fluorescence-limite, on sera assuré de se trouver en présence de 10 millionièmes de gramme d’hydrobilirubine.Nons ajoutons— et ceci est capital — non pas 10 millionièmes de grammes d’hydrobiliru-
bine pure, produit qui n’existe pas, mais 10 millionièmes de
(1) L'ensemble de cette opération peut servir en outre à déterminer le titre exact de l'hydrobilirubine employée pour effectuer cette solution-étalon. Si pour obtenir la fluorescence limite il faut plus de 10 divisions c’est qu’on à affaire à une hydrobilirubine d’un titre inférieur à la nôtre, c’est-à-dire moins pure ; si au contraire il faut moins de 10 divisions l’hydrobilirubine employée est plus pure que la nôtre; de toutes façons son titre est. exactement déterminé,
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Ilest bien évident que la détermination de ce chiffre sur lequel repose tous les calculs, est faite une fois pour toute, et qu'il ne saurait être question d’y revenir à propos de chaque dosage. Nous nous sommes livrés, à une série de vérifications, pour contrôler l'exactitude de ce résultat, Tout d'abord nous avons répété maintes fois ce dosage initial en nous servant de la même évolution titrée à L centigramme pour 100. En outre nous l'avons vérifié en opérant avec des dilutions de plus en plus étendues de cette solution mère. Nos résultats ont toujours été proportionnels entre eux et la fluorescence-limite s’est toujours sensiblement produite avee la même quantité d'hydrobilirubine.
Dosage proprement dit
* Cette deuxième étape du dosage que nous allons décrire maintenant est en pratique la seule que l'on ait à réaliser, puisque, la première étape ayant été accomplie une fois, le chiffre obtenu, vérifié, ne change pas et reste toujours égal à lui-même soit : 10 millionièmes de gramme d'hydrobilirubine.
Cette deuxième étape se subdivise elle-même en deux temps principaux : l'extraction de l'urobiline et de la stercobiline et le dosage proprement dit de l'extrait ainsi obtenu.
l° Procédé d'extraction dans l'urine et les fèces de. l'urobiline et de la stercobiline.
La condition essentielle pour réaliser un dosage exact de l’hydrobilirubine, c’est d'extraire de l'urine ou des fèces à examiner {oute l’hydrobilirubine. C’est aussi une des conditions les plus difficiles à remplir, ainsi qu’en témoigne l’examen attentif de la plupart des procédés de dosage du pigment de Jaffé. Les uns s'exposent à laisser perdre de l’hydrobilirubine au cours de manipulation chimiques trop complexes, les autres $e condamnent à altérer une partie de cette hydrobilirubine par l'adjonction de réactifs chimiques, employés dans des buts divers, d’autres enfin n'arrivent, du fait de l'insuffisance de leur technique, qu’à extraire une partie seulement de l’hydrobilirubine totale.
Notre but a été de prouver un procédé qui remplisse les trois conditions suivantes, essentielles :
1° Etre simple et clinique ;
2 tre capable d'extraire toute l’urobiline, toute la stercobiline et leurs chromogènes ;
3 Etre incapable, du fait des réactifs où des manipulations chimiques employés, de détruire ou de perdre une partie même minime de l’hydrobilirubine.
Nous espérons avoir atteint ce triple but.
I, — Principe de la méthode.
a). TECHNIQUE GÉNÉRALE. — Précipiter toute l’urobiline ou toute la stercobiline d’une urine ou d’une matière fécale donnée par le sulfate d’ammoniaque en milieu acide, oxyder leurs chromogènes par la liqueur iodo-iodurée de Lügol, reprendre ensuite par l'alcool amylique Phydrobilirubine ainsi précipitée et obtenir en définitive un extrait aleoolo-amylique, ayant repris toute l’hydrobilirubine de l'urine et des fèces données.
2° Instrumentation.
