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INTRODUGTION

Ces études portent sur deux objels principaux qui for-
ment les deux divisions principales de notre travail :

I° Les pigments biliaires, ¢est-i-dire les maliéres colo-
ranles que l'on lrouve dans la séerétion du foie chez les
verlébrés el chez un certain nombre d'inverlébrés,

20 Les pigments hépatiques, c'est-d-dire les maliéres
qui colorent le tissu lui-méme du fole.

“ A ces deux questions principales sont venues se ratla-
cher par un lien direct d’autres questions qui ne leur cé-
dent pas en imporltance, telles par exemple que la question
du fer hépatique. La présence constante du fer dans le foie
lant des vertébrés que des inverlébrés a conduil & attri-
buer & cel organe un role parliculier dans la fixation et
['évolution physiologique de cel élément essentiel 4 la
vie ; ¢'est ce role qui est caractérisé par le nom de Fone-
tion martiale du foie.






PREMIERE PARTIE

PIGMENTS BILIAIRES EN GENERAL.

1. Matieres colorantes de Ia bile en général. — Lia
coloration de la bile est due & certaines substances, dési-
enées sous le nom de pigments. La bile {raiche contient
un seul pigment originel, dont tous les aulres ne sonl
que des dérivés: c'est la bilirabine C2H" Az 0" ou pig-
menl jaune ronge.

Le dérivé, le plus imporlant, le plus répandu, c'est la
biliverdine C*H*Az'0°, qui s'obtient du précédent par
simple oxydation. Tous les antres dérivés, quise trouvent
dans les caleuls biliaires ou dans le tube digestif on qui
sont oblenus avtificiellement, par la réaction de Gmelin,
par iode aleooligue, par l'eau iodée, I'eau bromée el
I'eaun chlorée, par 'amalgame de sodium, 'hydrogéne
sulfuré, ete..., proviennent de ces deux-la par oxydation,
réduction ou hydratation.

D’aprés opinion générale, les deux pigments fonda-
mentaux, bilirubine et biliverdine, existeraient seuls &
l'origine. On n’en (rouverail pas d'autres dans la bile
fraiche de la vésicule chez la plupart des vertébrés (abs-
traction faite peul-étre de quelques pigmenls accessoi-
res tels que la cholohématine du moulon, ete.) ; la biliru-
bine seule existerail dés le premier moment dans les
canaux biliaires. Tous les aulres pigmenls seraient des
produits de formalion secondaire oun pathologique.
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Nous démontrerons, au cours de ce travail, contraire-
ment a celfe vue, 'existence dans la bile normale de pig-
ments nouveaux différents des deux pigments précédents
et intermédiaires entre eux.

On devra désormais admelire que presque loules les
biles contiennent trois sortes de pigmenls : /e pigment
originel bilirubinigue, des pigments intermédiaires que nous
avons nommés Ofiprasinigues el le pigment définitif on
biltverdinigue.

On professail, jusqu'a présent, que la couleur jaune de
la bile naturelle était due au senl pigment bilirubinique,
et sa couleur verle au seul pigment biliverdinique. Lopi-
nion commune identifiait done le pigmenl jaune avee la
bilirubine, le pigment vert avee la biliverdine. Cest la
une erreur.

Il y a une seconde matiére jaune, le diliprasinaie ; el
une seconde maliere verte, la biliprasine. Le changement
du jaune au vert peul élre le simple passage de celle-ci &
celle-1a et s'accomplir par 'action d’un acide : il peul élre
aussi le passage de la bilirubine a la biliprasine et a la
biliverdine et s'accompliv par 'action de I'oxygéne. Le
verdissement de la bile jaune pourra donc s’accomplir
avec ou sans oxvgene; el, cetle remarque aura son im-
portance si 'on considere que 'on a voulu se servir de ce
caractére pour apprécier précisément les oxydations qui
peuvent s'accompliv dans 'organe hépalique.



CHAPITRE PREMIER

Pigments biliaires isolés.

§ 1. — Pigment originel ou bilirubinigue.

a) Bilvrubine.

2. Propric¢tés. — La bilirubine CTH"Az'0°) se pré-
sente sous la forme d'une poudre rouge sombre. Au point
de vue chimique, c'est un corps & fonclion acide; ¢'est
un acide monobasique, déplacant I'acide carbonique des
carbonaltes alealins, en produisant des bilirubinates neu-
tres. Quand on la fait agir sur les carbonates, elle =e dis-
sout d'abord, puis déplace une portion équivalente d'acide
:arbonique. La bilirubine est insoluble dans T'eau, dans
I'éther de pélrole et dans 'acide acétique glacial; peu solu-
ble dans I'éther, I'alcool, la térébenthine, la glycérine i
chaud ; plus soluble dans le sulfure de carbone, 'alcool
amylique, la benzine ; trés soluble dans le chloroforme
quiest son vérilable dissolvant.

Ces solulions ont un pouvoir colorant trés intense ;
une solution ehloroformique a 1 pour 40000 colore encore
en jaune les lissus; par évaporation les solutions ehlo-
roformique, benzinique, laissent déposer la bilirubine &
I'état eristallisé.

2. Etat naturel. — La bilirubine existe-t-elle en dis-
solution dans les biles jaune ou rouge de 'homme et des
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animaux (pore, chien) on en combinaison ? Telle est la
premiére question, qui nous a oceupés. Nous avons cons-
taté I'insolubilité de la bilirubine pure dans les consli-
tuants de la bile, pris isolément ; dans les sels biliaires et
enfin dans le mélange nommé bile décolorée , qui con-
Lient presque tous les éléments de la bile, sauf les subs-
lances colorantes.

Eaxpérience. — On obtient la bile décolorée, en traitant la bile
par la poudre de charbon animal, de la maniére suivante (1) :
100 centimétres cubes de bile fraiche verte de veau, sont mélangés
avee 40 grammes de noir animal bien lavé. Aprés quelques heures
de repos, on évapore aun bain-marie ; la masse obtenuoe, refroidie, est
traitée par l'eau distillée et ramenée au volume primitif. Le liguide
est filtré, on obtient ainsi une liquear claire, incolore.

Ceci posé, la bilirubine est mélangée & la bile décolorée dans les
proportions de 4 centigramme pour 10 centimétres eubes. En agi-
tant, le liquide se colore légérement en jaune, mais la plus grande
partie de la poudre se dépose sur le fond.

La teinte légére qu'on observe tient 4 la présence d'une petite
gquantité de carbonates alealins, qui possédent la propriété de dis-
soudre la hilirubine, ou mieux de former une combinaison avee elle.

En effet, si I'on neutralise la liqueur exactement, par une solution
diluée d’acide chlorhydrique a 1 pour 100, elle cesse de se eolorer,
la bilirubine n’y est pas du tout seluble,

En résumé, on doit admellre que dans la bile, la bili-
rubine ne se trouve pas a I'étal de nature, mais a I'état
de bilirubinates alcalins.

Il s"établit évidemment, dans la bile, un partage des al-
calis enlre les acides parmi lesquels, la bilirubine ; d’au-
tre part, la quantilé du pigment élant trés petite dans la
bile [son pouvoir linclorial est considérable], les bili-

(1} Article Bile, par A. Dastre. Diclionnaire de physiologie de Ch.
liIcHET.
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rubinates pourraient élre considérés comme dissociés, i
ce degré de dilution élendue. Ce n'est que dans ce
sens, qu'il serail possible de dire qu'une petite partie de
la bhilirubine se trouve dans la bile & 'élat de nalure
(dissociation|. En réalité la presque totalité est i I'élat de
combinaizon alcaline.

Par rapport au pigment la bile peut done étre consi-
dérée. comme une solution de bilirubinate alealin, dans
le carbonate de soude.

4. Oxydation de Ia hilirubine — Transformation
da pigment. — Nous éludierons, d'abord la bilirubine
seule, en poudre, en solution chloroformique,en solution
glyeérique ; puis ses sels, les bilirubinates.

On dit que la bilirubine C*H"Az'0°, s'oxyde lente-
ment & l'air el se change en biliverdine : C=H"Az0,.

Celte transformalion ne se produil que pour les biliru-
binates [parex. : C*H*NaAz'0"] de couleur rouge-jaunilre,
qui se changent en biliverdinates [C*H*NaAz'0%, de cou-
leur verle,

Expérience. — La bilirubine en poudre laissée dans un tube i
essal plusieurs mois, exposée i la lumidre, en contact avee Mair, n'a
subi avcun changement.

Chauflée 4 1007 pendant plusieurs heures, elle ne change pas da-

vantage.

Expévience. — On prépare une solution de bilirubine dans le
chloroforme :

Bilirubine, (0 gr. 01,

Chloroforme, 10 centimétres cubes,

On agite tous les jours, i la lumiére. Aprés un mois, le chloroforme
¢vaporé lentement, n'a laissé aun fond du tube qu'un amas d’une pou-
dre de bilirubine et sur les parois un léger dépit formé d’anneaux

verts. Traitée par Ualeool, la masse prend vne counlear verditre
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(hiliverdine). L'oxydation de la bilirubine a été trés faible; elle a
coincideé d’aillenrs, avee l'altération lente du chloroforme.

La lumiére détruit done plus on moins lentement les
solutions de bilirubine dans le chloroforme.

Capranica (1) admet que la lumiére peul amener l'oxy-
dation de la solution chloroformique. Nous ne pouvons
pas confirmer cette assertion.

Expérience, — Dissoute dans la glycérine a chaud, la bilirubine,
aprés plusieurs jours, n'a pas changé.

Il en est de méme avee les corps gras; la bilirubine dissoute dans
le chloroforme en quantité sulfisante, est mélangée avec Uhuile dolive
(neutre). Le mélange se fait trés bien. En évaporant par la chaleur
le chloroforme, la bilirubine abandonne Uhoile et se concentre au
fond du tube dans la goutte de chloroforme non évaporé.

Ainsi, dans tous les eas, grande résistance & l'oxydation
directe, qui s’explique par la difficulté de conlact avee
l'oxygéne.

En emplovantdes agents oxydants faibles, tels que I'eaun
orygénée élendue, le conlact n'est pas moins difficile,
il n'y a conlact avee l'oxvgéne que pour les peliles por-
tions dissoutes dans I'ean chloroformée ; conséquemment
oxydation faible et lente.

En résumé : la bilirubine elle-méme est pen accessible
a l'oxygéne et difficilement transformable en biliverdine.
Celte fixation d'oxygeéne ne peal étre obtenue que par des
artifices chimiques. C'est ce quont fait Hugounenq et
Doyon avee le bioxyde de sodium. Jolles avee la solution
aleoolique d'iode, Haycraft et Scofield avee I'éther ozonisé
ou avec le pole positif du courant électrique appliqué & la
bilirubine biliaire imbibant un papier filtre, el nous-

(1) Capranica, Archives de biologie italiennes, 1882, p. 87.
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meémes avec le bioxyde d’hydrogeéne. On verra que récipro-
quemenl la transformation inverse de biliverdine en bili-
rubine peul étre oblenue par les agents chimiques de
réduction (amalgame de sodium, hydrogéne sulluré, pole
négalif de la pile, ete.).

Nous venons de voir que ces transformalions ne se pro-
duisenl pas spontanément a air, c'est-a-dire que les
solutions de bilirubine vraie n'absorbent pas l'oxvygéne
de I'air pour passer i I'état de biliverdine. La transforma-
lion, au conltraire, se produit avee les bilirubinates qui
deviennent biliverdinates. Voila done ce que I'on entend,
lorsque l'on parle de la transformation lente & I'air de la
bilirubine en biliverdine ; on a en vue les sels correspon-
dants.

Il faut étre prévenu de cet abus de mols quise commel
continuellement ; on dit &ilirvdine au lien de bilirubinate
ou inversement. On confond done trop souvent, dans le
langage. l'acide avec gon sel alcalin. De méme, quand on
emploie le mol « pigment fondamental », on 'applique in-
différemment & la bilirubine ou aux bilirubinates. Les
indications que nous venons de fournir montreront suoffi-
samment dans chaque circonstance s'il s'agit de I'acide ou
du sel.

by Les bilirubinales.

On peut dissoudre la bilirubine (acide bilirubimque)
dans la soude ou les carbonates alecalins jusqu’d neutra-
lité ; on a ainsi non pas une solution, mais un véritable
sel. L'aleali joue un double role : il se combine a 'acide,
puis il agit comme dissolvant du sel.

Inversement, les acides minéraux décomposent les bi-
lirubinales alcalins et déposent la bilirubine insoluble.
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Les bilirubinates alcalins sont solubles dans 1'eau,
comme Llous les sels alealins : ils sont insolubles dans le
chloroforme.

Réaction caractéristique avec la lessive alealine. — Sil'on
part d une solution chloroformique de bilirubine, et sil'on
agile cetle solulion avee une lessive alealine, la bilirubine
quitte le chloroforme qui se décolore pour passer a I'élat
de  bilirubinate dans la liquenr aquense. Celui-el reste
dissous si la quantité d'eau est suflfisante : mais si l'on a
opéré avec une faible quantité d'aleali concentré, le ili-
rubinate se précipite. De méme le sulfate d’ammoniaque &
saturalion préeipite les bilirubinates alealins.

Cetle réaction différencie la bilirnbine d’autres pigments
tels que la luléine des corps jaunes ovariens et du jaune
d'e:uf dont les solutions chlorvoformiques agilées avee le
carbonate de soude n'abandonnent pas a celui-ci leur
maliére coloranle.

Les bilirubinates alealins agités au contact de l'oxygene
ou simplement abandonnés a l'air se Lransforment en
hiliverdincles.

Sels alcalino-terrewr. La bilirubine se comhbine encore

avee les terres alcalines pour former des #dilirubinates
.r,r_,l'rf'{Iff}j{;—.l_’f’}'f’f’”_j"

(ies sels sont insolubles dans I'ean et insolubles dans le
chloroforme. Ils constituent la masse principalede certains
caleuls biliaires (caleuls de bilirubinate de chaux uni a
d'autres substances, chez le vean).

Si I'on part d'un bilirubinate alcalin, on le transforme
facilerment en bilirnbinate alealino-terreux en le trailant
par une solution de sel terreux, par exemple parle chlo-
rure de caleium. Le bilirubinate caleique insoluble se
dépose : il a pour formule C*H*NaAz'0°.
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Les bilirubinales de plomb, d'argent, ele., sonl égale-
ment insolubles.
Voici le tablean des solubilités :

EAL.  CUHLOROFORME.  ALCOOL. ETHER,
i [T T T g e s e S Insaluble.  Soloble.  on pen solubile. irits pon zolubile,
Bilirubinates alcaling . . . . «  Solubles. Imsolubles., Insulublos.
Bilirubinates alcalino=lermeux . . o Insolubles.  Insolubles. Insolubles. Incoluhiles.

5. Préparvation du bilirubinate de sodiom. — Un
prend 0 gr. 066 de bilirubine en poudre pour 100 centimétres cubes
de la solution de earbonate de sonde i 1 pour 1000. Le pigment se
dissout rapidement, en prenant une couleur jaune rouge.

Le liquide econtient du bilirabinate de soude et du carbonate de
soude : c'est ce mélange que 'on appelle la soletion alealine. La so-
lution neatre s'obtient en neutralisant exactement avec 'acide aceti-
gque on acide {'.Iliurl'lydl‘iqul.? : ¢ est un liquide qui & eoté da bilicabi-
nate contient de acétate et du chlorare de sodium.

6. Couleur. — 1° Les bilirubinales alealins sonl solu-
bles dans l'eau. Contrairement & lopinion commune
(Staedeler) ils y sont peu solubles (100 grammes d’ean dis-
solvent moins de 0 gr. 006 de bilirubinate de soude & la
température ordinaire) ; ils sont solubles dans les alcalis
et les carbonates alealins.

2° La coloration d'une solution de bilirubine ou de bili-
rubinalte varie graduellement du rouge grenal sombre au
jaune paille, suivant la concenlration. Les couleurs ex-
trémes sont tres distinetes @ rouge et jaune.

Prenons comme dissolvant le carbonale de soude &
I pour 100 ; ajoutons-y de la bilirubine : sila quantité at-
teint 0 gr. 04 pour 100 du dissolvant, la couleur esl
rouge ; en augmentant le dissolvant, la couleur devient
jaune paille ; si 'on continue & étendre le carbonate de
soude, la teinle restera jaune et sera seulement diluée,
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On aura le méme résultal en employant des solutions de
soude aux titres de 15 pour 100, 30 ou 60 pour 100.

En ajoulant des acides (acide acélique, par exemple),
on ne fera que diluer la liqueur tant qu'on ne dépas-
sera pas la neutralisation ; leffet sur la couleur sera
done le méme : & la couleur rouge, correspondant ala
concentration forte, suceédera le jaune de plus en plus
clair des coneentrations faibles.

Il est a remarquer que les choses se passent de méme
avee les solutions de bilirubine dans le chloroforme. La
bilirubine acide el ses sels alealins se comportent done de
méme au poinl de vue de leur teinte dans les solutions.

3° D’apres la couleur, on peut se faire une idée de la
teneur en bilirubine d’une solution de bilirubinate et de
sa réaclion.

Les solulions de hilirubinate de soude dans 'eau, sont
toujours jaune paille. Elles ne peuvenl pas élre rouges
parce qu'elles ne conliennent pas pour cela assez de bili-
rubinate, qui est [aiblement soluble dans 'eau : aussilors-
qu’en prenant une solution de bilirubinate dans le carbo-
nate & 1 pour 100, on neutralise par 'acide acélique ou
'acide chlorhydrique, une partie du bilirubinale est pré-
cipilée etla liqueur, toul a fait neutre, présente une cou-
leur jaune clair. Le jaune paille est la teinte d'une solution
neulre ; une couleur ronge indique au contraire un liguide
riche en pigment etde réaction alcaline. Dans les liqueurs
franchement acides le bilirubinate est simplement en
suspension et se dépose i la longue.

v. Propriétés. — La bilirubine acide et sessels alcalins
ont la méme couleur.
{° Si nous lraitons une solulion de bilirubinale par un
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acide ou par un aleali, c¢’esl-a-dire si nous passons de la
bilirubine au bilirubinate ou iversement, nous n'obser-
verons pas de changement de couleur ; il pourra se pro-
duire un précipité par 'acide, une redissolution par I'al-
cali, mais, dans auvcun cas, nous naurons de varialion
de couleur; pas de virage. Celle observalion esl essen-
tielle pour la suile.

2° Une aulre observation importanle el qui résulte de
ce que l'acide bilirubinigque déplace I'acide earbonique des
carbonales, ¢'est que, sil'on fail passer un courant d’acide
carbonique dans une solution de bilirubinalte, rien ne sera
changé ; la couleur restera la méme.

37 Une troisieme observalion est relative & la stabilité
de la bilirubine et des bilirubinales.

La solution de bilirubine dans le chloroforme se con-
serve tres longlemps sans changemenl & 'obscurilé. A la
lumiére, elle finit par se décolorer; celte allération coin-
cide, d'ailleurs, le plus souvent, avee une altération du
chloroforme lui-méme.

Les bilirubinates alcalins en solution sont stables & la
lempéralure ordinaire, en 'absence d’oxygéne. Dans un
tube o1 'on a fait le vide, ils se conservent sans change-
menl de couleur, que le tube soit & la lumiére ou i I'obs-
curilé. — Sous 'action de 'oxygéne de 'air, ils se chan-
gent en biliverdinales, trés lentement a 1'obscurité: le
verdissement commence & la surface el se propage a la
profondeur a mesure que 'oxygeéne s’y dissoul. A la lu-
micre, l'action est trés rapide.

4* Sil'on soumel au vide une solution de bilirubinate
alcalin, elle ne s’allére point; il n'y a pas de changement
de couleur.

5° La chaleur fait éprouver aux bilirubinates des n:mn.ii—
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fications plus ou moins profondes qui seront étudiées avee
quelque détail plus loin. Nous verrons que la chaleur fa-
vorise & un haut degré la fixation de I'oxygéne sur le bi-
lirubinate el sa transformation en biliverdinate. C'est un
agent énergique de verdissement dont Ieffet se fait sentir
méme en présence de quantités trés faibles d oxygéne,
telles que celles qui peavent étre dissoutes dans la solu-
tion de bilirubinate.

Mais, en outre de cette action, la chaleur en exerce une
autre, laquelle se manifeste seule lorsqu’iln'y a pas d'oxy-
géne, que 'on opére dans le vide. Elle délermine un dé-
pot, un précipité ; elle rend les bilirubinates alealing moins
solubles. 1l fautajouter une nouvelle quantité d'aleali pour
compenser cel amoindrissement de solubilité.

Les cing caractéres tirés de : la solubilité ; la conserva-
tion de la couleur sous 'action des acides et des alealis ;
sa conservation sous le courant d'anhydride carbonique ;
la stabililé générale ; l'indifférence an vide, sontceux qui
vonl nous servir pour juger la question des transforma-
tions de la bilirubine.

&%. Bilirnbinate d'ammoninm. Préparation. Proprié-
tés. — On 'obtient en dissolvant la bilirubine dans 'am-
moniaque.,

On mélange : Bilirubine 0 gr. O01; Ammoniaque 10 centimétres
cubes de la solution 1/100.

(On peut faire avec cette solution les mémes épreuves qu'on fera
plus loin avee le bilirubinate de sodium. On aura les mémes résultats
quant i Paction de l'air, de la lumiére, de la chaleur.

9. Détermination de Ia quantité de hilirubine. —
Nous avons délerminé la quantité de la bilirubine par
le procédé de A. Jolles.
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La solution alcoolique d'iode conslitue un agent d'oxy-
dalion, gradué et faible, qui transforme complétement la
bilirubine en biliverdine sans dépasser ce lerme. La réac-
tion a lien d’aprés la formuole C¥H™Az'0° 4 41 -+ 2HO
— CE2H¥Az'0s 4 4HI, dapres laquelle 508 d'iode ré-
pondent & 572 de bilirubine, ou en d'autres lermes 1 cen-
timelre cube de la solution aleoolique d'iode centi-nor-
male (1 gr. 27 pour 1000 d'aleool) correspond & 0 gr. 00144
de bilirubine.

La fin de la réaction est marquée par la coloralion
verle pure de liqueur ; par les caractéres spectroscopiques
de la biliverdine : par I'invariabilité de la teneur en iode.

En titrant 'iode employé (différence enfre la quantilé
ajoutée el celle qui reste en exces) on sail,du méme coup,
combien il v a de bilirubine.

On emploie, pour l'opération, la bilirabine en solution chlorofor
mique (1 eentigramme pour 30 centigrammes de chloroforme), on
ajoute la solution centi-normale diode par goultes et on agite. La
liquenr devient verte. On sait la quantité d'iode emplové ; il Faut sa-
voir ce qu'il en reste dans la liqueur. Pour cela, on emploie, comme
dans le procédé d'iodimétrie, la solution centi-normale d’hyposul-
fite de soude cristallisé (2 gr. 40 pour 1 litre d'eau), dont chaque
centimétre correspond & 1 milligr. 27 d'iode.

Afin de faire agir cette solution aqueuse sur la solution chloro-
formo-aleoolique, il faut ajouter & celle-ci de l'iodure de potassium
(10 ce. de la solution a 4/10) et de I'ean (100 ¢c.). On additionne
hyposullite de 3 a & centigrammes de liquenr d'amidon i 1/100 et
I'on verse la liqueur aleoolique iodurée d'iode, dans une quantilé don-
née d’hyposulfite, jusqu’a coloration bleue de I'amidon iodé. Lu quan-
tité d'hyposulfite employée fait connaitre la quantité d'iode qui exis-
tait dans la liquenr.

Clest 1 le procédé applicable pour la solution chloroformique de
bilirabine et pour les bilirabinates. Mais quand on opére sur une li-
queur complexe comme la bile, il faut prendre quelques précautions,
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§ 2. — Pigment définitif ou biliverdinique.

La biliverdine, pigment définitif, provient par oxvda-
tion de la bilirubine, dont elle differe par deux atomes
d'oxygéne en plus C*H»#Az'0* = C*H"Az'0" 4+ 0-.

Cetle transformalion se produil spontanément & 'air;
les solutions alealines (bilirubinates) y verdissentl lente-
ment ; le verdissement est rapide en présence des agents
oxydanls el de la lumiére.

10. Biliverdine. Solubilité. — La biliverdine est in-
soluble dans 'ean el I'éther, comme la bilirubine. Mais a
I'inverse de celle-ci elle est insoluble dans le chloroforme
pur.

Elle est (rés soluble dans I'aleool qui est son dissol-
vanl de choix (bleu verditre avec fluorescence rouge), et
trés soluble dans 'acide acétique glacial et dans la solu-
tion chloroformique d’acide acétique glacial : par quoi
elle se distingue encore de la bilirubine. Ces remarques
fournissent le moyen de séparer ces deux substances.

La biliverdine a la fonclion acide ; elle forme des bili-
verdinales el elle décompose les carbonales alealins,

[l faut étre prévenu qu'on dit souvent : hiliverdine pour
biliverdinate ; les circonslances monlrent assez s'il s’agil
de l'acide ou du sel. Le nom de pigment définitif s’appli-
gue aussi indifféremment a 'nn et & laulre.

Il est indispensable de faire observer, pour comprendre
la suite, que les solutions de biliverdine dans I'alcool ou
l'acide acétique, et les solutions de biliverdinate dans
'ean et dans les liqueurs alcalines, présentent la méme
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couleur, variant du vert émeraude au vert foneé suivant
la concentration.

Comme la bilirubine, la biliverdine (poudre) introduile
dans une solution de carbonale de soude, s’y dissout d’a-
bord,prend ensuite la place de I'acide carbonique etle bi-
liverdinate se dissoul lui-méme dans la liqueur alcaline.

11. Biliverdinates. — 1ls sonl plus solubles dans
I'eau que les bilirnbinates. A tous les antres égards leur
histoire est parallele a celle des bilirubinates. Nous avons
dil que la biliverdine et les biliverdinates présentent la
méme couleur; par conséquent, iln'y a pas de virage si
I'on passe de la biliverdine au biliverdinale ou inverse-
ment. Si P'on traite une solution de biliverdinate aller-
nalivement par un acide ou un aleali, par acide acélique
et la soude, il n'y aura pas de changement de couleur.

Le courant d’acide carbonique ne change pas la cou-
leur du biliverdinalte.

Les solutions de biliverdinates (et aussi de biliverdine)
sont trés stables dans les conditions ordinaires, en ex-
cluant, bien entendu, 'action des mierobes.

Le vide aussi est sans influence surles solutions de bili-
verdinates.

Les cing caractéres livés @ de la solubilité, de la stabilité
el de la conservation de la couleur sous 'aclion de 'acude
acétique, de la soude, de l'acide carbonique et du vide
caractérisent le pigment vert, la biliverdine et les bili-
verdinales,

12. Aliérations des hiliverdinates souns I'netion des
microhbes. Puiréfaction spontandée de la bhile verte,

Les solutions de biliverdinales peuventsaltérer sous I'ac-
tion des microbes ; nous ne parlons pas évidemment des
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solutions pures dans lesquelles des organismes vivraient
difficilement. mais des solutions auxquelles se lrouvent
mélées des substances organiques convenables el spécia-
lement de la bile.

La bile verte — rendue verie par les biliverdinates —
s'altere sponfanément & I'air. Au bout de peu de temps
(deux jours a quatre jours dans les circonstances ordi-
naires) les tubes qui la renferment commencent a jaunir
par le fond, les couches supérieures restant vertes. Le
jaunissement remonte successivement et il ne resle bien-
tot plus de couleur verte que dans la couche supérieure,
tout & fait au contact de I'air. Hugounenq et Doyon onl
bien éludié ce phénoméne el délerminé les microbes qui
le produisent (1). Le plus remarquable est un cocco-ba-
cille trés mobile, liquéfiant la gélaline et ne fixant pas le
Gram. Mais il existe un grand nombre d'aulres bacilles
réducteurs, staphylocoecus aureus, vibrion seplique, ba-
cille coli, ele. La maticre colorante qui se produit esl
jaune verdalre sous faible épaisseur; elle est rouge en
grandes quantités. Elle a des bilirubinales le caraclere
de la couleur, du specire continu sans bandes défermi-
nées avec absorption aux deux extrémités. Elle s'en dis-
tingue en ce qu'elle ne donne la réaction de Gmelin ni la
réaction d’Ehrlich. Elle différe done assez notablement des
pizments fondamentaux : elle en difféere plus que leurs dé-
rivés immédials, bilicyanine, choléleline, ele. (Cest une
espéce de corps wrabilinoide.

Hayeraft et Scofield (2), quelques années auparavant,

(1) Hucouxesg et Dovox, Recherches sur les pigments biliaires. Arehi-
ves de Physiologie, 1896, p. 525.

12} J.-B. Haycrarr et H. Scoreco, Zur Farbenlehre der Galle. Central-
blatt fir Pliysiol., 1889, p. 222,
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avaient observé ce méme phénomene du jaunissement de
la bile verte par le fond du tube. Leurs observations sonl
moins précises que les préeédentes. Elles en différent par
un point essentiel. Le pigment jaune qui se forme dans
celle pulréfaction sponlanée de la bile serail tout simple-
ment le pigment bilivubinique. Il donnerail la réaction de
Gmelin : il reproduirait la biliverdine. 11 s’agirait d'une
simple réduction de la biliverdine par oxydalion.

1° Celte contradiction entre des expérimenlateurs éga-
lement connus pourleur habileté nous a inléressés. Nous
avons reconnu facilement qu’ils avaient raison les uns el
les autres. Leur divergence s'explique par le moment,
plus ou moins éloigné, ou ils ont fail leur observalion.
Au débul, pendant les premiers jours, on trouve comme
Hayeraft et Scofield un pigment jaune qui est réellement
constilué par la bilirubine (bilirubinale) avee lous ses ca-
racléres, v compris la réaclion de Gmelin el la possibilité
de repasser au verl sous l'influence des agenls qui oxy-
dentla bilirubine, chaleur, lumiére en présence de 'oxy-
giéne, ete.

Au contraire, sil'on attend plus longlemps, el qu'on
examine la bile de veau abandonnée a I'altération spon-
tanée, aprés 6, 8, 15 jours, il se fait un précipité, la li-
queur est jaune sale et alors elle ne donne plus la réac-
lion de Gmelin, comme 'ont vu Hugounenq et Doyon.

20 Il faul plus ou moins longtemps pour passer de la
premiére phase i la seconde. Nous avons pu condenser
le phénoméne dans un court espace de temps, par l'arti-
fice suivant :

Nous prenons de la bile verte de veau el nous la laissons
saltérer pendant un temps variable, ala lempérature du
laboratoire et de I'éluve. Nous avons ainsi des biles pu-
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tréfides de 2 jours, 4 jours, 8 jours, 12 jours, ete. Ces

échantillons vont nous servir pour l'ensemencement ;

nous les désignerons par les numéros 2, 4, 8, 12, ete.
Vautre parl, nous recueillons de la bile fraiche de veau

— bile qui ne contient que de la biliverdine — et nous
sommes assurés d'obtenir ce résultat, en la chanffant pen-
dant une demi-heure & 100°en présence de I'air. — On en

prépare plusieurs tubes A, B, C, D, ete... Quelques-uns
de ces tubes sont fermés pendant le chauffage méme ; ils
s¢ conserveront indéfiniment & 'obscurité ou & la lumiére,
avee leur couleur verte. — Les aulres seront ensemencés
avec les précédents, en mettant 1/2 centimétre cube du
conlenu pulréfié dans 5 eentimetres cubes de bile verte.
On observe que les tubes A, B, €, ensemencés avee la
bile des premiers jours (2), (3), (%), s'altérent lentement
a leur tour. — Au contraire, en ensemencant avec la bile
altérée d’'une période plus avancée, par exemple du
12" jour, on obtient des phénomeénes trés rapides. Au bout
d'une heure de contact, & 40°, la hile verle commence a
jaunir: aprés 3 heures le jaunissement est complel : la
réaction de Gmelin, celle de I'iode alcoolique, I'action du
chauffage montrent que 'on a affaire & un bilirubinate.
Apres 18 heores de conlact celle premiére phase est dé-
passée. La liqueur est devenue trouble: elle ne donne
plus la réaction de Gmelin, ni les autres réactions du pig-
ment bilirubinique. On a affaire au pigment urobilinoide.
3° La rapidité avec laquelle s’est produite la premiére
phase, la transformation de la biliverdine en bilirubine,
nous a amenés a nous demander si cetle action élait due
an développement des microbes eux-mémes, ce gui serait
difficile a concevoir, ou simplement & I'action de quelque
produit soluble qui existerait dans la bile d’ensemence-
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ment. — Déji, on conslale an moyen du papierd 'acélate
de plomb que celle bile d’'ensemencement contient de
l'acide sulfhydrique ou du sulfhydrate d'ammoniaque pro-
venanl de la taurine de l'acide taurocholique. EL, d"autre
parl, nous avons monltré gue ces agenls réducteurs rame-
naient trés rapidement la biliverdine a I'état de biliru-
bine.

Nous avons done introduit dans un ballon Pasteur (muni
du filtre poreux et garni de deux tubulures) de la bile
verte biliverdinique. Puis, nous avons fail pénétrer, de la
méme maniére, ¢'est-i-dire par la filtration & la trompe,
la bile putréfiée, dont les microbes sont dés lors arrélés.
La transformation de la biliverdine en bilirubine a eu
encore lieu.

Ainsi, c'est un produil soluble qui a exercé le premier
effet de réduction. Ce n’est pas une réduction vitale. —
Il était intéressant de décider, en détruisant an moyen
d'un sel de plomb 'acide sulfhydrique de la bile putré-
fice avant de 'ajouler, si ¢'est vérilablement 'acide sul-
fhydrique qui a agiici. L'expérience parait confirmer celle
vue. Mais I'action n’a pas élé, dans ce cas, poussée [rés
loin ; on n'esl pas arrivé jusqu'a la formation du produit
urobilinoide (1).

§ 3. — Pigments intermédiaires ou biliprasinigues.

13 Circonstances gémérales de lenr formation, —
La bilirubine se change en biliverdine, par simple ahsorp-
tion d'oxygéne.

(1) A. Dastee et N. Frorgsco, Observations sur la putréfaction de la
bile. C. R. de la Société de Biologie, mars 1898,
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Mais, ce changement ne peul étre obtenu que par des
arlifices chimiques, I'emploi du bioxyde de sodium, de la
solution alcoolique d’iode, du bioxyde d’hydrogéne, de
I'eaun chlorée, bromée, iodée.

La transformation inverse de biliverdine en bilirabine
peul élre oblenue de méme, par les moyens chimiques de
réduction (amalgame de sodium) ; nous I'avons réalisée
par le courant d’hydrogéne sulfuré.

Ces transformalions ne se produisent pas sponlanément
4 l'air, pour la bilirubine vraie ; elle n'absorbe pas I'oxy-
gene de l'air pour passer a 1'état de biliverdine.

Ce sont les bilirubinates qui deviennent biliverdi-
nales.

La transformation du bilirubinate (pigment jaune) en
biliverdinale (pigment vert foncé) dépend de quatre fac-
teurs : Uoxygéne; — la chaleur ; — laréaction du milew; —
la lumiére. — L'oxygéne est le facteurindispensable. Cesl
ce qui résulte des travaux de Staedeler, Heinlz, Maly,
Hoppe-Seyler, ete. S'il fait absolument défaut (vide ab-
solu) il ne peul y avoir de changement du bilirubinate.
Les trois autres facleurs sont simplement adjuvants de
l'action de l'oxygene. Nos recherches font précisément
connaitre I'imporlance relalive et la signification de ces
trois agents dans 'oxydation de la bilirubine.