Les objets nécessaires pour effectuer l’extraction de l'hydrobilirubine, tant de l’urine que des fèces sont très peu nombreux. Nous citerons :
1° Une série d’ampoules à décantation munis d’un robinet et de contenances variables : 1 litre, 500 cent. cubes, 400 cent. cubes, 300 cent.cubes parexemple. Ces ampoules se trouvent très facilement dans le commerce ;
2° Des supports appropriés à chacune de ces ampoules.
3 Deux éprouvettes graduées, l’une de 100 centimètres cubes et l’autre de 10 centimètres cubes ;
4 Cristallisoirs, entonnoirs, verres à pied, agitateurs, balances, mortier, filtres, etc.
3° Manuel opératoire.
À. Urines. — 1° On recueille soigneusement la quantité des urines des 24 heures d’un sujet donné et on note ce volume total exactement mesuré ;
2° On en filtre 100 centimètres cubes dans une éprouvette graduée et on l’acidifie avec 5 gouttes d’une solution d'acide sulfurique à 1 pour 100.
3° On pèse 60 grammes de sulfate d’ammoniaque et après l'avoir pulvérisé au mortier on l’introduit dans une ampoule à décantation.
4° Aux 100 centimètres cubes d’urine filtrée à examiner on ajoute 5 centimètres cubes de liqueur iodo-iodurée de Gram. On transforme ainsi par oxydation le chromogène de lPurobiline en urobiline.
5° On verse les 100 centimètres cubes d’urines, renfermant 5 centimètres cubes de liqueur de Gram, dans l’ampoule à décantation, contenant déjà les 60 grammes de sulfate d’ammoniaque pulvérisé, On bouche soigneuse=
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ment l’ampoule et on agite longuement et à plusieurs reprises. On voit alors l’urobiline se précipiter sous forme de petits flocons jaunâtres au contact du sulfate d’ammoniaque. On laisse ainsi l’urine en présence de ce sel pendant 2 heures environ, en ayant soin d’agiter le mélange à plusieurs reprises, durant ces 2 heures. On constate au bout de ce temps qu'une petite partie du sulfate d’ammoniaque non dissout, s’est déposé dans le fond de l’ampoule, tout contre le robinet. C’est la preuve que le mélange est saturé de sulfate d’ammoniaque, condition essentielle pour que toute l’urobiline soit précipitée.
6° Au bout d’une heure on ajoute au mélange 50 centimètres cubes. d'alcool amylique pur et incolore. On _ agite en tous sens plusieurs fois de suite, au total 4 ou 5 fois dans l’heure qui suit. L'alcool amylique dissout l’urobiline précipitée et l’entraine de ce fait avec lui. La densité des 2 liquides étant différente, l'alcool amylique chargé de toute l’urobiline, se sépare du mélange et peut se rassembler à la partie supérieure de l’ampoule.
Au bout de 3 heures, la séparation est complète. Il est plus prudent d'attendre 5 ou 6 heures, et même, dans la pratique, nous attendons souvent au lendemain avant dereprendre la suite des manipulations, à condition toutefois de placer la solution à l’abri de la lumière solaire.
7° À ce moment, on se débarrasse de l’urine privée de son urobiline, en ouvrant le robinet de l’ampoule à décantation. Lorsque l'alcool amylique, chargé de toute l’urobiline, va s'échapper à son tour, on le recoit dans un entonnoir surun tampon d’ouate hydrophile.
8 On obtient ainsi une liqueur amylique d’un jaune d’or plus ou moins intense, ayant repris toute l’urobiline des 100 centimètres cubes d’urines données.
B) Fices. — On recueille la totalité des fèces des 24 heures. On recommande au malade d'éviter soigneusement d'y mêler de l’uriue.
2° On mélange intimement la totalité des fèces par trituration, afin d’avoir une masse bien homogène, de consistance et de composition identiques.