Mais nos études ont eu un résultat plus général et que
nous indiguerons immédialement. Elles nous ont révélé
une étape nouvelle sur la route qui conduil du pigment
bilirubinique an pigment biliverdinique ou qui redescend
de ce dernier au premier. Quels que soient les agents ad-
juvants dont on emprunte le secours, chaleur, lumiére, ele.
si I'on en gradue et ménage convenablement 'action, on
fombera loujours sur ces composés intermédiaires, on
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saisira leur exislence lransitoire ; on lraversera la phase
biliprasinigue.

Nous verrons, par exemple, que 'action de la chaleur
transforme le pigment bilirubinique en un aulre pigment
jaune, diliprasinate de soude, voisin de lui par sa couleur,
seulement un peu plus brun que rouge; de lelle sorle
que rien dapparent ne signale ce changement. Mais on
s'assure qu'il a eu lieu, ¢l que le pigment jaune n'est plus
le pigment bilirubinique. En effet, 'aetion de l'acide acé-
lique le [ait passer au vert; de méme le courant d’acide
carbonique le fail passer au verl: & l'abri de 'air (vide)
sous l'influence de la lumiére, il n'est pas stable ; tous
caractéres qui n'appartiennent pas au pigment bilirubi-
nique.

Et, de méme, nous avons vu, au cours des mémes re-
cherches, qu’il existait un autre pigment vert. Celui-ci
n est pas le pigment biliverdinique, parce que 'action de
I'aleali le change dans le pigmenl jaune précédent, parce
que 'action du vide le change en un autre pigment jaune
(bilirubinique ) inattaquable par l'acide acélique; lous
caractéres qui n'appartiennent pas a la biliverdine.

Ce sonl ces deux pigmenls que nous avons appelés pig-
menls hiliprasiniques.

14. Carnctéres gui les délinissent. — s sonl défi-
nis par les caracléres précédents dont le plus commode
est lemploi alternatif de 'acide et de 'aleali, ¢'est-i-dire
ce que nous appelons la réaction alcalino-acide ou acido-al-
caline. Uelle réaclion qui les fait virer du vert au jaune ou
du jaune au verl, ne produitrien avec les pigments bili-
rubinique et biliverdinique (7,11).

Cetle méme réaclion nous montre la relation des deux
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pigments. Elle nous fait voir que I'un,le pigment jaune, est
une solution alcaline (sel alealin) de 'autre, le pigment
vert. Le pigment vert est Uacide biliprasinique, ou bilipra-
sine ; le pigment jaune est le biliprasinate.

Le biliprasinate, pigment jaune, est décomposé par l'a-
cide carbonique, el passe au vert contrairement aux bili-
rubinates ; il n'est pas stable dans le vide & la lumiére,
contrairement & eux; traité par Pacide acélique, il four-
nit un acide vert, contrairement & eux, encore.

L'acide biliprasinique ou biliprasine, pigment vert, res-
semble & la biliverdine par sa solubilité dans Pacide acé-
lique glacial et dans 'alcool. Il est soluble duns I'ean et
la bile chargées d'acide carbonique en excés. Mais ce pig-
ment difféere du pigment biliverdinique parce que : 1°il est
ramené au jaune par lesalealis, 2° parce que sous I'action
du vide il est dissocié et réduit & I'état de bilirubinate.

Tout ce qui va suivre va étre le développement et la
démonstration de ces caractéres, de ces analogies et de
ces dilférences. Nous insistons sur ce trait particulier, &
savoir qu'il existe deux pigmenls biliprasiniques, tandis
qu'il n'existe qu'un pigment bilirubinique et qu'un pig-
ment biliverdinique. Cela tient & ce que la bilirubine
acide et les bilirubinales alealins ont la méme counleur
rouge jaune ; la biliverdine acide et les biliverdinates al-
calins, la méme couleur verte ; tandis que. par exception
i celte régle, le sel et 'acide biliprasiniques ont des eou-
leurs différentes, jaune pour le sel, verte pour I'acide.

Nous voyons ainsi que par leur couleur les pigments bili-
prasiniques sont intermédiaires aux deux pigments fon-
damentaux ; ils participent de I'un et de 'autre. Ils leur
sont encore intermédiaires, en ce qu'ils en viennent el y
aboulissent.
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Nous allons mellre en évidence, aprés lear existence,
urs relations avee les pigments fondamentaux.
leurs relations avec les pigments fondamen tau

15. Dénomination des pigments biliprasinigues, —
Mais avant d'aborder ece programme, disons un molt de
lewr nom. Au liea de forger une appellalion, nous avons
donné & ces pigments noureawr le nom de pigments bifi-
prasinigues, ¢'est-a-dire un nom ancien que nous faisons
revivre.

Le nom de biliprasine avail été introduil dans la science
par Slaedeler, puis il en avail été effacé, plus tard, lorsque,
a la suite des travaux de R. Maly, on crul sapercevoir que
l'objet anquel il gappliquail n’avait pas d’existence dis-
tincle. La biliprasine de Staedeler n'exislerail pas. Ce qu'il
a appelé ainsi serail, a-l-on dit, un simple mélange de
biliverdine et de bilifuseine (1). C'est une erreur. Slaedeler
a pris pour biliprasine, un pigment pathologique {calculs)
qui en réalité élail un mélange de biliverdine et de nolre
véritable biliprasine. Le pigmentbilifuseinique, dont nous
n‘avons pas i parler ici, n'a pas les caracléres allribués
par Staedeler & son pigmenl: il ne donne pas la réaction
de Gmelin ; il ne vire pas par I'action alternative des aci-
des et des alealis. Dans la réalilé, ce que Staedeler a eu
entre les mains, ¢’est un mélange de biliverdine et de
notre véritable biliprasine. Cette confusion suffit pour
enlever de leur valeur & ses analyses el a la formule qu’il
en avait déduite C"H*Az'0™; mais cela ne sullit pas &
condamner le nom. Nous appliquons aujourd’hui & un
produil teés distinet de la biliverdine par les caracléres
indiqués plus haut, qui exisle, ainsi que nous le verrons,

1) A. Gaucgeg, Asuen et Bevenm, Die physiologische Chemie der Ver-
daung, p. 348. — 0. Haxuanstex,Lehrbuch der phys. Chemie, 1891,p. 120,
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dans les biles normales et qui conslituait au moins une
partie du produit de Staedeler.

16. Lenr origine. Leurs rapporis avee les pigmenis
fondamentaux. — Nous avons dit tout a I'heure que les
pigments biliprasiniques, correspondent & un stade in-
termédiaire enlre la bilirubine et la biliverdine, guand
on passe de le premicre a la seconde au moyen des agents
d’oxydation en opérant en solutions étendues.

Cela semblerait done différencier notre biliprasine du
produit analysé par Staedeler. La biliprasine de Staedeler
correspond, en effet, au méme deqré dorydation que la
hiliverdine. C'est un hydrale de biliverdine. Elle ne dif-
fere de celle-ci que par 4 molécules d’eau en plus:
CEH*Az 0" = C2H*Az:0° + 4H0.

Nous verrons que I'hydratation joue, en effet, un role
dans saformalion. Elle exige pour se produire les solu-
tions étendues c¢'est-i-dire un exces d'ean ; mais d’autre
part, I'intervention des agents oxydants n'esl pas conles-
table. Et l'expression réelle du phénomene est celle-ci:
Les pigments biliprasinigues prennent naissance quand on
emploie, pour passer de la bilirubine i la biliverdine  les proce-
dés d'oxydation en présence d'un excés d eau.

Cet énoncé, qui est 'expression fidéle des faits, rend
peu vraisemblable, mais n’exclut pas absolument la pos-
sibilité que la biliprasine soit un simple hydrate de la
biliverdine. L'analyse chimique du pigment pur serail
seule capable de donner une certitude i cel égard. Quoi
qu’il en soit.et alors méme qu'il ne serait qu'un hydrate
particulier de la biliverdine, rien, en [ail, ne devrait élre
changé a ce que nous disons.
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%5 4. — Transformation des trois sortes de pigments, les
uns dans les autres.

La transformation du pigment bilirubinique aux aulres,
biliprasiniques et biliverdiniques, dépend de quatre fac-
teurs : Uozygéne ; — la réaction du miliev ; — la chaleur ;
— la lumaére.

17. Oxygéme. — ['oxygene est, avons-nous dil, le fac-
teur indispensable. Dans le vide absolu, la transformation
est impossible, comme 'ont montré Maly, Hoppe-Seyler,
ete. Suivant que l'oxvgéne est plus ou moins abondant,
toutes choses égales d’ailleurs, la transformalion est plus
ou moing facile et compléte.

Il faut étre prévenu que la transformation peut s’ac-
complir encore en flacon fermé, sans air libre formant
atmosphére au-dessus de la liquear. Cela tient & ce que
l'oxygéne dissous est, le plus souvent, suffisant & oxyder
la bilirubine.

Par exemple, les liqueurs dont nous avons fait usage contiennent
de la bilirabine dans la proportion de 6 0/00. Les biles naturelles en
contiennent dans des proportions analogues, de 24 5 ou méme
20 0/00, en passant du beeuf au pore et & 'homme. On peat en par-
tant de ces chilfres calculer le volume d'oxygéne nécessaive a I'oxy-
dation et s’assurer qu'il y en a suffisamment dans la bile ou dans nos
solutions en supposant qu'elles dissolvent l'oxygéne atmosphe-
rique comme le fait I'ean pure. La formule de Maly nous montre que
312 milligrammes de bilirubine exigent 32 milligrammes d'oxyzéne
ou 22 cc. 08 & 07 et & la pression normale. Un milligramme de bili-
rubinate, d’aprés cela, aura besoin de 0 cc. 038. La solution de bili-
rubine & 66 milligrammes pour 100 ce. exigera done 2 ce. 28. Or,
Poxygéne atmosphérique dissous dans la méme quantité d'ean



a2 REACTION DU MILIEU
(100 cc.) sera de 4 ce. 2, c'est-d-dire prés de deux fois suffisante.

Il est bien entendu, comme cela résulle d’ailleurs de ce
qui précede, quela transformation du pigment jaune de la
bile vésiculaire (biliprasinate), en pigment vert habituel de
celte méme bile (biliprasine), n'exige pas la présence de
I'oxygeéne, mais seulement I'inlervention d’un acide.

18. Réaction du milien. — Toules choses égales
d'ailleurs, I'alcalinité retarde les transformations du pig.
ment bilirubinique. Elle contribue a sa stabilité. Les
épreuves comparatives faites avec les solulions de biliru-
binale neutralisées par l'acide acétique el les solulions de
plus en plus alealines, montrent que le pigment jaune
devient moins facilement vert ou moins rapidement dans
ce dernier cas. Le fail s'explique. La réaction du mi-
lieu intervient de deux facons. En premier lieu, I'alcali-
nité nuit & la formation des pigments inlermédiaires ou
pigments biliprasiniques, puisqu'on sait qu'elle est, en
général, une condition défavorable a I'hydratation qui
intervient avee l'oxvdation dans celle formation. En
second lieu, le biliprasinate élant supposé formé, I'alea-
linité s’oppose 4 sa lransformalion en biliprasine (pig-
ment vert intermédiaire). Le bilirubinate ne peul que
passer directement au biliverdinate (pigment vertdéfinitif,
plus foneé) ; an conlraire, la neutralisation favorise la
formation et la transformation du pigment intermédiaire.

Notons encore que dans les circonslances ot il se pro-
duit une diminution de la solubilité des bilirubinates
(action de la chaleur, du vide, ete.) on voit se former
un dépdl en solution neutre, tandis qu’il n'y a rien de tel en
solution alealine. La puissance dissolvante de 'alcali em-
péche le dépot.
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19. Influence de Ia lumiére. — La lumiére exerce
une influence trés active sur le verdissement de la bile
jaune. Le fail a da élre apercu, sans élre compris, (res
anciennement. Capranica l'a signalé en 1882, mais
inexaclement. A. Lélienne 'a mieux indiqué en 1891,
Nous avons réussi a I'élucider plus completement. Voicel
I'expression que nous en donnons :

La lumiére favorise a un degré remarquable la transfor-
mation du bilirubinate en biliprasinale el presgue aulant
celle du biliprasinate en bilwerdinate, ou de la biliprasine en
bifiverdine, c¢'esl-a-dire, en définitive, qu'elle favorise
l'oxydalion des pigments biliaires.

La lumiére el 'oxvgéne aménent done, assez rapide-
ment, le bilirubinate, pigment fondamental jaune, & I'état
de pigment vert définitif.

On peut donner i 'expérience un caractére comparatif
saisissanl en montrant deux échantillons de la méme so-
lution : I'un conservé a l'obscurité, resté jaune, l'autre
ayant subi quelques heures d’exposition au soleil devenu
verl.

Expérience. — On prépare une solution de bilirubine 0 gr.01 pour
20 cent. cubes de carbonate de soude & 1 0/0. On neutralise avee
lacide acétique. On prépare plusieurs tubes A essai soit avec la solu-
tion neutralisée soit avec la solution alcalisée primitive.

On laisse la moitié des tubes i l'obscurité, dans la chambre noire
les autres sont exposés an soleil.

On conslate aprés quelques heures que les fubes exposés
au soleil sont devenus verts ; les tubes restés a lobscurilé ont
conservé lewr couleur jaune. L'effel est moins marqué dans
les tubes & réaction alealine.

Il s'agit ici d'une lransformation extréme du pigment
bilirubinique en pigment définitif biliverdinique. Mais



34 ACTION DE LA LUMIERE
on pent saisir la phase intermédiaire biliprasinique.

On peut voir en effet qu'aprés quelques moments dexposition & la
lumiére, le bilirubinate a été changé en biliprasinate. Aucun virage,
aucune modification bien nelte de couleur, 4 la vérité, n'a marqué
cette transformation des solutions insolées. Elles ont néanmoins subi
un changement qui se manifeste de la maniére suivante : en ajoutant
quelgues gouttes d'acide acétique glacial la liqueur devient rapide-
ment vert émeraude (biliprasine) ; avec I'aleali (soude 30 pour 100)
elle retourne a sa couleur primitive rouge brun (biliprasinate). On
peut reépéter ces alternatives plusieurs fois, en employant avec
précaution les doses d'acide et d’aleali.

La lumiére a done déterminé d' abord la transformation
die bilirubinate en biliprasinate., — Clest dans une seconde
phase qu’a lieu la transformalion du biliverdinate et, par
conséquent, le virage de couleur.

On constate de méme que, sous I'action de la lumiére,
la solution alcoolique acide de biliprasine (vert clair) se
change en biliverdine (vert foncé), 'oxygene bien entendu
élanl supposé présent.

Action de diverses lumiéres. — Spectre. — Prenons une
solution de bilirubinate préparée & la tempéralure ordi-
naire el & l'obscurité : deux conditions qui n'ont au-
cune influence altérante. On a vo plos haut l'influence
transformatrice de la lomiere.

On peut se demander, si la lumiére blanche ou les di-
verses lumiéres colorées, onl un effet parliculier.

Nous avons projelé un spectre électrique, ayant une
étendue de 35 centimétres au minimum de déviation et
nous avons placé des tubes de bilirubinates dans diverses
régions spectrales.

Tous se comportent i peu prés de méme : il semble
qu’il y ait deux plages, on l'action de la lumicre serait
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un peu plus accusée: I'une du colé du rouge et I'autre
du colé du violet. Enfin il parait y avoir une aulre
bande dans le verl on l'action serail aussi un pea plus
marquée.

Ceci est en accord avec I'apparence spectroscopique du
bilirubinale, qui absorbe surloul les radialions aux deux
exlrémités du spectre avee une trés légere bande d'ab-
sorplion dans le jaune vert entre D et E.

20. Influence de la chaleur. — [a chaleur est 11i1gi‘lil
le plus elficace de la transformation des pigments biliai-
res, ou, pour préciser, du pigment fondamental dans les
denx antres.

Il faut distinguer le cas on 'action de la température
est peu prolongée, el le cas on cette action est longtemps
prolongée.

1° Les températures de 40°a 100°favorisent extrémement
le passage du bilirubinale au biliprasinate (1% phase) :
elles favorisent, mais moins bien, celui du biliprasinate
au biliverdinate (2 phase, verdissement).

Si on soumel & la température de 50 degrés une solu-
lion de bilirubinale sodigque neatralisée, on voit, au bout
de 30 minules, que la couleur est devenue rouge brun ;
on constate qu'il s’est formé un biliprasinate.

Une solulion de bilirubinalte faiblement alealine, étant
chauffée a 75° pendant 20 minutes, la couleur reste la
méme en se foncant un peu: le stade biliprasinique per-
sisle quelque temps. Ainsi, I'action de la température en
liqueur légérement alcaline est éminemment favorable &
la démonstration du slade biliprasinique.

Pour la transformation poussée i son terme (verdisse-
ment) il faul prolonger un peu plus longtemps l'action ou
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élever un peu plus la température. Des tubes trés faible-
ment alcalins ou neutralisés, chauffés pendant 10 minules
a 100°, a l'obscurité, sortent du thermostal tout & fait
verts. De méme des tubes chaullés & 75° pendant plus
d'une heure. Les lubes témoins se conservenl sans chan-
gemenl. La comparaison du tube chauffé, devenu vert
avec le tube non chauffé resté jaune, donne une démons-
tration saisissante de 'influence de la tempéralure.

2° Si l'action de la chaleur est quelque peu prolongée,
et surtoul si l'on opére sur une solution de bilirubinate
trés faiblement alcaline ou neutre, il se produit un phé-
nomene remarquable, un dépdt. 1L v a un précipité flocon-
neux jaunialre qui tombe au fond do tube et qui prend
bienlot un caraclére d’extréme division.

Le bilicubinale a done subi une altération qui se traduit
par une diminution de solubilité. On comprend que ce
dépol sera d’autant plus marqué si 'on opére sur une
liquenr qui, déja, dissout difficilement le pigment, ¢’est-
a-dire sur une solulion neutre. On peut arriver & 1'inso-
lubilité absolue : la liqueur se décolore complétement.
Elle se recolore pour un temps si I'on agite le tube, parce
que le précipilé de bilirubinate trés divisé reste longlemps
et facilement en suspension.

Ajoutons que la chaleur prolongée ameéne aunssi le dépol
des biliprasinales el leur décomposition en bilirubinates
insolubles.

21. Moyens de passer des pigments bilirnbinigues
aux biliprasinigues et inversement. — En oulre des
4factenrsquiréalisent la formation du stade biliprasinique
en parfant du stade bilirubinique, on peut utiliser pour
le méme résullat les agents chimiques oxydants : I'tode
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aleoolique, l'eau chlorée, I'ean bromée. Si l'on verse avee
précaution une pelile quantité de ces solulions dans le
bilirubinate, le liquide prend une teinte vert clair (bili-
prasine). Celle biliprasine traitée par I'aleali, passe & la
couleur rouge brun (biliprasinale, sel alealin} ; par 'acide
acetique elle relourne au vert.

Un autre procédé consistera i utiliser la chaleur aidée
du courant d’anhvdride carbonique. Par le courant de
(20s le bilirubinate neutre qui a subi U'influence modérée
de la chaleur (50°) devientverl elair : ¢'est la biliprasine ;
I'aleali la raméne au rouge brun (biliprasinale).

Arrivé au slade biliprasinique on peut retourner au
stade bilirubinique. On a trois moyens :

1° Le vide ; la biliprasine devient jaune (bilirubine) ;

2° Le courant d’hydrogéne sulfuré; la biliprasine est
Lransformée en bilirubine :

3« Le sulfure d'ammonium ; méme action.

Les mémes agents ou des agenls analogues permeltent
d’aller plus loin, el par conséquent de passer en série as-
cendante des pigments bilirubiniques aux pigments bili-
verdiniques.

a) Action des agents oxydants. Moyens d obtenir les
prgments biliaires en seévie ascendante.

On peut observer successivement les 3 slades des pig-
ments biliaires : pigment originel, jaune, bilirubinique ;
pigments intermédiaires, jaune brun, biliprasinale, verl
clair, biliprasine; el enlin pigment definitif, vert foncé,
biliverdinique. 11 suffit de faire agir, d'une maniére me-
nagée, la laccase, I'ean oxygénée, I'iode aleoolique.

22 Action de Ia lacease. — Nous avons éludié ac-
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tion de 'oxydase la mieux connue sur la bilirubine. La
laccase que nous avons emplovée a été préparée par
G.Bertrand, qui, le premier, a isolé ce ferment. La solution
contenait : Laccase, 0 gr. 02 ou0 gr. 0%, pour 10 centimé-
tres cubes d'eau distillée.

Cette solution a été mélangée & parties égales avec une
solution de bilirubinate sodique.

Ezxzpérience. — On prépare deux tubes, I'un absolument plein,
sans atmosphére d'air, I'autre contenant de I'air.

Les deux tubes sont laissés i la lumiére diffuse, & la température
ordinaire. Deux tubes témoins contiennent la méme solution, i cela
prés que la laccase a été préalablement bouillie, avant d’étre mélan-
gée an bilirubinate.

Aprés 6 heures et 24 heures, on examine I'état de choses : la solu-
tion des tubes témoins n'a pas encore verdi, elle reste jaune. Le
tube i la laccase et sans atmosphére d'air a changé trés pen.

Le tube qui contient de la laccase et de l'air présente une belle
couleur vert clair (e’est de la biliprasine) donnant la réaction acido-
alealine. Aprés 24 heures, la couleur est vert foneé: la liqueur ne
donne plus la réaction acido-alcaline.On a le pigment biliverdinique.

Dans une autre expérience le tube contenant la laccase sans atmos-
phére libre, a subi un verdissement grice i I'oxygéne dissous.

En résumé la laccase favorise l'oxydation de la bilirubine
et fait passer ce pigment par ['étal de biliprasine el enfin de
biliverdine. La laccase vend un peu plus facile la fixation de
loxygeéne dissous.

23. Action de I'eau oxygénée, — [/eau oxvgénée que
nous avons employée est a I'élal neutre; elle ne contient
que deux ou trois volumes d'oxygéne.

Avec la solution artificielle de bilirubinate, on observe
un verdissement rapide suivi de décoloration ; eeci & I'abri
de la lumiére.
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A la lumiére, Paction est plus compléte et plus brusque;
il y a dégagement d'oxygéne el décoloralion accélérée.

L'oxydation, dans ce dernier cas, doil s'accompagner
de quelque autre phénomene tel qu'une hydratation, de
telle sorte que le stade biliverdinate est mal représenté
dans la série de ces transformalions. On n'apergoil pas
de verdissement. La décoloration sans verdissement préa-
lable est de régle avec les solutions plus concenlrées
d’eaun oxvgénée.

21. Action de liode alesoligue. — La solulion aleoo-
lique d'iode, constitue un agent d’oxydation graduée, qui
permel d’en suivre les phases. A Jolles I'a employée pour
transformer la bilirubine en biliverdine. La réaction a lieu
d’apres la formule suivante :

C32H*Az0° + 4] 4 2H20 — C2H*Az*0° 4 4HJ
FETiFmLine 3 = Biliverdine

La liqu{}m' Jaune devient d’abord vert clair, puis vert
foneé.

Lxpérience, — Dans un tube i essai, on met 10 cc. de la solution
de bilirubinate et on verse goutte i goulte la solution alcooligque centi-
normale d'ivde (1 gr. 27 d'iode pour 1000 d'aleool). On emploie une
petite pipette graduée en centiémes de cenlimétre.

Une divisionoula moitié d'une division d'iode versée sur 10 centi-
métres cubes de bilicubinate, fait virer la coulear rouge an vert elair ;
ce vert clair est la biliprasine ; car en ajoutant quelques zoultes
de la solution de soude, la couleur devient jaune brun (bilipra-
sinale) et par l'acide acétique retourne au vert (biliprasine).Le bilira-
binate a été oxydé (et probablement hydraté en méme temps) ; il a
passé & I'état de biliprasinate et celui-ci, en présence de 'aleool aci-
difi¢ par I'acide iodhydrique, a libéré la biliprasine.

" En ajoutant encore de l'iode alcoolique, la solution de vert clair
devient vert foncé : ¢esl de la hiliverdine, car en ajoutant de la solu-
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tion de soude & 30 pour 100, la liqueur reste verte ; la couleur est
slable.

Les mémes fails s'observent en traitant la solution
de bilirubinate par 'eau iodée, 1'eau bromée, et I'eau
chlorée.

25. Réaction de Gmelin. — Dans un verre i pied, qui
contient de 'acide nitrique nitreux, on verse avee précau-
tron la solution de bilirubinate. On voitapparaitre la série
bien connue des couleurs caractérisant chacune un pig-
ment distinet; st 'on fixe son altention sur la couleur
verle, on voil que de vert elair au commencement, elle
devient vert foncé, puis l'oxvdation conlinuant il y a pas-
sage aux autres coulenrs.

b) Retowr inverse de la biliverdine aur pigments biliprasi-
nigues et bilirubiniques. Sérvie descendante.

Si par l'oxydalion, nous avons oblenu, en partant du
stade bilirubinique, les stades : biliprasinique et biliver-
dinique (chaque stade élant délerminé par des caracléres
spéciaux), nous pouvons par les agents réducleurs faire
I'inverse : en parlant du pigment définilif ou biliverdine
arriver au pigment originel ou bilirubinique en passant
par le pigmentintermédiaire ou biliprasinique.

Ces agenls sont les suivants : 'amalgame de sodium,
I'acide chlorhydrique et le zine, le courant d’hydrogéne
sulfuré, le courant électrique el le sulfure d’ammoninm.
Nous dirons seulement un mot de I'hvdrogéne sulfure.

26. Action de Ihydrogéne sulfuré. — La  biliver-
dine (réaction alcalino-acide négalive) soumise & un cou-
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ranl d’hydrogéne sulfuré naissant, passe rapidement de
la couleur vert foneé au verl clair :

Ce liquide traité par un aleali (soude 30 0/0) devient
rouge ; par l'acide acétique glacial il devient vert ; ce sont
les caractéres de la biliprasine el du biliprasinate,

En conlinuant action du courant d’hydrogéne sulfuré,
le liquide de vert qu'il était passe an rouge. La couleur est
due & la bilirubine. En effet, la liqueur offre une réaction
acide ; chauflée elle devient verte; le vide prolongé ne
change pas sa couleur; la réaction de Gmelin est posi-
tive : I'ean 1odée, chlorée, bromée la verdissent.

Tous ces trails caractérisent le pigment bilirubinique.
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Pigments biliaires examinés dans la bile naturelle.

2%. Coloration de la hile en général. — L'étude dé-
laillée que nous avons faite des pigments isolés peut étre
appliquée en tout aux diverses biles. Celles-c1 subissent
des transformations comparables & celles de la bilirubine
el de ses sels.

La bile prise dans la vésicule peut étre, suivant les ani-
maux et les circonstances, rouge, jaune, brune, verte ou
présenter un mélange de ces colorations.

Pour une cerlaine partie ces colorations sont dues i la
présence des deux pigments fondamentanx: le bilirubi-
nique qui donne la leinte jaune rouge et le biliverdi-
nique qui fournit la couleur verle.

Mais indépendamment de ces pigments, il ya dans la
bile normale des pigments biliprasiniques ; le pigment
jaune brun différent de la bilirubine (biliprasinate sodi-
que) el le pigment vert (biliprasine) différent de la biliver-
dine.

Ils sont quelquefois tellement prédominants que ce sont
leurs caracléres, qui s‘apercoivent dans la bile. Les chan-
gements de coulenr de la bile traduisent alors les chan-
gements de ces pigments et non point, comme on le croit,
les mulations de la bilirubine et de la biliverdine.
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RBile de veau.

La hile de veau (bile de la vésicule) est recueillie dans
des vases bien lavés & Uabri de la lumiére, aussilol que
I'animal esl sacrifié.

28 Propriétés, — ¢g) Coulenwr. La bile de veau se
présente sous l'une ou I'autre des deux couleurs: jaune,
verle.

La couleur jaune est rare ; elle se rencontre 1 fois sur
30 [ois environ ; le plus ordinairement la couleur est verte,
Les deux couleurs ne dépendent ni de U'ige, nidu sexede
I'animal.

b) Reéaction. Celte bile est toujours plus on moins alea-
line.

L alealinité varie trés peu : 3 cenlimetres cubes de
bile sont neutralisés par 2 ce. 54 3 ec. 2 d'acide acélique
a 1 pour 1000,

¢) Quantité de pigments. En appliquant le procédé de
Jolles & la bile de veau, nous avons déterminé la quan-
tité de bilirubine qui y est contenue (ou plus exaclement,
nous avons évalué en bilirubine les pigments biliaires ;
nous avons trouvé, 0.018 & 0.020 p. 100).

d) Nature des pigments. Si l'on agite la bile avee du
chloroforme, une tres petite partie passe dans le chloro-
forme el le colore en jaune: c’est de la bilirubine ;
d'autre part la bile mélangée avec de 'alecool prend une
couleur verditre ; c'est le pigment vert qui esl mis en
évidence (biliverdine, biliprasine); en méme lemps il se
forme un dépol. On peul s’assurer que ce précipilé en-
fraine une petite quantité de pigments. En effet, le dépot
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séché, el traité par le chloroforme d’abord et I'alcool
ensuile, fournit encore une trés petite quantité des co-
lorants précédents. Outre ces pigments en faibles pro-
portions, il y a aussi, comme nous le verrons, une quan-
tité considérable de pigments biliprasiniques.

La bile de veau recueillie sur 'animal aussitol apres
qu'il est sacrifié peut, avons-nous dil, se présenfer avec
la couleur jaune ou la couleur verle.

Ce dernier cas est de beaucoup le plus fréquent. Une
fois de temps & autre, on trouve la bile jaune ; les autres
fois, elle est verte.

29. Bile jaune de vean. — En général, la couleur
jaune de la bile de veau n’est pas la couleur jaune paille ;
cesl un jaune mélangé de brun clair.

a) On aeu soin de la recueillir dans un flacon, qu'elle
remplit entierement et al'abride la lumiére. On I'éprouve
aussitol que possible. Pour cela on 'emploie soit & 1'état
naturel, soil filtrée, soit mélangée de 4 volumes d’eau. On
prépare une série de tubes & essai, de maniere qu'il y en
ail environ 5 centimétres cubes dans chague. On ajoute
alors & a b gouttes d'acide acétique glacial dans ces tubes.
lls passent immédiatement du jaune rougedire au vert
émeraude. On (raite le tube verdi par quelques gouttes de
soude 4 30 pour 100, de maniére & neutraliser I'acide acé-
tique, la liqueur repasse au jaune brun. On peut renou-
veler I’épreuve plusieurs fois, faire verdir la liqueur par
I'acide acélique, la ramener au jaune par la soude. La ré-
pétition se limite bientol a cause de la trop grande dilu-
tion du liquide,qui ne permel plus d observer avec nettelé.

#) Si 'on a soin de chauffer cette bile jaune pendant 20
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A 30 minutes 4 la lempérature de 400 el a I'obscurité, la
série des phénomenes est encore plus évidente.

¢) Si, dans ces tubes contenant de la bile jaune, on di-
rige un courant d'acide carbonique, le liquide devient
vert comme précédemment. L'alcali le raméne au jaune.

d) La couleur jaune de la bile naturelle ou de la bile
alealinisée apreés traitement par lacide acélique n'est pas
stable. Elle palit & la lumiere, s'il n’y a pas d'air; ou elle
passe au vert (biliverdinate) s'il y a a la fois air et lu-
miere.

Dans ce cas, le vert est différent du précédent, il n’est
plus détenit par 'aleali et remplacé par le jaune. Clest le
vert fixe de la biliverdine.

e) La liqueur verdie par I'acide acélique, si on la sou-
mel au vide, se décolore en quelques heures. Elle rede-
vient jaune. Ce n'est plus le jaune précédent ; 'acide ne
le fait pas virer au vert. Cest le jaune de la bilirubine
(bilirubinate).

20. Bile verte de vean. — Nous avons dil que c’est
le cas ordinaire ; le plus souvent la bile fraiche de vean
esl verte (4 fois sur 5 dans une série, 19 fois sur 20 dans
une autre).

Soumettons-la & 'action alternative des alealis et des
acides et a l'influence du vide,

@) Dans un tube & essai on (raite cette bile verie (soit
diluée, soit & concentration nalurelle), par quelques
coulles de soude & 30 pour 100 ; elle devient jaune, ce
qui n'arriverait pas avec la biliverdine. On peut la faire
reverdir avee l'acide acélique. Lorsque la bile est Lrés
concentrée, on peul répéler plusieurs fois cetle transfor-
malion.
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4) Au moyen de la pompe a mercure, nous faisons le
vide (24 4 h.) dans un tube contenant quelques centi-
metres cubes de bile verte fraiche. On ferme le tube & la
lampe. Apreés quelques heures, la couleur a passé au
Jaune, ce qui n'arrive pas avec la biliverdine (biliverdi-
nate).

Celte épreuve mérite de nous arréler quelques mo-
ments. Nous disons que le pigment vert soumis au vide
se change lenlement en pigment jaune et nous en faisons
un caractere différentiel d'avec la biliverdine. Bien en-
tendu, 1l faut exelure loute inlervention mierobienne,
car les microorganismes changent a l'abri de I'air la bili-
verdine en un pigment jaune (urobilinoide pour Hugou-
nenq et Doyon, bilirubinique pour d'autres). Mais ieci
I'action se produitassez rapidement ; elle aboulit & un pig-
ment jaune qui a toules les propriétés de la bilirubine, v
compris la réaclion de Gmelin. Néanmoins, pour écarter
les objections, nous avons essayé d'éliminer loute action
microbienne en chaulfant le tube soumis au vide, &4 T5° a
plusieurs reprises el méme en le maintenant 4 75°. Nous
nous sommes assuré avec des lubes témoins, que ces
trailements supprimaient en effet, le plus souvent, les al-
térations microbiennes que nous voulions éviler. Le jau-
nissement avail encore lieu.

Expérience. — Bile vertede veau (donnant la réaction alealino-
acide) chauffée a 75¢ pendant 30 minutes, est divisée en 2 tubes :
- 1° Tupe. — Le tube est fermé i cetle température de 75°; il n'y a
pas de microbes,

2¢ Tupe. — Bile verte chauflée 4 T5° soumise au vide prolongé pen-
dant 14 heures. Apriés 20 heures la bile est brune ; aprés 4§ heu-
res elle est rouge clair.

Aprés 72 heures changement de couleur et passage an brun mar-
ron. Pas de réaction alcalino-acide ; réaction de Gmelin.
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Aprés 3 jours le 1o tube resté vert est examiné. Il donne la réac-
tion alealino-acide. Il contient done de la biliprasine. Son contenu est
alors divisé en 2 parties :

a) Une partie est chauflée & 75° pendant 30 minutes, et fermée
cette température. On constate qu’elle ne varie pas : elle est restée
verte aprés 2 jours.

) Une partie est chaullée 4 750 pendant 30 minutes, et soumise au
vide pendant 14 heures :

Aprés L& heares elle est brun foneé ; aprés 38 heures elle devient
Jaune rouge; aprés 20 jours la bile reste encore jaune rouge clair.

Il n’y a pas de réaction alecalino-acide; réaction de Gmelin.

C'est dire que, par le vide, il y a eu dissociation du pigment vert,
sans altération microbienne : il s'est formé du bilirubinate.

Nous concluons done :

1° Le pigment jaune de la bile normale de veau n'est pas
le bilirubinique ; laction de lacide acétigue le fail pas-
ser awvert, Lacide carbonique le fail passer aw vert ; il n’est
pas stable a labri de Fair sous linfluence de la lunuére,
tous caractéres, qui H'ﬁﬂﬁﬁ:‘ﬁfﬂnimm peas a la bilirubine el
qui démontrent [existence du pigment rouge-brun ow bili-
prasinate.