3° On prélève 25 grammes de ce mélange et on les déshydrate. Cette déshydratation peut s’obtenir de deux facons. Une première facon, la plus simple, mais aussi la plus longue, consiste à déposer ces 25 grammes de fèces dans une étuve à 37°, La déshydratation est terminée lorsque le poids du résidu final reste invariable. Une deuxième facon beaucoup plus rapide consiste à obtenir cette déshydratation par le vide. Malheureusement l’installation nécessaire est coûteuse et difficile à réaliser.
4° On pèse le résidu final ainsi obtenu et la différence entre ce poids et le poids initial de 25 grammes donne la quantité d'eau contenue dans les fèces.
5° On prélève un gramme de ce résidu final.
4° On place ce gramme de fèces déshydratées dans un mortier et on le triture avec 100 centimètres cubes d’eau distillée. La trituration doit être parfaite et il ne doit persistér aucun grumeau dans le liquide, lorsque le mélange estterminé,
5° On pèse alors 50 grammes de sulfate d’ammoniaque, on le pulvérise et on l'introduit dans une ampoule à décantation ordinaire.
6° On verse dans cette ampoule, sur le sulfate d’ammoniaque, l'extrait liquide de 1 gramme de fèces déshydratées.
7° On y ajoute 5 centimètres cubes de liqueur iodoiodurée de Gram. On oxyde ainsi le chromogène de Ja
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stercobiline ou stercobilinogène et on le transforme en stercobiline.
8° On agite fréquemment, comme il a été indiqué pour l'extraction de l’urobiline, et cela pendant 2 heures.
9 On ajoute ensuite 50 centimètres cubes d’alcool amylique. On mélange intimement les deux liquides à plusieurs reprises à quelques instants d'intervalle. On laisse reposer 5 ou € heures, et si on a le temps 12 heures même à l’abri de la lumière scolaire. Au bout de ce temps la séparation des deux liquides est complète et l'alcool amylique est remonté à la partie supérieure de l’ampoule, ayant entraîné et dissout toute la stercobiline de 1 grammes de fèces déshydratées.
10° On ouvre le robinet de l’ampoule et après avoir laissé perdre le liquide de dilution, on recueille sur un filtre de coton hydrophile, l'alcool amylique teinté plus ou moins en jaune brun foncé par toute la stercobiline de 1 gramme de matières fécales déshydratées.
Ilest indispensable avant de se livrer à cette série de manipulations, tant pour lPurobiline que pour la stercobiline d'effectuer auparavant un examen qualificatif qui pérmettra de savoir si une urine ou une matière fécale contiennent de l’urobiline ou de la stercobiline et d’apprécier grossièrement, si elles en contiennent peu ou beaucoup. Pour cela, on vérifiera toujours la présence de l’urobiline ou de la stercobiline par l'examen au spêectroscope.
Get examen qualitatif préalable a une certaine importance, car son résultat indiquera si en présence d’une urine ou de fèces, on ne doit pas, du fait de la pauvreté ou de la richesse, de ces excreta en hydrobilirubine,augmenter ou diminuer la quantité d’urines ou de fèces à examiner. On acquiert très vite cette notion après quelques examens.
Du reste, en pratique voici comment on peut opérer :
1° Où bien l'examen préalable indique une teneur moyenne en urobiline ou stercobiline. On se comporte comme nous l’avons indiqué et l’on prend 100 centimètres cubes d’urines et 1 gramme de fèces.
2° Ou bien la teneur en urobiline ou stercobiline apparait considérable on réduit alors la quantité d'urine à 50 cents. cubes et le poids des fèces à 0 gr. 50 centigr. et on ne change rien au reste de la technique.
3° Ou bien l’examen préalable indique une pauvreté notable des exereta en urobiline et stercobiline.
Dans ce cas on opère sur 250 centimètres cubes d'urine que l’on traite par 120 grammes de sulfate d’ammoniaque, etsur5 grammes defèces deshydratées que lon sature avec 100 grammes de sulfate d'ammoniaque, le reste de la technique ne variant pas. On pourrait cependant abaisser de 50 à 25 centimètres cubes, la quantité d'alcool amylique destiné à extraire l’hydrobilirubine.