2° Le pigment vert de la inle normale de vean w'est pas le
biliverdinigue, parce que laction de laleali le change en
pigment jaune, parce que laction du vide le change en un
avlre pigment jaune (bilirubine) inaltaguable par lacide
acéltigue, caractéres gui w'appartiennent pas ¢ la biliver-
dine ; c'est de la biliprasine ou pigment vert clair.

31, Explication des variétés de couleur de Ia hile,
in vitre. — Les pigments biliprasiniques de la bile déri-
venl du pigment originel fondamental (bilirubine) par
oxydation. Le bilirubinate alealin jaune-rouge se change
en biliprasinale jaune-brun par fixation d'oxygéne el
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d’eau. C'est la le point capital. Ce pigment une fois formé
est mélé dans la bile aux bilirubinates inaltérés. La bile
est encore jaune. Elle devient verle dans un second stade,
correspondant & la formation de la biliprasine, par suile
de l'action sur le biliprasinate de lacide carbonique.
Celui-ei est trés abondant dans la bile (au total, 561 de
CO* pour 1000 de bile). Enfin, I'action de 'oxygéne de
I'air, aidée de la chaleur ou de la lumiere, change le bili-
prasinate en biliverdinate (pigment vert définitif).

a) Action de divers agents. — Transformations subies
par la bile.

On peut maintenant se rendre compte des modifications
que peul subirv la bile de veau sous l'influence des divers
agents dont on connait déja l'action sur les pigments bi-
liaires isolés chimiquement. On pourra combiner 'action
de deux ou plusieurs de ces agents et on pourra expliquer
les divers changements qui se présentent & I'observateur,
changements dont la raison d’étre lui échappait nécessai-
rement jusqu’ict.

Nous examinerons 'action de la lumiére, I'action de la
chaleur, les transformations ascendantes el descen-
dantes des trois sortes de pigments dans la bile naturelle.
(est une étude paralléle a celle qui a été faite précédem-
ment avec les pigments izolés chimiquement.

32. Influence de L'air et de la lumiére. — On []I‘Ent’l
la bile jaune de veau.

Ezpérience. — On prépare 6 tubes, 2 tubes enliérement pleins;
2 pleins sealement i moitié, c’est-i-dire contenant moitié air et moitié
bile ; et enfin 2 tubes dans lesquels le vide a été fait. Quatre tubes :
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1 plein, Nantee & moitié, et les 2 tubes i vide sont mis d la lumidre ;
les 2 auntres & 'obscurité,

On constate que le tobe exposé a la lamiére et plein 4 moitic
verdit avant celui qui est plein,lequel contient sealement Pair dissous
dans la bile. Les 2 tubes i Fobsearité restent inaltéres 3 ils conser-
vent longtemps la méme coulear ; aprés quoi celui des deax qui con-
tient une atmosphére d'air commence i verdic i la surface. Enfin la

bile dans les tubes & vide ne verdit pas.

On voil par la le role essenliel de air (ou mieux de
I'oxygene) dans la transformation du pigment jaune en
pigment vert. La lumiére intervient comme lacleur adju-
vanlt.

23, Influence de la réaction de 1a bile. — En chan-
geant la réaction de la bile, la transformation du pigment
jaune en pigment vert est favorisée ou empéchée,

Ezpérience. — On laisse exposés & 'air, & la température ordi-
naire, les tubes smivants contenant de la bile naturelle jaune, ¢’est-
d-dire légérement alealine, et la méme bile neatralisée ou légérement
acidifice.

aprés 45 lewres 3 heures & heures
d'exposilion an soleil.

Bile jaune de vean 2 cc. verte . . commencement . déeolora-
neutralisde. de décoloration tion com-
Eau distillée . . . 3 » plete
Bile normale 2 » jauneverddtre. . . verte. . décoloras
Eau dishllée. 3 » tion
Bile normale. 2 » couleurverte. . . verte. . . liquide

Soude 415 0/0. . 3 » décolore
1|IL'E}|.\rt vert

Bile normale. . . 2 » jaune . . . verte. . commence-
Soude 3000, . 3 » précipite mentde dé-
jaune coloration

i
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Bile normale. . . 2 » &lasurface,li- méme liquide
Soude 600/0. . 3 » quideincolore; chose incolore;
au fond, pré- précipité
cipité jaune jaune
Bile normale, . . 2 » verk: vert foncé; vert foncé ;
Acideacétiquel 0/0 3 »  précipité en dépat dépit
suspension

Il résulte de la que le verdissement a éLé le plus facile
dans les tubes neutres ou acidifiés ; an contraire l'alcali-
nité a empéché la transformation.

L'aleali a haute dose (a 60 pour 100) défermine une
précipitation compléte du pigment, et laisse le liquide in-
colore.

L’addition d'acide favorise la transformation du pigment
jaune en pigments verls, d'abord verl clair, puis vert fon-
cé ¢’est-a-dire en biliprasine (caractérisée par la réaclion
alcalino-acide), puis en biliverdine qui ne donne plus
celte réaction.

34. Action de la chaleur. — La chaleur est le facteur
le plus efficace de la transformation du pigment jaune en
pigment vert.

Combinons son intervention avee celle de la réaction
acide, alcaline ou neutre et avec la présence ou 'absence
de ['air.

Expérience.
«) E'n présence de Unir :

Durée de chanfage
2 heures 5 heares 9} heures

I. Bile jaune neutre . verte; jaune,rouge; presque décolorée;
petit dépot dépot rouge dépot brun rouge

[I. Bile jaune acide. . vert laiteux; jaune rouge ; presque décolorée ;
dépit  dépit brunrouge
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III. Bile jaune alcaline. jaune. . rouge brun; presque décolorée,

dépit  dépit hrun rouge
5} Dans le vide :

1V. Bile jaune neutre . verte . . jaune;. . . décolorée;
pas de précipité.précipité. . dépot brun rouge

rouge
V. Bile jaune alcaline. jaune;. . jaune; . . . décolorée;
pas de précipité.dépot. . . . dépdt brun

rouge
V1. Bile jaune acide, . verle;. . jaune; . . . décolorée;

pasde précipité.dépot. . . dépotbrun rouge
I"'ﬁ“l‘__fl.'

Le chauffage des lubes se fail dans un thermostal a
I'obscurilé.

Le vide a été opéré avec la pompe @ mercure.

En résumé, on observe 2 fails : 1° un changement de
coulenr qui aboulil finalement i la décoloration ; 2° la for-
mation d'un dépot, dont la teinte varie du jaune au brun
rouge.

Comment expliquer ces faits?

a) Prenons d'abord les solutions en présence de air.

Tuee 1. — La solution neatre présente une couleur gui passe du
jaune au vert, puis au jaune rouge ; enfin il y adécoloration et dépit
jaune, puis brun rouge.

En présence de l'air, de la chaleur el de la réaction
neulre, Lrois facleurs qui favorisent I'oxydation, le biliru-
binate devient biliprasinale ; el le biliprasinale sous ['ac-
tion de l'acide carbonique successivemenl chassé des
carbonales devient biliprasine.

Outre cet effet, la chaleur en a un autre. Elle décom-
pose a la longue la biliprasine el le biliprasinate par
déshvdratation et les réduit a I'étal de bilirubinale.



:.J'_.} ACTION DE LA CHALEUR

Nous savons que le vide prolongé (n® 12) est en élal de
produire une action pareille. On peut expliquer le fait qui
nous occupe ici, en invoquant précisément le vide qui se
forme pendant le chauflfage, et l'expulsion de I'air almos -
phérique existant. Le passage d’'un pigment i Fautre est
accompagné de la formation d'un préeipité ; celui-ci esl
di & la ehaleur qui altére les bilirubinales en les rendant
insolubles, améne leur dépol et par suile la décoloralion
du liquide.

Tuse II. — L'insolubilisation amenée par la chaleur est encore
bien plus lacile dans les solutions acides qui déja tendent a préci-
piter par elles-mémes le pigment. Au commencement la conlear vert
laitenx est due au mélange du vert biliprasinique avec le bilicubinate,
qui reste en suspension.

Tupe 1. — Dans les solutions alcalines il ne se forme pas de
biliprasine ; la couleur varie du jaune au jaune rouge ; la chaleur

améne la décoloration avec formation d'un dépit, '

L'alcalinité est donc un caractere de slabilité du bili-
rubinate. On concoil qu'elle empéche le passage du bili-
prasinate & la biliprasine; les carbonales ne sont pas
décomposés ; l'acide carbonigue ne peul pas intervenir,
saul celui de I'air qui est en quantilé insignifiante. Pour
celle cause la couleur du liquide ne vire pas au verl ; elle
reste au rouge brun quiappartient au biliprasinate, lequel
se développe par la chalear. En continuant le chaunffage,
le bilirubinate non transformé et le biliprasinale sont al-
Lérés el précipités ; d'ou décoloration du liguide et forma-
tion d'un dépit.

b) Voyons mainlenant ce que donnent les solutions dans
le vide.
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Tuspes IV el VI. — Solutlions neutre et acide,
Le liquide aprés 207 de chaulTage présente une couleur verte; aprés
5 heures, jaune; puis il ya décoloration et précipité qui devient brun

rouge.

Le biliprasinate (ronge brun] qui exisle dans la bile,
est mis dans des conditions favorables pour sa transfor-
maltion en biliprasine (verl). La couleur verte est due a la
transformaltion du biliprasinale en biliprasine, sous l'in-
fluence de la réaclion favorable (acide). Tel est le pre-
mier stade. Dans le second, le vide décompose la bilipra-
sine en bilirubinate, d’otn couleur jaune du liquide ; ce
bilirubinale formé s'ajoule au bilirubinale existant non
ransformé el ces denx corps sous 'aclion prolongée de la
chaleur sont altérés el précipités : d'oun décoloration et
dépot.

Tuse V. — Dans la solution alealine, le liquide reste avee une cou-
leur jaune ; c'est qu’il ne pent se former de biliprasine aoux dépens
du biliprasinate i cause de la réaction du liguide. La chaleur dépose

le buliprasinate et le bilirnbinate,

i apee de la réaction est done mise en évidence
Linfluence de la réacltion est done mise en évidence
par ces expériences, en méme lemps que celle de la eha-
leur. La ecoulenr des solulions 1|L'-In-u|] de la formation de

el przment, réglée elle-méme par la réaction acic
tel ou tel pigment, réglée elle-méme par la réaction acide
on alcaline.

35. Influence des diverses Ilnmiéres, spectre. —
Comme nous avions fait pour le bilirubinate (19), nous
avons soumis la bile de veau a action prolongée des di-
verses régions du spectre. On voil un verdissement léger
dans le vert el dans les deux extrémités du spectre, du ealé
du rouge et du violet: cel effel correspond an spectre du
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bilirubinate, c¢'est-a-dire 4 l'aclion des radiations qu'il
absorbe.

b) Moyens d’obtenir les pigments biliaires en serie ascendante.,
Agents hydrolysants el oxydants.

On a vu que les quatre pigments normaux, isolés chi-
miquement, dérivaient les uns des autres en série ascen-
dante par des procédés d hydratation et d’oxydation. On
peut done essaver de reproduire cetle dérivation en trai-
tant la bile elle-méme par les agents hydrolysants et oxy-
dants. De ce nombre sont : la papaine (ferment soluble
hydrolysant agissant en solution neutre); la lanccase, fer-
ment oxydant ; 'ean oxygénée, l'iode alcoolique, 1'eaun
todée. 1'eaun chlorée, 'ean bromée, le réactif de Gmelin
lacide nilrique nitreux).

Avee ces agents employés dans des condilions conve-
nables, on obtient, dans la bile méme, la succession des
pigments : originel,intermédiaives et délinttif.

On peut arréter Uexpérience a celui des pigmenls que
I'on veul, en modérant suffisamment 'action. Le réactif
de Gmelin est le seal, qui ne se préle pas a cette gradua-
tion de l'effet.

26. Action des ferments solubles : laccase, papaine.
— On mel la bile en contacl avee une solulion renfer-
mant le ferment soluble ; le toul est maintenu a 40°. Un
second échantillon, destiné a servir de témoin, sera pré-
paré avec la méme bile mélangée cetle fois @ la solution
de ferment soluble bouillie, ¢'est-a-dire dans laquelle le
ferment soluble aura été détreait.
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Expérience.
a l'obscaritg a 370
aprés 20 minules | houre
1. Bile jaune de vean. 5 ce.
Solution de Laccase
Oge. 4/10. . . 1 » vert vert fonce
2. Bile jaune de veau. 5 » Jaune Jaune
Solution de Laccase
Ogr.0l/10bouillie. 1 »
3. Bile jaune de veau. 35 »
Gan distillée, . . . 1 » jaune jaune

La bile en conlact avee la lacease i 37¢ pendant 20 minutes, a
pris la couleur vert clair : traitée par la sonde,elle devient jaune ; re-
prise par l'acide acétique,elle relourne au vert : ¢’est de la biliprasine,
Aprés 1 heure de contact & 37° la bile devient vert foneé : la réaction
alcalino-acide est négative : c’est de la biliverdine,

On obtient un résultat analogue, quoique moins mar-
qué, en répétant expérience avee la papaine. On part
meéme de la bile verte fraiche de veau. Elle doil sa couleur
a la biliprasine ; on s’en assure au moven de la réaclion
alealino-acide. Aprés I'action de la papaine, la bilipra-
sine a été transformée en biliverdine el biliverdinales, ne
changeant plus lorsqu'on fait agir successivement Ualeali
el l'acide acélique.

27. Action simulianée des ferments, de air, de Ia
lumiére, de la chalenre. — La bile verle nalurelle de
veau (biliprasine ) esl élalée dans une soucoupe au soleil,
en couche mince. Au boul d'un certain temps on conslate
que la couleur a foneé el que la biliprasine a fail place a
la biliverdine (qui ne jaunil plus par les alealis).

En chauffant celle méme bile en présence de lair, on
obtient également le passage a la biliverdine. Mais ces
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actions de 'air el de la lomiére d'une part, de la chalenr de
I'aulre sont lentes : elles exigent quelquelois des heures.
Avee la papaine ef la lacease, au conlbraire, elles sont ra-
pides ; il ne faul plus que des minules.

En résumé : les ferments solubles (laccase et papaine)
transforment, méme & 1'obscurité, le pigment biliaire
jaune en pigment vert elair, puis foneé, dans la bile nor-
male, en fixant sur la bilirubine 'oxygéne libre ou dis-
sous dans 'ean,

38. Action de l'ean oxygénée sur la hile. — L'eau
oxveénée que nous employons est neulre ou trés faible-
mentacide et contient seulement trois ou quatre volumes
d’oxygene.

Avec la bile il se produit un effel remarquable. La bile
fraiche décompose instantanément I'eau oxygénée en dé-
gageant l'oxygéne. La bile fraiche jouil & cet égard d'une
activité spécifique qui peut étre comparée a celle de la
fibrine. C'est 4 un premier fait curieux.

Mais ce qui est remarquable, ¢'est que la bile bouillie
ne produil pas ce méme effel.

Expérience. — On peut donner i V'expérience une forme sai-
sissante, en employant les tubes i fermentation de Claude Bernard
(tubes & essai 4 bouchon traversé par un tube 4 dégagement, dont
une extrémilé plonge an fond du tube & essai, tandis que autre est
infléchie). Celui qui contient la bile fraiche se vide instantanément,
L'autre reste plein.

Une ohjection se présente aussitot i I'esprit, en ce qui concerne
cette différence d'action de la bile fraiche et de la bile cuite, Gernez
a montré, en effet, que certaines poudres, qui décomposent habituel -
lement 'ean oxygénée, cessent d’agir lorsquan préalable elles ont
¢té fortement calcinées. 1l faut qu’il existe autour des grains une
atmospheére (que la caleination fait disparaiire) et qui est capable de
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fournir issue i I'oxyzéne dégagé du bioxyde d'hydrogine. D'aprés
cela, on pourrait croire gu'ict I'ébullition a fait disparaitre de la bile
tout le gaz dissous et que c'est pour cela que U'effet manifesté avee
la bile fraiche, cesse de I'étre avec la bile bouillie. 1l n'en est rien.
Si, aprés ébullition, on aére longtemps la hile par un courant d'air

ou d'acide carbonique, le résultat est le méme.

Il y a done dans la bile fraiche une substance liquide
qui jouit & un haut degré de la propriété de décomposer
I'eau oxvgénée el d’en dégager l'oxvgene et que I'ébulli-
tion détruil. La bile fraiche conslitue un rvéaclil sensible
de I'eaun oxveénée,

On ne peut se défendre ici d'un rapprochement: La fi-
brine [raiche décompose de méme l'ean oxvgénée. La
fibrine cuite (longtemps) ne la décompose pour ainsi
dire plus du tout. D’autre part, on sail que la fibrine erue
conlient divers fermenls enlevés an sang et spéeialement
une oxvdase.On pourrail supposer que ¢’est cetle oxydase,
destruetible par I'ébullition, qui décomposerail I'eau oxy-
génée. Peul-élre serail-ce aussi une oxvdase qui serait
détruite dans la bile.

Quoi qu'il en soil. voiei les fails : labile fraiche, mise
en présence d'eau oxvgénée, produit un dégagement &
pen pres total el instantané de P'oxvgene : elle subit en
meéme temps un verdissement fugace et bienlot aprés une
décoloration.

Pour conslaler que le dégagement d'oxvgene s'est fail
du premier coup, d’'une maniére & pea pres totale, on peul
employer divers moyens : I'un d'eux, emprunlé i ces ex-
périences meémes, consislera a ajouter de nouveau un peu
de bile fraiche oun de fibrine fraiche. On n'observera plus
auncun dégagement.

La bile bouillie. au contraire, ne donne pas lien & un
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dégagement. Elle garde sa couleur de début, qui palit en-
suile et disparait & la longue aprés plusieurs jours. L'eau
oxygénée n'a pas élé détruile, au moins en grande guan-
lité, car deux mois aprés on penl encore s'assurer de son
existence en ajoutant de la fibrine fraiche on mieux encore
de la bile fraiche, réactif lrés délicat de l'eau oxygé-
née.

On peut, en modérant ’action de 'ean oxygénée, obte-
nir les pigments biliaires en série ascendante. La bile
[raiche jaune traitée par 'eau oxygénée devienl vert clair
(biliprasine donnant la réaction alealino-acide), puis
vert foneé ne donnant plus la réaction alealino-acide, c¢'est
la biliverdine : puis,avant la décoloration compléte,appa-
rait une couleur rouge marron, correspondant & un stade
encore inconnu de l'oxvdation des pigments biliaives
\chlolétéline 7). Ce pigment jaune rouge est caractérisé
parun spectre particulier. Ce spectre ressemble & celui des
vrais pigments biliaires, par Pabsorplion qui se fail aux
deux extrémilés, rouge el violelte, maisil en différe par
I'adjonction de deux bandes, dans le rouge et le jaune.

Avec la bile bouillie on observe quelque chose d’ana-
logue. Elle aussi donne, et d'une maniére moins fugace,
la succession des couleurs de la bile fraiche en présence
de l'eau oxygénée, c'esl-i-dire le verl clair, puis le vert
foneé, puis le rouge, puis la décoloralion. La colora-
Lion rouge du pigment qui se monlre avant la déco-
loration différe un peu de la précédente. Le specire en
est autre. Il offre. ounfre les deux plages du violet et du
rouge, une seule bande intermédiaire, qui coincide sen-
siblement avee eelle qui était le plus pres du rounge dans le
spectre précédent.

En résumé, 'aclion de I'eaun oxvzénée nous a révélé
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une propriélé remarquable, & savoir que la bile fraiche
esl un réactif physiologique tris délicat de celte eau
oxygénée el en second lien qu'il y aentre la bile fraiche et
la bile qui a élé soumise a 'action de la chaleur, des dif-
férences essentlielles qui sont traduites dans le tableau
suivanl.

Bile fraiche. Bile ruile,

e ——

avee ['eau oxygénée,

o Dézagement d'0. 1° Pas de dégagement apparent.

2° Coloration verl foneé persis-
lant quelgues heures.

30 Puis coloration rouge don-
nant un spectre & 2 ha nies.

2 fdem persistant plus long-
temnps.

3° fdem (spectre 4 une seule
hande).

4% Aprés 24 heures, commence- 4° La décoloration commence

ment de décoloration. aprés un jour et se com-
pléte en 7-8 jours.

5° Décomposition i peu prés to- 3" Dans la  bile bouillie, 'eau
tale de I'ean oxygénée. oxvgénée seconserve long-
temps, on peuat la déceler
apres 2 mois dans le mé-
lange décoloré (en ajoutant
de la fibrine fraiche ou de

la bile fraiche) ; il y a déga-

sement gazeux.

39. Action de liode aleoolique. — L'iode alcoolique
(la méme solution que nous avons emplovée pour I'étude
du bilirubinate) est un agenl d'oxydalion gradude el fai-
ble, qui permel d'en suivre les phases,

Expérience. — L'iode alecoolique centi-normal est ajouté a la
bile jaune fraiche de veau au moven d'une pipette graduée en cen-
titmes de centimétres cubes :

1° On ajoute 1 centiéme de centimétre cube de la solution centi-
normale & 1 centimétre cabe de bile jaune fraiche ; celle-ci devient
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de couleur vert elair. Ce produit est de la biliprasine (il rougit par
Paleali ot redevient vert par lacide acétique).

25 (n ajoute 4 la méme quantité de bile 2 divisions d'iode alcooli-
que, la couleur est vert foncé (persistant par 'aleali) ; c'est de la hi-
liverdine (biliverdinates).

Si l'on continue & ajouter de l'iode alcoolique, la couleur subit de
nouveaux changements, bleu, jaune, roonge puis la liquenr se décolore.

Ad. Aetion de leaun chlorée, de 'eauw bromée, —
Avee l'eau chlorée, I'ean iodée, 'eau bromée, nous avons
les mémes résultats. Nous signalerons des colorations
bleuatre, puis quelquefois blen intense, plus ou moins
fugaces ; plus tard se montre le jaune.

41 . Rénetif de Gmelin (A cide azotigue nitrewr). — Les
actions oxydantes précédentes, se prétent dune gradation
d’effet, qui nous permet d'obtenir chaque produil, carac-
Lérisé par une couleur différente. Avec lacide nitrigue
nitreax (réactif de Gmelin), on obtient les mémes pro-
duits, les mémes couleurs ; mais action se préecipile, les
leinles se suceédent sans qu'on puisse les séparer.

La bile de beeuf donne mal la réaction de Gmelin (Sal-
kowski). La bile humaine, la bile de chien et la bile de
pore la donvent bien & la condition d'élre diluées. Celle
dilution supprime 'abondance du précipité de psendo-
mueine, qui dissimule on empéche I'observation.

Le type de la réaction de Gmelin est fourni par la
bile de veau. Celte différence dela bile de vean et de
la bile de hoeuf, est intéressante. Clest une différence de
I'élal jeune et de I'étal adulte, qui traduoit peat-élre sim-
plement la différence d'alimenlation.

(ue ce soit une différence d'alimentation, ou une dif-
férence d'age, qui se manifesle ainsi, le fait n’en est pas
moins digne de remarque.
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On opére sur la bile de veau jaune ou verte. Voici brie-
vemenl la série des phénomenes @

Maniére d'opever. — Un verse dans le fond d'un petit verre i réac-
tion une petite quantité d'acide azotique nitreux (acide nitrique traité
par une goutte de mercure). Au-dessus, au moyen d'une pipette, on
fait arviver la bile avec précaution, de maniére i éviter l'agitation et
le mélange des deux liquenrs, A la limite de séparation, Uacide azo-
tique diffuse et réagit sur le liquide biliaive ; il se produit dans celui-
¢l une série de conches superposées, correspondant i des degrés di-
vers d'oxydation, les plus oxydées en bas.

Les phénoménes se succédent d'ailleurs aussi dans le lemps. Ces
couches paraissent d'abord se partager en deux groupes : le groupe
inférieur jaune rouge; le groupe supérieur : violet blew.

Puis, chaque groupe se nuoance; au bas du groupe infériear, le
rose apparait ; an haat, le vert clair, qui devient rapidement vert
foncé et persiste quelque temps ; dans Uintervalle Forangéet le rouge,
qui disparaiszent bientot et toute la couche prend une teinte rosée de
plus en plus pale. En méme temps un précipité blanchdtre servant de
support aux couches colorées s’accroit. Pour le groupe supérieur d'a-
bord le vert passe par place aa blen, puis toute la couche verte
devient bleue, puis passe an violet; el i la fin de Fopération, qui dure
de 15 4 20 minutes, an rose pile.

Bite pe Boevr. — Avec la bile de beeufl, les phénoménes sont
moins nets. Cette particularité tient i ce que le précipité blanchitre
envahit icrégulicrement 'épaisseur tout entiére de la zone biliaire
et empéche la superposition réguliére des couches d'oxydation.

La seconde particalarité c¢’est que la couche verte, qui dans le cas
précédent élait persistante et bien marquée, ici est fugace. Toutes
les couches sont mélangées & cause de DPapparition d’une bande
(formée par le préecipité) qui pousse des ramifications en haut et en
bas.

Chez le veau la eouche superficielle était formée, & la fin de l'ex-
périence, par une série de zones concentriques variant da vert (an
centre) an blen et au violet en marchant vers les bords du verre. A vec
la bile de beeuf, tout est mélange.

En résumé, les phénoménes essenliels sont les mémes
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avec la bile de beeuf qu'avee celle de veau, mais I'obser-
vation estrendue difficile par le précipilé azolique el ¢’est
dans ce sens qu'il faul entendre l'asserlion des auleurs
que la « bile de beeuf donne mal la réaction de Gmelin ».

42 Action de I'acide carbonique. — L'acide carbo-
nique permet de passer dans la série ascendante, d'un
pigment intermédiaire au suivant. En faisant passer un
courant de CO* dans la bile jaune de veau, on oblient une
coloration vert clair, qui traduil la transformation du bi-
liprasinate de sodium en biliprasine (réaction alealino-
acide). Plus tard, on arrive méme au pigment biliverdi-
nique ; alors, la réaction alealino-acide esl négative.

¢) Pigments biliaires en série descendante. Agents réducteurs.

43. Hydrogéne sulfuré. — Les artifices chimiques,
consistant dans 'emploi des agenls d'oxydation, nous onl
permis, en partant de la bile naturelle, d'oblenir en série
ascendante les divers pigmenls biliaires. Inversement
I'emploi des agents réducteurs va nous permelire d'oble-
nir les mémes pigments en série descendante. Ces agenls
sonl: I'amalgame de sodium, le sulfhydrate d'ammonia-
que, 'acide chlorhydrique et le zine et le courant élec-
trique.

Nous parlerons seulement du courant d’hydrogene sul-
furé, qui est d’'un usage commode.

On part d'une bile ne contenant que le pigment supé-
rieur, biliverdinate et biliverdine.

On 'obtient de la maniére suivante

La bile verte fraiche de veau est chauffée pendant 20 mi-
nutes & 100°; il se produil un précipité, qui est séparé
par le filtre: le filtral est recueilli: il est vert foncé.
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Ce pigment verl ¢’est de la biliverdine (la réaction al-
calino-acide est négalive).

Celle bile, soumise a un courant d’hydrogene sulfuré,
change de couleur dés les premiéres bulles gazeuses. De
foncée elle devient vert clair; et alors le liquide traité
par la soude devient rouge, puis par I'acide redevient
vert ; ¢'est la biliprasine.

En suivant 'action du courant, on voil la couleur passer
au jaune rouge.

Qu'est-ce que ce pigment rouge ?

C'est le pigment bilirubinique mélangé au biliprasi-
nate du début,comme le prouvent les caractéres suivants :

1° La réaction de Gmelin est positive ;

2° Trailé parla chaleur, en présence de L'air, il verdit ;

37 L'ean 10dée, l'ean bromée, 'ean chlorée le trans-
[orment en pigment verl ;

4" Le vide ne change pas sa couleur; ce sont la qualtre
caractéres du pigment bilirubinique;

h? L'acide acétique le colore en verl ;

60 Par le courant de CO: i1l devienl vert clair, i réaction
alealino-acide positive, ¢'est-i-dire biliprasine. Ce sont
la deux caracteres du biliprasinate.

d) Formation et évolution des ptgments biliaires norimaur
aux dépens du pigment originel.

44, Transformation des pigmenis dans le foie a
I'étnt vivant. Hypothése de loxydase hépatique. —

Apres avoir va les transformations des pigments biliaires,
in vitro, il faut se demander comment elles s’accomplis-
sent in viro?

Et d’abord, on ne peut douter de l'existence de ces
transformations. 1l est infiniment vraisemblable que le
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pigment originel de la bile est la bilirubine (hilirubine,
bilirubinales). La bile premiére est done jaune. Ce n'est
que postérienrement que se produisent les pigments bili-
prasiniques el biliverdiniques qui la colorent en hrun ou
en vert dansla vésicule biliaire. Ou se produit celle trans-
formation ?

C'est la premiére question i résoudre.

[observalion faile chez quelques animaux a bile vési-
culaire verte, trouvée jaune dans les canaux hépaliques,
semble indiquer que les changemenls ne se produisent
gu'au dela de la cellule hépatique el méme des canali-
cules hépatiques, dans les gros conduils biliaires et dans la
vésicule. Cesl 'opinion que nous adoplerons.,

Mais d'autre part il y a des arguments pour admellre
le conlraire. Ces arguments sont lirés de la difficullé
quil yad comprendre la production, dans les conduits bi-
liaires, des phénomenes d'oxydalion qui sont nécessaires
au changement de la bilirubine.

La difticulté serait évidemment moindre au niveau dela
cellule hépatique, qui est coutumiére d'oxydations. La,
les conditions physiologiques d’oxydalion qui président au
fonctionnement hépatique ont encore loute leur activité,

Au dela, les conditions physiques agissent seules el
celles-c1 ne sont pas favorables a la transformation du
pigment bilirubinique.

[Zn effet, les solutions de bilirubinale, pigment jaune
fondamental, se conservent longlemps telles quelles en
milieu alealin, & l'obscurité, & une lempérature inférieure
a 40° et cela en présence de I'air; & plus forle raison &
I'abri de air.

Dés lors, si 'on admel qu’an moment de sa formation,
la bile est une solution de bilirubinate dans les carbonales
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alcalins ; ou en d'aulres lermes que le pigment originel,
le premier formé, source des aultres, est la bilirubine,
on doil se demander comment la bile des derniéres voies
el tout au moins celle de la vésicule peul contenir ces
aulres pigments, les pigments biliprasiniques et la bili-
verdine.

En effet, aucune des conditions d'oxydation et d’hydra-
talion n'est réalisée : il n’y apas de conlact avee l'oxygene
almosphérique ; l'oxvetne dissous exisle en [res faible
quantité (2 pour 1000), i la rigueur pourlant suffisante :
mais la lumiére n’a pas acces : la température est infé-
rieure & 40° ; enfin, 'eau de solution diminue dans la
vésicule el la bile se concentre, circonstance défavorable
@ Phydratation . Et cependant . Fobservation apprend
que ces transformations se sont produites puisque les
pigments biliprasiniques et biliverdiniques existent dans
la bile normale ; et, d’autre part, lexpérience faile avec
la bile fraiche montre que les transformations qui res-
tent & acecomplir, sont plus faciles avee cello séerélion
naturelle qu’avec les solutions artificielles de bilirubi-
nales.

Si done I'on rejette I'idée que les pigmenls biliprasini-
ques existent dés la cellule hépatique, on sera obligé d’ad-
meltre qu'il exisle un agent particulier d’oxydation. Cet
agenl particulier subsistant dans la bile ne serail aulre
chose qu'un ferment hépatique de la nature des oxydases.
Il 'y aurail une oxydase deslinée 3 réaliser les combus-
lions hépaliques. Telle est Phypothése, dailleurs asser
vraisemblable. Le reste va de soi : une partie de cetle
oxydase pourrail élre enlrainée par la bile jusque dans Ia
vésicule,

Cest elle qui faciliterail Foxydation des pigments,
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oxydation que des conditions physiques ordinaires ne
semblent pas permetire dexpliquer suffisamment.

Les arguments plus directs a I'appui de cette supposi-
tion sont les suivants: 1° le fail que la bile fraiche bleuit
la teinture de gaiac, landis que la bile bouillie (méme
apres agitation & 'air pour dissolution d'oxygéne) ne
donne pas celie réaction ; 2° le fait que la bile fraiche dé-
compose immédiatement 'eau oxygénée et en dégage
I'oxvgene, tandis que la bile bouillie ne se comporte pas
ainsi; 3°le fermentoxydant tvpique (la laccase de G. Ber-
trand) favorise l'oxydation de la bilirubine dans les so-
lutions artificielles, ¢’est-i-dire la formation des pigments
biliprasiniques et des biliverdinates. La solution verdit &
la température ordinaire, méme a 'obscurité.

45. Tentatives pour manifester l'oxydase hépatique.
— Nous avons fait diverses tentalives pour manifester cetle
oxydase hypothélique soil dans la bile méme, soit dans le
tis=u hépatique. En ce qui concerne la bile nous partions
de cette idée que les biles jaunes riches en bilirubinates
sont celles qui n'ont entrainé qu'une quantité insigni-
fianle d'oxydase. Au contraire une bile verte des les ca-
naux hépatiques, aura entrainé de l'oxydase. S'il en est
ainsion devra, en mélangeant une petite quantité de bile
verle naturelle (quiest supposée contenirl'oxydase) a une
bile jaune (bilirubinique), qui ne la contient pas, amener
une oxvdation de cefte dernicre.

(Quelques essais de ce genre onl semblé vérifier cetle
induction. Mais ils sont trop incomplets pour que nous
les rapportions ici.

En second lieu, nous avons essayé de manifester I'oxy-
dase dans le tissu du foie lavé. Ce tissu séché, mis & ma-
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cérer avee le fluorure de sodium, nous a fourni un liquide
que nous avons mélangé 4 la bile jaune. Nous n’avons pas
obtenu de résullal. La tentative, celte fois, a éLé nettement
infructueuse,

Cependant d’autres auteurs ont traité de I'oxydase du
foie. Dans Ia liste des tissus étudiés par Salkowski, Jaquetl,
Spitzer,Abelous et Biarnés, le foie est 'un des plus remar-
quables : au point de yue oxydant, il occupe le premier
ou les premiers rangs,

Récemment P.Portier (1) acceptant I'existence de oxy-
dase, comme cause de la transformation des pigments
biliaires dans la vésicule. en a alleibué ovigine, non aux
cellules hépatiques, mais aux globules blanes. 11 part de
ce fail qu'il existe une diapédeése des leucocytes & travers
les parois du tube digestif. Celle-ci serait trés active au
niveau de la vésicule biliaire. Les leucocyles traversant
en grand nombre les parois de la vésicule s'y détruiraient
el y metlraient en liberté leny oxydase. C'est celte oxy-
dase qui transformerait la bilirubine en biliprasine, puis
en biliverdine.

(1) P. Portier, Les oxydases. Thése de Paris, 1897, p- 83
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Variétés des pigments hiliaires.

Riles des divers animanx.

46. Variété de hbile jaune de vean.— [l arrive que I'on
trouve parmi les différents échantillons de bile jaune
de veau (3 fois sur 100 environ) des biles de nature parti-
culiére. Lorsque, en effet, on traite cetie bile par lacide
acélique, au lieu de devenir verte par transformation du
biliprasinale en acide biliprasinique, elle devient rouge.
De méme en la trailant par la chaleur, par les agents oxy-
dants : la laccase, 'eau oxygénée, l'iode alcoolique, 'ean
iodée, ele., cette bile devient rouge foneé. Il y a done, en
outre du pigmenl jaune brun habituel passant au vert,
un aulre pigment de méme couleur, pigment exception-
nel, qui, sous les mémes influences des acides, ou des
oxvdants, passe au rouge. Cetle couleur est assez vive
pour masquer la teinte verle.