Nous devons faire remarquer d’autre part que dans certains cas rares et du fait de la présence dans les urines ou les fèces de certaines substances pouvant gèner l’apparition de la fluorescence, il peut être utile de se débarrasser de ces substances. Nous conseillons alors après avoir traité les urines ou les fèces avec le sulfate d'ammoniaque, en milieu acide, de recueillir le précipité d’'hydrobiline formé sur un filtre et de le débarrasser de ses impuretés, en le traitant par le procédé d'Hoppe-Seyler, déjà décrit etsur lequel nous ne reviendrons pas. Qu'il nous suffise de dire que le résidu final, contenant une hydrobilirubine aussi épurée que possible sera traité par l'alcool amylique et que c’est avec cette liqueur amylique, contenant toute l’urobiline et toute la stercobiline débarrassées de
leurs impuretés, qu’on procédera au dosage.
En pratique, c’est-à-dire en clinique, un procédé aussi complexe ne peut être utilisé que très exceptionnellement et par des expérimentateurs habitués aux manipulations chimiques. Au surplus, les nombreuses vérifications pratiquées par nous, nous ont montré l’inutilité de telles manœuvres et nous n'avons jamais eu l’occasion de constater avec certitude que des substances mal déterminées, pigmentaires ou autres, pouvaient gèner la fluorescence et modifier le dosage.
b) MODIFICATION DE LA TECHNIQUE PERMETTANT DE DOSER
SÉPARÉMENT
D'une part, l’urobiline et la stercobiline et d’autre part leurs chromogènes.
Il n'y a rien à changer à la technique générale que nous venons d'exposer. Onfera la série complète des manipulations indiquées précédemment, mais sans ajouter les 5 centimètres cubes de liqueur de Gram, destinés à oxyder le chromogène.
On fera deux parts égales de la solution alcolo-amylique finale.
La première part,utilisée sans adjonction de liqueur de Gram, permettra de doser l’urobiline ou la stercobiline seules, sans leurs chromogènes, puisque ceux-ci n’auront pas été oxydés.
La deuxième part, de la solution amylique sera traitée par contre, par 5 centimètres cubes de liqueuriodo-iodurée, qui oxydera le chromogène et le transformera soit en urobiline, soit en stercobiline. Le dosage effectué dans ces conditions sera un dosage total de la stercobiline, de l’urobiline et de leurs chromogènes. ,
La différence entre le dosage de la première part (uro-
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biline ou stercobiline seulement) et le dosage de la deuxieme part (urobiline ou stercobiline + leurs chromogènes) donnera la proportion exacte de chromogène.
Le procédé général d'extraction que nous venons de décrire nous paraît atteindre le but que nous nous étions proposés :
1° C’est un procédé simple et clinique. — Nous ne croyons pas qu'on puisse plus simplement et plus facilement arriver au résultat cherché ; extraire toute l’'urobiline.
Si on le compare aux procédés compliqués de certains auteurs, à celui de Mya par exemple, d'une complexité inouie ou à celui de Müller, si délicat et si dangereux pour l’urobiline, on est frappé par sa simplicité.
2 C’est un procédé qui permet d'extraire toute l'urobiline, toute la stercobiline et leurs chromogènes. — La preuve est facile à faire.
Pour cela, il suffit au moment où l’on veut séparer l'alcool amylique, qui a repris toute l’hydrobilirubine, de la solution d'urine oudefèces, de recueillir séparément cette soluton initiale. On l’examine alors au spectroscope et l’on peut se convaincre qu'elle ne présente plus trace de la bande caractéristique de l’urobiline.
Mieux encore, on peut à nouveau traiter cette solution comme si on n'en avait pas extrait l’hydrobilirubine et recommencer la même série d'opérations. On se rendra compte que l'alcool amylique de deuxième cuvée, s’il est permis de s'exprimer ainsi, ne présente plus aucune des réactions de l’urobiline ou de la stercobiline.