Nous avons examiné le spectre d'absorplion de celle
bile :

Ce spectre présente une absorption des régions rouge,
violette et une bande large en D.

Mac Munn a observé aussi que les biles de veau et beeaf
laissées & air prennent graduellement la leinte rouge
du pigment nommé par lui cholohématine. Clest alors
un produit d'altération, peul-étre spécial a 'agent altérant
(microbe). Quant an pigment rouge donl nous parlons
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et quirésulle de 'action de la chaleur el des divers agenls
oxvdanls sur la bile plus ou moins fraiche, il se rapproche
par sa couleur et son spectre de la cholohématine de Mac
Munn.

47%. Bile de pore. — On recueille [abile fraiche de la vé-
sicule chez un pore, qu'on vient de sacrifier. Elle pre-
senle une couleur rouge. Elle est rendue frouble par un
précipité pulvérnlent qui se dépose dilficilement. Sa réac-
tion esl toujours alealine.En filtrant, on oblient un liguide
rouge rubis,clair ou sombre,de couleur assezintense,cons-
titué¢ par le bilirubinate de soude. Sur le fillre, reste le
dépol jaune rouge granuleux de méme nalure.

a) Quantité de la bilirnbine. — En emplovant le procédé
de A. Jolles on trouve comme quantilé movenne de bili-
rubine 0,25 pour 100; ¢’est-a-dire, une proportion assez
forte pour donner la couleur rouge en solution alealine.
Diluée, cetle bile présente une couleur jaune ambré.

A celle bile diluée on peut appliquer tous les moyens
d’oxydation, 'action de la lumiére, de la chaleur, de I'iode
alcoolique, de I'eau chlorée, de l'eaniodée. On obtient les
mémes résullals qu'avee la bile de veau.

Erpérience. — Bile de pore, 1 centimitre cube; eaun distillée
3 centimétres cubes. La couleur du mélange est jaune ambré,

1 centimétre cube de bile diluée traitée par 0 div. 5 d'iode aleoo-
lique prend une eouleur verddtre.

1 centimétre cube de bile diluée traitée par 0 div. 9 d’iode alcoo-
liqgue devient vert; la couleur devient rouge par la soude, verte pitr
Pacide acétique ; c'est de la Iuili|u';|.~'-im-.

1 centimétre cube de bile diluée traitée par 1 div.d'iode aleoolique
devient vert foncé ; cette couleur n'est pas modifice par la soude ni
Facide acétique.

I centimétre cube de bile diluée traitée par 1 div. 5 d'iode alcoo-
lique devient blevdtre (bilicyanine).

=

e e ———
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[l est avanlageux d’employer la bile diluée, au lieu de
bile pure. On oblient facilement ces produits.

La réaction de Gmelin réussit mal avee la bile pure.

Méme en usant de grandes précautions pour verser la
bile sur I'acide nitrique-nitreux, on voit se former des mé-
langes partiels. des ilots irréguliers présentant les diver-
ses couleurs habituelles : le vert, le bleu, le violet, le
jaune ; ces teintes se mélangent confusément. Cet effel est
dn & lexistence d'une grande quantité de pseudo-mucine
qui se préeipile el brouille les couches.

En diluant la bile de pore, la réaction de Gmelin se
produit aussi bien qu'avee la bile de vean.

Sous laction de la lacease la bile diluée verdil, méme &
I'obscurité.

Avee lean oxygénée, il se produil un verdissement el
un dégagement abondant ; tandis qu'avee la bile bouillie
il n'y a pas de dégagement.

b) Pigment intermédiaire. — La couleur rouge est due
aux bilirubinates alecalins qui constituent la dominante.

Il v a néanmoins une cerlaine quantité de pigment
jaune, de biliprasinale de sodium. En effet, en ajoutant de
I'acide acétique glacial, la liguenr devienl vert clair, puis
vert foneé.

D'ordinaire, il faut observer quelques précautions,
pour réussir celle expérience ; il faut agir sur la bile éten-
due d'eau et bien régler l'addition d'acide acélique. La
bile de pore est en effet extrémement riche en substances
précipitées par l'acide acélique et parliculiérement en
psendomucine. 1l se produit done, dés larrivée des pre-
miéres goulles d'acide acélique, un abondant précipité
qui masque les autres changements. Mais, d'autre part,
nous savons que la psendomucine biliaire est soluble dans
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un exces d'acide acélique (caractére qui la distingue de
la vraie mucine). On conlinuera done a ajouler de Iacide
acélique jusqu'an moment précis de la disparition du
précipilé. A ce momenl on apercevra le virage au verl.
L'addilion ultérieure de soude raménera la couleur jaune.

c) Action de l'acide carbonigue. — Si 'on fail arriver
dans la bile diluée du pore un courant d'acide carboni-
que, la couleur rouge se change en verl clair ; cest la
biliprasine, qui se caraclérise par le rougissemenl avee
la soude el le reverdissement avee Uacide acétigue.

Un mot, maintenant, sur le dépol oblenu en filtrant Ia
bile de pore naturelle. Ce dépol est de couleur jaune rou-
geitre. Il est formé de bilirubinale gui n'a pu rester en
solulion el de bilirubine libre, lalcalinité n’étant pas
sulfisanle pour salifier celte bilirubine. La preuve de ce
que nous avancons, ¢ esl que ce dépot traité par le ehlo-
rolorme direclement colore celui-ci assez netlement.

La bile de pore, sous l'influence de Foxygene de 1'air,
de la lumiere, de la chaleur, devient verle par transfor-
malion des bilirubinates en biliverdinates. Abandonnée
A elle-méme, celle bile verte s'altére sons des influences
microbiennes el refourne au jaune rouge. Ce sonl les
meémes phénomenes observés déjaavee la bile de veau.

Seulement la transformalion ici semble plus aclive.
Une cullure sur gélaline faite avee la bile de pore de

& jours, liquéfie rapidement celle gélatine.

4%. Bile de chien. — La bile de la vésicule, chez le
chien, se place au pointde vue de la quantité de bilirubine
qu'elle contient entre la bile de veau et celle de pore.
Jaune rouge dans les canaux biliaires, elle prend une
leinte composée vert sombre el jaune rouge dans la vési-

cule.
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a) Influence des agents de transformation. — Pour aper-
cevoir netlement les transformalions des pigments biliai-
res, il ne faut pas opérer sur la bile normale, qui est trop
concentrée el dont les teintes rouge, jaune el verte se mé-
langenl el se masquenlréciproquement. Il faut opérer sur
la bile diluée, par exemple sur le mélange suivant: bile
I partie, eau distillée 4 parties.

Celte bile diluée est d’une couleur jaune paille vif. A
I'air et & Uobscurité, elle ne change pas. Mais & la lumiére
et a Cair, elle verdil ; de méme,sous 'action de la chaleur.

L'influence de la réaction se fait également sentir. Si
I'on chauffe & 75° a I'air et & I'obscurité, pendant 1 heure,
la bile normale diluée, on n'observe pas de changement
notable ; ce n'est qu'en prolongeant la chauffe qu'on aurait
une variation de teinte. Mais, si an lieu de bile normale
légérement alealine, on emploie la bile diluée neutralisée
oulégiérement acide, le verdissement, ¢’esl-d-dire l'oxyda-
tion, se trouve facilitée ; le chaulfage d'une heure sulfit.

b) Existence du stade intermédiaive biliprasinique. —
La bile du chien renferme surtout le pigment bilirubi-
nique. Le pigment intermédiairve biliprasinique y exisle
cependantl abondamment ; il 'y forme facilement sous les
moindres influences.

L’expérience suivante en fournit la preuve.

Erpérience. — On met a nu la vésicule biliaire chez un chien
(bien portant, alimenté au lait et préparé pour opération de la fis-
tule biliaire).

La bile recueillie est de couleur orangé-rouge. On 'étend i cing
volumes avee l'eau distillée et on en remplit & moitié hauteur pla-
sieurs tubes i essai.

Ces tubes présentent une coloration jaune rouge et une réaction
alealine, On fait passer dans le tube n° 1 un eourant d'acide carbo-
nigue. Au hout de 10 minutes le tabe est vert, vert foneé,
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Pour comparaison, dans le n® 2, on fait passer un courant dair ;
pas de changement au bout d'une heure. Les tubes témoins, 3, 4 ex-
posés & l'air n'ont pas changé.

Ceci posé, on reprend le n® 1, qui est de coulear vert foncé ; on y
ajoute quelques gouttes dacide acétique glacial, la liguear passe au
vert elair. On traite alors par la solution de soude, la liqueur rede-
vient jaune. On reproduit encore une foig, avec la méme ligueur,
les virages da jaune au vert et du vert an jaune.

Ces épreuves élablissent done lexistence dans la bile
jaune du biliprasinate a cité du bilirnbinate. Cest ce bili-
prasinate qui, sous 'action du courant de CO®, devienl bi-
liprasine (acide biliprasinique) de conleur verte et de nou-
veau biliprasinale jaune sous 'action de la soude.

On chauffe & 75°, pendant un quart d’heure, la solution
acétique verle. La couleur s’accentue. 1l se forme un bili-
verdinale el désormais il sera impossible de revenir au
jaune en employant l'aleali. Enfin, dernier caractére ap-
partenant a la biliprasine : la solution verte acéltique est
jaunie et précipilée par laction du vide.

On peut encore montrer d'une antre maniére que lors-
que l'on a fail passer le courantde CO® dans la bile jaune
du chien, le verdissementest bien di a son action propre
el non point, par exemple, i une oxvdation par de l'air
entrainé avec CO*, oxydalion qui donnerail de la biliver-
dine. On opérera avec une variante :

Expérience. — La bile pure est saturée d'acide carbonique ;
I'ean qu'on y mélange & raison de 4 volomes pour 1 de bile est éga-
lement satarée davance d'acide carbonique. On fait barboter CO?
dans le mélange. Celui-ci devient vert teés rapidement.

CGomme contre-épreave le tube témoin o circule I'air n'a pas
changé de couleur.
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¢) Verdissement sans intervention de lorygéne. — Ces
expériences expliquent un phénoméne qui a élé mal
interprété par quelques observateurs.

Cest & savoir que la bile jaune diluée de chien reste
jaune dans le vide, tandis qu’elle verdil a I'air. On en a
coneclu que l'oxygéne étail indispensable an verdissement
de la bile. Ce n'esl pas exacl; nous venons de voir que la
bile jaune verdit sans intervention de loxygéne, par la seule
aclion de ['acide carbonique.

La biliprasine une fois formée passe facilement & I'état
de biliverdine, par déshydratation et oxydation, ou
par déshydratalion seulement, comme nous 'avons dit
déji.

On peut faire avee la bile de chien diluée les mémes ex-
périences que l'on fait avec les pigments purs. La bile
rendue verte (pigment biliverdinique) peul étre ramenée
i I'état de bile jaune (pigment bilirubinique) par l'action
réductrice de I'hydrogéne sulfuré. Dans ce passage, on
saisil fort bien le slade biliprasinique si 'on opére avec
précaution.

Inversement, les agents oxydanls. Iiode alcoolique,
I'ean chlorée, bromée, iodée, le chauffage a 'air permet-
tent de passer de la bile rouge du chien & la bile définiti-
vement verle en traversant le stade biliprasinique.

d) Reéaction de Gmelin. — La bile de chien normale
donne tres mal la réaction de Gmelin & cause de I'abon-
dance de la psendo-mucine.

Le précipité qui se forme empéche la superposition
réguliere des couches et amene des mélanges de masses a
différents états d'oxvdation et de coloration. On évite cel
inconvénienl en opérant sur la bile diluée. La réaclion
réussik alors, pE’Ll‘fﬂ“ﬂIllFlll..
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e) Faw oxygénée. — La bile de chien contient aussi
une substance qui est capable de décomposer inslanla-
némenl eau oxygénée. Avee la bile bouillie la décom-
position est trés limitée. Dans les deux cas il y a a la fin
décoloration.

[) Existence d'un pigment rouge. — Par laction de la
chaleur (30° a 75°) la bile de chien non diluée devient
rouge.

Wertheimer et Mever (1) onl observé dans la bile de
chien un spectre & 2 bandes: une bande d’absorplion
dans le rouge & bord net du coté du jaune, estompé du
colé du rouge. Pour la bien voir il faut augmenlter la con-
centration de la solution. A colé de celte bande, il exisle
une seconde bande entre Cel D, toul pres de D,

Ce spectre correspondrait a celui que Heynsius et Camp-
bell attribuaient @ la bilicyanine qui esl bleue en milieu
acide, verte en milieu alealin rouge en solution neuotre.
La bile rouge, quirésulte de 'action de la chaleur, donne
précisément le spectre que nous venons de décerire.

Ce pigment rouge est un produil d'altération : c'est le
résultal d'une oxvdation poussée sans doute au dela de la
biliverdine, la bile du chien s'oxvdant facilement & 'air
et i la lumiére et mieux encore sia ces actions s'ajoute
la chaleur. Ce pigmenl ne doit done pas étre considéré
comme un pigment naturel, normal, physiologique. A
colé de ce pigmenl rouge se produil, sousles mémes ac-
tions oxydantes, le pigment vert. La couleur du liquide
est due an mélange de ces deux pigmenls vert el rouge,
ou & la prédominance de I'un d'eux.

(1) E. Wertueingn et Mever, De Papparition de l'oxyhémoglobine dans
la bile, Arvchives de physiologie, 1889, p. &4l.
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49. Bile de lapin. — La bile de lapin esl ordinaire-
ment de couleur wert elair, rarement vert foneé ; celle
couleur est due au pigment biliprasinique, comme le mon-
tre I'expérience suivanle :

Erpérience. — On étend la bile & 5 volumes. On traite par
quelques gouttes de solution de soude & 30 0/0. La liqueur devient
jaune et trouble. On chaufTe, la conleur jaune s’accentue et passe au
rouge. Le lrouble se reproduit par refroidissement.

On ajoute de I'acide acétique glacial @ la liqueur prend la couleur
verte., Le virage peut élre alternativement répeté plusieurs fois.

La liqueur verte, soumise i I'action du vide, passe au jaune, jaune
fixe que locide ne détraira plus (bilirubinate).

Variélés. — Bile blanche. — (Quelquefois, mais tres
rarement, la bile de la vésicule est blanche et trouble.Elle
est semblable & celle que I'on nomme bile décclorée, dont
les pigmenls ont été déposés. 1l faut admettre ici que les
pigments onl fait défaut (ce qui montrerait l'indépendance
des denx processus qui fournissent I'un les acides biliaires,
I'autre le pigment) ou que le pigment biliaire aurait été
oxydé jusqu'a décoloration (ce qui est moins vraisem-
blable, quoique possible). La réaction de celle bile est
alcaline. L’aclion des oxvdanls oo des réducleurs n'y
change rien.

50. Bile de cobaye. — Elle est ordinairement de eou-
lear vert clair el ressemble a celle du lapin; d’aulres
fois Ia bile esl jaunditre ; chez le cobaye les biles blanches
sont plus rares que chez le lapin.Comme chez le lapin, la
bile verte du cobaye devient jaune parla soude et retourne
au verl par lacide acétique. La couleur est due a la bilipra-

sine.
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flisennx.

51. Bile de pounlet. — La vésicule est colorée en vert :
pourtant la bile qu'elle contient esl rouge jaune ; elle est
trouble ; elle ressemble par sa teinte a celle du chien et
du pore ; sa teneur en bilirubine est inférieure 4 celle du
chien. Elle doil sa coulewr jaune aux biliprasinates comme
le prouve l'expérience suivante :

Expérience. — La bile est diluée avec 4 fois son volume d'ean,
la réaction est lézérement acide.

L'aleali clarifie la liqueur et dilue sa teinte qui de rouge sombre
devient rouge clair ; l'acide acétique glacial la fait passer au vert
émeraude, rapidement. Avec le méme tube,on peuat répéter plusieurs
fois les mémes alternatives.

Examinons l'action des agenls oxydanls.

) lode alcooligue. — La bile diluée traitée par liode
alcoolique avee précaution devient d’abord vert clair (acide
biliprasinique), redevenant rouge par la soude el retour-
nant au vert par l'acide acétique.

L'exces d'iode aleoolique change le pigment jaune en
pigment vert définitif (biliverdine), qui ne donne plus
la réaction alcalino-acide. En poussant plus loin 1'action,
la couleur passe au violet, au bleu, et enfin au jaune
(cholétéline).

b) Léaction de Gmelin, — Avee la bile diluée la réaction
esl tres netle ; les diverses couleurs se distinguent [rés
bien el le passage d'une couleur a 'autre se fait moins vite
que dans d'autres biles.

v) Sels de manganése. — Avee le chlorure de manga-
nese, la bile devient trouble par la formation d'un préci-
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pité qui masque la couleur verte. La filtration montre la
coloration verte du liquide, que la soude raméne au rouge
(avee précipité) et l'acide acétique glacial au vert. En
prolongeant 'action, on obtient les teintes vert fonecé et
bleue (bilieyanine).

Par l'acide carbonique on obtient les 2 leinles verl
elair el vert foncé. L'hydrogéne sulfuré raméne le verl au
rouge (bilirubinate).

La bile du poulet contient aussi la substance qui décom-
pose I'eau oxygénée et qui est détraite par la chaleur; la
bile bouillie ne décompose plus I'eau oxvgénée avee viva-

cilé.
Repiiles.

52. Tortune. — La tortue posséde un foie trés volumi-
neux ; la vésicule biliaire présente la couleur verte : mais
la bile est de couleur jaune-brun. On s’assure facilement
au moyen de la réaction alcalino-acide que cette couleur
est due aun biliprasinate de sodium.

La réaction de Gmelin se produit trés facilement.

Batraciens.