3 C’est un procédé qui ne peut pas altérer une partie de l’urobiline ou de la stercobiline que l’on veut extraire. Rien en effet dans notre procédé ne peut détruire, ne
füt-ce même que des traces d’urobiline. En effet aucune réaction chimique ne se produit dans le mélange, en dehors de l’oxydation du chromogène. En particulier pas d’ébullition, comme dans un si grand nombre de procédés, et l’on sait l’action néfaste de la chaleur sur l’urobiline ; pas d'acides forts, pas d’alcool éthylique qui peuvent modifier et transformer l’urobiline, etc., etc.
Détermination de la teneur en urobiline
ou stercobiline des urines ou des tèces examinées.
Après avoir ainsi extrait de l’urine ou des fèces à examiner l’urobiline et la stercobiline, on obtient en définitive une solution d’alcool amylique, renfermant toute l’urobiline ou toute la stercobiline qu'il va s'agir de doser.
L'appareil de dosage est placé en bonne [lumière sur une table qui le met à portée de l’expérimentateur.
Pour faciliter les manipulations la burette graduée est placée en dehors de la cuve à glace, le couvercle de la chambre noire étant relevé.
On procède d'abord au lavage à lalcool et de la burette graduée et des cuves à glace.
L'alcool amylique chargé de l’urobiline ou de la stercobiline de l’urine ou des fèces dont on veut effectuer le dosage, est versé à l’aide de portion terminale évasée en entonnoir, à l’intérieur de la burette graduée. On a soin de laisser perdre les premiers centimètres cubes ainsi introduits, de facon à entrainer les dernières traces d'alcool de lavage que cette burette pourrait encore eon-
tenir. Fermant le robinet, on remplit la burette de telle sorte, que le niveau du liquide atteigne la partie supérieure de cette burette, dépassant de beaucoup la division initiale O.
On fait alors échapper ce trop plein en ouvrant le robinetet on amène le ménisque supérieur du liquide en regard de la division O. L’évacuation de ce trop-plein a pour but de chasser les bulles d’air qui, s’accumulant au niveau et au-dessous du robinet, fausseraient la précision du dosage.
On attend quelques minutes et on s'aperçoit bientôt que le ménisque supérieur du liquide est remonté audessus du O. Cela tient au faible calibre de la burette : le niveau du liquide a son intérieur a varié du fait de traces de ce liquide restées sur les parois et lentement descendues.
On ramène soigneusement ce ménisque en face de la division O.
On essuie l’extrémité inférieure de la burette :vec un, feuille de papier buvard, afin d'enlever les dernières traces de la solution anylique qui auraient pu y demeurer.
Aspirant deux fois de suite, à l’aide d’une pipette graduée, [0centimètres cubes de réactif au valérianate de zine, on les verse successivement dans les deux cuves à glace, on rabat alors le couvercle de la chambre noire, et l’on adapte à l’aide d’un raccord de caoutchouc, l'extrémité inférieure de la burette sur l'embout en verre, qui descend à l'intérieur de la cuve à glace la plus rapprochée de l'appareil d'éclairage. Un deuxième tube de verre, destiné à agiter le contenu de la cuve à glace y pénètre également.
On allume Parc électrique, on le règle, et regardant
par le viseur, le regard visuel de l'observateur tombe perpendiculairement sur les deux cuves à glace. Les 10 centimètres cubes de réactif révéiateur qu'elles renferment sont éclairés latéralement par un cylindre lumineux brillant d'une blancheur éclatante.
On peut à ce moment commencer le dosage proprement dit. Pour cela on ouvre le robinet de la burette graduée, et on fait tomber une goutte de la solution amylique à doser dans les 10 centimètres cubes de réactif valérianique; on agite par insufflation, on regarde par le viseur et dans l’immense majorité des cas, on voit toujours la blancheur éclatante du cylindre lumineux, éclairant les deux cuves. On continue à verser goutte à goutte la solution amylique, agitant toujours le mélange et surveillant toujours, à l’aide du viseur, le cylindre lumineux.
Bientôt, dans la cuve de gauche dans laquelle tombe le liquide à doser, un trouble apparaît, trouble d’abord léger, puis plus accusé, tandis que se dessine parallèlement une fluorescence qui progressivement s’accuse et se précise.
On voit donc au total dans le cylindre lumineux une f/uorescence verte mais trouble, et cela dans la cuve placée à la gauche de l’observateur. Dans la cuve placée à sa droite le cylindre lumineux demeure naturellement d’une blancheur éclatante, puisque cette cuve ne sert pas au dosage. Elle est placée là, nous le rappelons, pour servir de terme de comparaison; grâce à elle, dont la couleur et l'aspect ne varient pas, l’observateur apprécie d'autant mieux les variations de couleur et d’aspect de la cuve voisine. Le dosage est presque terminé et il suffit en général d’ajouter une seule goutte de la solution à doser pour voir immédiatement le cylindre lumineux fluorescent vert et trouble de la cuve de gauche, se changer brusquement en tune
fluorescence verte mais claire (1). La fluorescence-limite est atteinte : le dosage est terminé. |
À ce moment il n’y a plus qu'à lire sur la burette graduée le nombre de divisions, c’est-à-dire de centièmes de centimètres cubes qu'il a été nécessaire de faire tomber dans les 10 centimètres cubes de réactif valérianique pour obtenir cette fluorescence-limite. On note soigneusement ce chiffre.
Remarque. — Dans quelques cas rares, il peut se faire qu'une solution amylique, très riche en urobiline ou en stercobiline, fasse apparaître et au delà, la fluorescencelimite dans le réactif valérianique, avec une seule goutte. La marche à suivre dans ces cas est très simple : il suffit d'étendre la solution amylique primitive de deux ou trois fois son volume, en se servant naturellement pour cette solution d'alcool amylique et de recommencer ensuite le dosage. On notera bien entendu le titre de la dilution, afin d’en tenir compte dans les calculs.
Calculs
l° Calculs pour le dosage de l'urobiline.
Soit U centimètres cubes d'urine examinée.
On dissout toute l'urobiline contenue dans ces U centiinètres cubes par À centimètres cubes d'alcool amylique.
N. centièmes de centimètres cubesde cet alcool amylique == la fluorescence — limite.
(1) L’appréciation du passage de la fluorescence trouble, à la fluorescence claire sans être délicate, demande cependant une certaine habitude, C'est pour cette raison que nous cherchons à remplacer la cuve:témoin par un verre-étalon coloré, de façon à représenter exactement la teinte à atteindre pour que le dosage soit déterminé; nous n'avons pu entore solutlonner la quéstion.
CALCULS
Or nous savons que ces N centièmes de centimètres cubes, variables avec chaque urine examinée, contiennent invariablement 0,000010 gramme d’urobiline, taux nécessaire et suffisant pour produire la fluorescence- limite.
0,000010 | in 1 centième de cent. cube — TR Bt d'urobiline { centimètre cube = 0,0010 : _ N ram. d'urobiline.
À. centimètres cubes contenant donc :
0,0 010 + Hi ENT Cd A gr. d’urobiline
Mais nous savons que ces À centimètres cubes contiennent toute l’urobiline des U centimètres cubes d’urine examinée.
Par conséquent 1 centimètre cube d'urine contient :
0,0010 A . De . x na gramme d'urobiliné
Si bien que si nous appelons V le volumetotal desurines des 24 heures la formule générale :
0,0010 sh adesilor VE N Te 6e
Donne la quantité en grammes ou fraction de gramme
de l’urobiline éliminée dans les 24 heures.
2° Calculs pour le dosage dé la Stercobiliné.
Soit L gramme de matières fécales desséchées.
A le nombre de centimètres cubes d’alcool amylique en ayant repris toute la stercobiline.
N le nombre de centième de centimètre cube de cette solution nécessaire pour produire la fluorescence-limite.
More 0,0010 A a IiOTMmuUlIe : N I
donnera en grammes ou fraction de gramme la quantité de stercobiline contenue dans un gramme de fèces examinées.
Si bien que si nous appelons P le nombre de grammes de matières fécales deshydratéeséliminées dans les 24 heures, la formule générale :
0,0010 A Ne Hon
donne en grammes ou fraction de gramme la quantité to-
tale de stercobiline éliminée en 24 heures.
3° Etablissement d’une constante K.
Il suit de ces calculs que si l’on se place toujours dans les mêmes conditions, il est possible d'établir une constante qui simplifiera les calculs.
1° Constante pour l’urobiline.
Si À — 50 centimètres cubes d’alcool amylique. Si U — 100 centimètres cubes d'urine.
On peut écrire :
0,0010 50 Ne 10 V (volume des 24 heures)
Ce qui revient à dire que pour avoir la quantité d’urobiline, contenue dans {centimètre cube d’urine il n’y a qu'à diviser 0,0010 par 2 fois le nombre trouvé de centième de centimètre cube.
Soit 0,0010
JDN:
soit en définitive 0,0005 N et pour les V. centimètres cubes des 24 heures. 0,0005 , grammes ou fraction
LA K. mecs Q N de gramme d’urobiline,
CALCULS ÿhé:
2° Constante pour la Slercobiline.
SiA — 50 centimètres cubes d’alcool amylique. Si IL — 1 gramme de fèces, Si P est la quantité totale en grammes des fécès desséchées des 2% heures.
Nous pourrons écrire :
0,0010 50 N PSI Ce qui donne pour les P grammes de fèces en 24 heu-
res :
0,05 , grammes ou fraction de
N ‘© gramme de stercobiline.
J. Hydrobilirubine, urobiline, stercobiline, sont les noms différents d’une seule et même substance: le pigment découvert par Jaffé en 1868.
IT. Les nombreux procédés de dosage de l'hydrobilirubine qui ont été décrits sont, à des titres divers, tous 1nsuffisants et aucun d'eux n’est capable de conduire à des résultats exacts,
III. Devant l'insuflisance des méthodes existantes, nous avons imaginé un procédé clinique de dosage de l’urobiline et de la stercobiline, fondé sur une propriété caractéristique de l’hydrobilirubine : la fluorescence verte, révélée par un réactif spécial à base de valérianate de zinc en dissolution dans de l'alcool à 60° et observée, non pas à la lumière du jour, mais à la lumière artificielle, à l’aide d’un dispositif spécial d'éclairage latéral à intensité lumineuse, électrique, fixe, d’une sensibilité très délicate.
IV. L'appareil proprement dit de dosage ou hydrobilirubinomètre se compose essentiellement d’une burette graduée en centièmes de centimètre cube, d'une chambre noire munie d’un viseur et de deux cuves à glaces, cette chambre noire venant s'adapter directement sur le disposilif d'éclairage artificiel.
V. La base de notre dosage repose sur une solution titrée d’'hydrobilirubine que nous dénommons solution-étalon. Notre désir eut été d'employer pour sa confection un substance chimiquement pure, une hydrobilirubine cristallisée. Malheureusement un tel produit n'existe pas et n’a pu jamais être obtenu pratiquement.
Nous avons dû nous résoudre à utiliser une hydrobilirubine relativement pure, mais rachetant son imperfection d’une part par sa méthode de fabrication bien déterminée et d'autre part par son titre invariable ; nous estimons que le produit connu sous le nom d’urobiline de Merck, préparée d’après le procédé d'Hoppe-Seyler répond à ces dé. siderata.
Cette solution-étalon a été préparée en faisant dissoudre un centigramme de ce produit dans 100 centimètres cubes d’alcool amylique.
VI. Cette solution-étalon, a servi à déterminer, à l’aide de la burette graduée, la fluorescence-limite, c'est-à-dire la quantité invariable d’hydrobilirubine capable de pro: duire dans 10 centimètres cubes de réactif révélateur, une fluorescence verte mais claire, succédant brusquement à une fluorescence antérieure verte mais trouble.
Cette détermination nous a donné le chiffre de 0,009010 de gramme d’hydrobilirubine. C'est-à-dire que toutes les fois que la fluorescence apparaîtra dans les 10 centimètres cubes de réactif révélateur, on pourra conclure que l’on se trouve en présence de 0,000010 de gramme d’hydrobilirubine, exprimée en urobiline de Merck et préparée d’après le procédé d'Hoppe-Seyler.
VII, Le dosage d’urines ou de fèces données comporte deux temps principaux : l'extraction de l’hydrobilirubine et son dosage proprement dit.
A. Extraction. — L'extraction de toute l’urobiline ou de toute la stercobiline d’un volume connu d'urine ou d’un poids connu de fèces déshydratées est basée sur la précipitation du pigment par le sulfate d'ammoniaque, en milieu légèrement acide, sur l'oxydation de l'urobilinogène et du stercobilinôgène par la liqueur iodo-iodurée dé Gram et
sur la reprise de l’hydrobilirubine ainsi précipitée par un volume déterminé d'alcool amylique.
Ce procédé d’extraction permet en outre de doser séparement, d’une part l’urobiline et la stercobiline, et d’autre part leurs chromogènes.
B. Dosage proprement dit. —T s'effectue à l’aide de l’appareil spécial ou hydrobilirubinomètre en faisant apparaître la fluorescence verte et claire ou fluorescence-limite dans 10 centimètres cubes de réactif révélateur. Sachant que la fluorescence-limite apparaît toujours avec une quantité d’hydrobilirubine invariablement égale à 0,000010 de gramme, une formule générale permettra de trouver facilement la teneur en urobiline ou stercobiline de l’urine ou des fèces examinées.
1° Formule applicable à l’urine :
ee >< = X V gramme d’urobiline
U égalant le nombre de centimètres cubes d'urine employée.
À égalant le nombre de centimètres cubes d’alcool amylique ayant repris toute l’urobiline des U centimètres cubes d'urine.
N égalant le nombre de centièmes de centimètre cube de cet alcool amylique qu’il a été nécessaire d'employer pour faire apparaître la fluorescence-limite.
V égalant le volume total des urines des 24 heures.
2° Formule applicable aux fèces :
— ee È X P gramme de stercobiline
1 égalant 1 gramme de matières fécales déshydratées.
À égalantle nombre de centimètres cubes d’alcool amyque ayant repris toute la stercobiline de fèces,
CONCLUSIONS yaÿl
N égalant le nombre de centièmes de centimètre cube de cet alcool amylique nécessaires pour faire apparaître la fluorescence-limite.
P égalant le poids total des fèces deshydratées des 24 heures.
Il suit de l’ensemble de ces calculs, que, si l’on se place toujours dans les mêmes conditions, il est facile d'établir une constante qui simplifiera les opérations.
1° Constante pour l'urobiline.
Si À égale toujours 50 cent. cubes d’alcool amylique,
SIAU) » 100 » d'urines,
Si V est le volume total des urines des 24 heures, on pourra écrire en définitive après simplifications successives :
N de grammes d’urobiline 2° Constante par la stercobiline.
Si À égale toujours 50 cent. cubes d’alcool amylique, Siel » 1 gramme de fèces,
grammes ou fraction
Si P est la quantité totale en grammes des fèces des 24 heures, on pourra écrire en définitive et après simplifications successives : 0,05 CU se N de grammes de stercobiline Il est et reste bien entendu que les chiffres ainsi obtenus ont surtout, du fait de la qualité relative de l’hydrobilirubine employée pour la confection de la solutionétalon et la détermination de la fluorescence-limite, la valeur de rapports, et qu'ils ne sauraient prétendre à exprimer exactement en poids des résultats absolus.
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