53. Gremouille. — On doit recueillir les vésicules
biliaires d'un assez grand nombre d’animaux. [lfaul en-
viron 40 vésicules biliaires pour avoir 1/4 de centimetre
cube.La couleur de la bile est verte; elle est assez inlense
pour qu'il v aitintérét a la diluer au cinquiéme.

Celte couleur est due a la biliprasine; la soude & 30 0,/0
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fait virer la liqueur au ronge et l'acide au vert ; le vide
fait passer le verl au jaune.

La bile contienl trés pen de bilirubine libre ; si on I'ad-
ditionne de chloroforme, celui-ci reste presque incolore.

Par l'iode alcoolique, l'eau chlorée, bromée, ele., le
pigment passe au verl foncé,

L'eau oxygénée se décompose et la bile se colore en
verl foncé ; puis la décoloration arrive.

La réaction de Gmelin est trés nelle.

L’action de la chaleur & 75° pendant une heunre fait pas-
ser la bile au rouge. (esl ce pigment rouge qui existe en
grande quantité chez le erapand (Adduco).



CHAPITRE 1V

Résumé et conclusions.

54. Il serait difficile de condenser en peu de lignes les
fails assez nombreux que nousavons mis en évidence dans
ce lravail. Nous nous bornerons i en choisir quelques-uns,
qui nous ont paru présenter un intérét plus général pour
les physiologistes.

Les voiei :

. — La bilirubine (acide bilirubinique, pigment jaune
rouge, pigment fondamental) n'exisle pas dans la bile a
I'état de nalure (1), en général, mais seulement & 1'état de
combinaison sodique, bilirubinale neutre. La bilirubine
esl, en effel, insoluble dans la bile naturelle ; elle est in-
soluble dans la file décolorée de Platiner.

[Vautre part, les bilirubinates alcalins, contrairement i
ce quia été dit(Staedeler),sonl trés peu solubles dans I'eau.
[ls sont solubles dans les alcalis el les carbonates alca-
lins. La bile est, au point de vue du pigment fondamental,
une solution de bilirubinalte de sodium dans les carbonales
alcalins.

Il. — Le second pigment principal (pigment vert, acide
biliverdinique) est & peu prés dans le méme cas. Cepen-
dant il est faiblement soluble dans la bile naturelle el dans
la bile décolorée, neatre ou acide. Les biliverdinates al-

(1) Sauf peut-étre et en trés pelite quantité dans quelques biles tres
pigmentées, telles que celle du pore.
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caling, d’autre parl, sont plus solubles dans I'ean que les
bilirubinates. La biliverdine existe done dans la bile verte,
principalement & 1'élat de biliverdinale sodique dissous
dans les carbonales et, accessoirement, & I'élat de biliver-
dine dans les biles & réaction acide ou neutre.

[1I. — Les solutions de bilirubine n’absorbent pas I'oxy-
gene de l'air pour passer & I'élal de biliverdine. Cette ab-
sorplion ne se produit qu'avee les bilirubinates qui devien-
nent biliverdinales.

IV. — La couleur des solutions du pigment fondamen-
tal dépend de la quantité du pigment : elle varie du rouge
foneé (quantité de bilirubinate supérieure & 0 gr. 03 pour
100 ce. soit 3/10000%) au jaune paille de plus en plus
clair. Les solulions neutralisées sont toujours jaune paille.

Une bile neultre ou acide ne peut élre que jaune paille
{ou verte).

V. — Il existe, dans la bile normale de la vésicule, deux
autres pigmenls qui n'v avaient pas été signalés, pigmenlts
biliprasiniques. L'un est un pigment jaune brun (bilipra-
sinate de soude). 1l se distingue du précédent par les ca-
ractéres suivanls : 1° le courant de CO® le change en pig-
ment vert (biliprasine); 2°de méme 'acide acétique, et
en général les acides (surtoul en présence de I'alcool) ;
3¢ il n’est pas stable dans le vide ; il s’y décolore sous 'ac-
lion de la lumiére. Comme le bilirubinate, exposé a l'airel
f la lumiére, il verdit (biliverdinate).

(est ce pigment biliprasinique qui donne & la bile du
veau la couleur jaune. Il existe dans les aulres biles
jaunes,

VI. — Le second pigment biliprasinique est un pigment
vert. C'est la biliprasine. 1l se dislingue de la biliverdine
(biliverdinales) par les caractéres suivanls: ° Faddilion

| F]
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de quelques goultes d'aleali le change en pigment jaune
(biliprasinate) ; 2° 'action du vide le fail passer au jaune
(bilirubinate). Il est légérement soluble, particulierement
dans les liqueurs chargées de CO,

Il constitue le pigment ordinaire de la bile de veau, de
la bile fraiche du beeuf, de la bile du lapin.

VII. — La relation de ces deux pigments biliprasiniques
enfre eux est trés simple. Le pigment jaune est un sel alea-
lin du pigment verL. lls passent de I'un a 'autre par 'aclion
allernative des acides et des alealis. Ainsi I'acide forme un
pigment, le sel alcalin un aulre (1); ceci est contraire a ce
qui arrive pourla bilirubine et les bilirubinales, également
jaunes, pour la biliverdine et les biliverdinates, également
verls. 1l résulte de 1, contrairement & ce qui a été soutenu,
que la bile jaune peul devenir bile verte sans oxydation.
En second lieu, on comprend également le résultat para-
doxal obtenu par les auteurs (Jolles) qui trouvaient tres
peu de biliverdine vraie dans la bile verte d'un beeuf. La
biliverdine vraie est plus rare dans la bile que I'on ne pen-
sait.

VIIl. — La relation de ces deux pigments avec les pig-
ments fondamentaux (bilirabine, biliverdine) est a':gale-
ment trés simple. Les pigments biliprasiniques sonl in-
termédiaires enlre les autres an point de voe de oxydation
el de D'hydralation. Nous en donnons trois prenves :
o 'oxydation ménagée de la bile par la solution alcooli-
gue d'iode conduit au stade biliprasine avant le stade bili-
verdine ; 221l en esl de méme pour 'oxydation par expo-
sition prolongée & l'air et & la lumiére, ainsi que par la

(1) On remarquera que les faits s'expliqueraient également bien en

admettant l'existence de deux sels correspondant & des doses dillé-
rentes d'alcali.
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chaleur & Uair; 3o I'aclion du vide dissocie lenlement la
biliprasine ; elle esl sans eflel sur le slade plus avancé,
biliverdine.

IX. — Eludiésinvitro les pigments biliprasiniques for-
ment également une étape sur la voie de transformation
de la bilirubine en biliverdine. Celle-ci dépend de qualre
facteurs. Le facleur indispensable, r'uﬁtl'ux}'g&ln: - les au-
tres sont adjuvants, & savoir : la réaction du milien, la cha-
lewr, la limiére.

X. — Toutes choses égales d’ailleurs, I'alcalinité est
défavorable & la formation des pigments biliprasiniques ;
elle contribue & la stabilité du bilirubinate. La neutralilé
ou l'acidité favorisent 'apparilion précoce du pigment
verl (biliprasine).

Al — La chaleur, si son action est prolongée el pous-
sée assez loin (100?), altére les bilirubinates ; elle en dimi-
nue la solubilité et détermine un dépot. Plus tard il se
produit une décoloration.

La chaleur ménagée favorise extrémement la transfor-
mation du bilirubinate en biliprasinate ; encore, mais
moins bien, le passage du biliprasinate au biliverdinalte.

XIl. — La lumiére favorise trés notablement la trans-
formation du bilirubinate en biliprasinate, el presque aun-
tant celle du biliprasinate en biliverdinale. Les différentes
régions du spectre se comporlent sensiblement de méme.

On peut donner une forme saisissante i ces expériences
sur la réaction du milieu, la chaleur, la lumiére, en oppo-
sant des tubes témoins inaltérés, & des tubes qui, sous ces
influences, changent de couleur.

NIl — I est possible que U'oxydation avee hydratation
du pigment originel, fondamental, la bilirubine, com-
mence dés la cellule hépatique et les canaux biliaires.
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Dans tous les cas, elle se poursuit dans la vésicule. Or, les
condilions arlificielles de cette transformation (oxygene,
lumiére, chaleur) n'y sont pas réalisées. De la I'hypothése
d'un agent ou condition d’oxydation particuliers (oxyvdase
hépatique) .

XIV. — La bile fraiche décompose instantanément
I'eau oxygénéde. L'aclion est aussi énergique el aussi com-
pliéte qu’avee la fibrine fraiche. La bile est un réactif aussi
sensible de I'eau oxygénée que la fibrine.

XV. — Au contraire, la bile bouillie ne décompose pas
I'eau oxygénde. 11 y a dans la bile fraiche une substance
que 'ébullition détrait et qui dégage l'oxygéne de I'eaun

oxygénde.

XVI. — Il y a oulre les variélés jaune et verle de la bile
du veau, une variélé rose, rouge, présenlant des ressem-
blances avee la colohémaline de Mac Munn.

XVII. — Les pigments de la bile de pore sont: la bilirn-
bine, le bilirubinate et biliprasinate de soude.

XVII. — La réaction de Gmelin réussil toujours avee

les biles diluées ; elle manque de netleté avee les biles con-
centrées.

XIX. — La bile de chien contient du biliprasinate et du
bilirubinale de sodium.

XX. — La bile de lapin contient le pigment biliprasine.
On observe quelquefois la variété blanche, dile bile déco-
lorée. — 1l en est de méme pour la bile de cobaye.

XXI. — La bile d’oiseau (poulet), de tortue, de gre-
nouille ont également pour pigments la biliprasine et le
biliprasinate.



DEUXIEME PARTIE

LE FER HEPATIQUE.

55. Objet et résultat de cette étude. — [élude qui
suit aura pour résultat le plus général d’élablir que le foie
des animaux (organe hépalique, hépalo-pancréas), se
comporte d’une fagon spéciale relativement au fer de For-
ganisme. — C'est I'organe ferruginenx par excellence. Il
fixe des quantités de fer considérables, par rapport & tou-
les les autres parties de I'économie. Cetle leneur en fer
est, dans une large mesure, indépendante des eircons-
tances exlérieures ; elle ne suil pas, en effet, rigoureu-
sement les variations du milien ambiant ; elle n'est pas
influencée davantage par les vicissitudes du fer alimen-
taire (jetne, hibernation). Elle dépend, an contraire, des
conditions internes ou physiologiques qui la font varier
entre des limiles assez étendues.

Le fer hépalique n'est done pas un élément accidentel,
dont1'existence dans le foie serail la divecle conséquence
de sa présence banale, sous une [orme quelconque, dans
le milieu extérienr. Le foie se distingue des aulres orga-
nes au point de vue dufer, et le fer se distingue des aulres
mélaux au point de vue du foie.

Ces faits élablissent 'existence d'un mécanisme physio-
logique qui exige un nom appropri¢ et réclame une étude
spéciale. C'est ce que nous avons appelé la fonction mar-
tiale du foie.
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Elle est universelle,c’est-i-dire qu'elle existe aussi bien
chez les verlébrés que chez les invertébrés, partoul on se
renconire un organe (organe hépatique, hépato-pancréas|
pouvant étre assimilé an foie. Le travail que nous publions
iei quoiqu’il ait exigé plusieurs centaines d'analyses ne
peut avoir la prélention de résoudre loules les guestions
relatives a cette fonetion. Il en fixe seulement les trails
essenliels.

Sil'on veut bien comprendre le sens et la portée des
fails, ¢’est par les invertébrés qu'il faul commencer. Cest
la qu’ils se présentent avec toute leur simplicité. Au con-
traire, chez les vertébrés, la fonetion martiale universelle
du foie est primée el défigurée par une autre fonction qui
vienl s’y superposer dans le méme organe, a savoir la
fonction hématigue. Clest celle-ci qui s'oflre, pour alnsi
dire, & I'observateur et s'impose & lui. L'élude en a élé
poursuivie parun grand nombre de chimistes physiologis-
tes ; nous dirons tout & I'heure avec quels résulials.

Au contraire, en ce qui concerne les invertébrés, les
faits sonl enlicrement nouveaux. A nolre connaissance,
I'on n’avait pas essayé de déterminer quantitalivement et
par des méthodes rigoureuses la teneur en fer des diffé-
renls organes, et I’'on n’avait pu suivre les varialions de
ce mélal dans le foie. Dailleurs, les moyens dont dispose
la chimie ne permellaient pas celle étude. Nous-mémes
nous n'avons pu 'aborder que grice au procédé de Lapie-
que, que l'auteur a rendu usuel dans notre laboratoire
de la Sorbonne.

56G. Présence générale du fer dans les organismes.
Ses faibles proportions. — Le fer est un élédment essen-
tiel de la constitution des organismes. Les constalations
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les plus diverses établissent la généralilé de sa présence
el sa nécessilé. Celle généralilé Lient sans doule & ce que
le fer est un élément intégrant des nueléines ferrugineu-
ses qui existent dans un grand nombre de tissus, el par-
ticulicrement dans la chromatine du noyau cellulaire.

Le fer est un élément essentiel des organismes, el ce-
pendant il n'y intervient qu'en faible proportion. La rai-
son en est simple.

Le fer,quoiqu’il soit léger parmi les métaux, eslun corps
lowrd par rapport & la matiére organigue. 1l pése environ
sept fois plus que I'ean. Sa densilé varie autour de 7. 11
parait étre a la limite des métaux susceplibles d'étre in-
troduits dans les composés vivanls. Et déja cetle incorpo-
ration exige un artifice de structure moléculaire qui n’est
pas sans inconvénient pour les échanges nulritils @ nous
voulons dire la constitution d’édifices moléeulaires énor-
mes.

Au deli du fer, dont I'atome pese 56 fois autant que
celui de I'hydrogiéne (poids alomique 56), on ne trouve
plus que le cuivre dont le poids atomique est 63 et qui
n'enlre que par exceplion dans les lissus organisés, par
exemple dans le sang de beaucoup d'invertébrés : ernsta-
eés, homard, langouste ; mollusques : escargots, ele. Plus
loin enfin, se trouve le zine, avee un poids atomique de 65
qui lui inlerdit,sauf dansdes cas tout a fail exceptionnels,
I'accés du eyele vital,

La raison pour laquelle les corps lourds entrainent la
constitution d'édifices moléculaires énormes se concoit
aisément. C'est que la pesanteur et, en général, les pro-
priétés physiques des diverses parlies des organismes
doivent présenter une certaine uniformité. Il faut que les
tissus aient & peu pres la méme densilé et que celle-ci soil
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sensiblement idenligue & celle des liquides qui les bai-
enenl: le sang, la lymphe, c¢'est-a-dire trés voisine de
celle de I'ean. Un atome de fer introduil sans précaution
dans un tel milien y ferait U'effet d'un grain de plomb
tombant dans une masse de gelée. Le moindre déplace-
menl entrainerait des déformations et des altérations de
structure irréparables. L'uniformité de poids spécifique des
parties orqaniques protége I'édifice vivant conlre des ac-
cidenls de ce genre ; ¢'est wn moyen de défense contre Cac-
tion perturbatrice de la pesanteur et des forces mécaniques.

Il importe done que le fer pesant soil intimement lié
dans la méme molécule a un lrés grand nombre d’élé-
ments légers et comme noyé dans leur masse, de maniére
qu'il s’établisse vis-i-vis de la pesanteur une sorte d'élat
moven et compensé. Cestainsi que setrouvent conslitués
des édifices moléculaires a dimensions colossales comme
I'hémoglobine (poids moléculaire 2303, avee 612 atomes
de carbone, 214 d’azote, 235 d'oxygene, 2 de soufre pour
un atome de fer).

Le fer entre ainsi dans la maliére organique escorlé
d'un grand nombre d'éléments légers qui corrigent son
exces de densité. 11 est done naturel que les atomes mé-
talliques, si copieusement escorlés, ne puissent trouver
place quen pelit nombre dans les corps vivants. La pro-
portion de fer est pelite dans les organismes. Clest par
dic-milliémes qu'il faut le compler. Le corps de I'homme,
au tolal, n'en contienl environ que 1 partie pour 20.000
parties en poids. Le sang qui est le mieux pourvu & cet
égard n'en renferme que 5 dix-milliemes ; 1 gramme de
sang en conlient 0 gr. 5; un homme du poids moyen de
70 kilogs n'en posséde que 2 gr. 10 dans son sang. Un
organe est riche en fer lorsqu'il en renferme comme le
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foie 1,5 dix-milliémes. Il faudra done, quand on voudra
se représenler les mulations de fer organique, se défaire
du préjugé qu'un millieme, qu'un dix-millieme sont des
proportions négligeables.

Il découle de ld une conséquence imporlante. Cest i sa-
voir que les aliments d’origine animale, végétale, miné-
rale, contiennent des quantilés de fer comparables i celles
des tissus vivanlts. Le fer alimentaire est done suffisant
quant & son poids, sinon quant & sa forme, pour COUVELT
les varialions el les oscillalions normales ou patholo-
eiques de la teneur en fer.

§ 1. — Méthode employée pour la détermination
guantitative du fer.

Toutes nos délerminations du fer du foie et des lissus
onl élé exécutées an moyen du procédé de Lapieque (1),
fondé sur la colorimétrie du sulfocyanale ferrique. Ce
procédé est parfaitement adapté aux recherches biologi-
ques i cause de sa commodité et de sa rapidité el surtout
a cause des faibles quantités de matiére qu'il exige et dont
ne saccommoderaient pas les méthodes par pesée ou les
méthodes volumétriques ordinaires. Si l'on observe dans
I'exécution les précautions preserites, les résulfats offrent
toule sécurité. L'étude préliminairve crilique et expéri-
menlale faile par lauteur, les comparaisons avee la
méthode volumétrique de Marguerilte ou la méthode par
pesée onl mis en évidence la streté des délerminations
el par conséquent la confiance qu'elles méritent.

Rappelons en quelques mols la manicre d'opérer :

(1} L. Lapicoue, Observafions et expériences swr les mulations du fer
chez les vertébrés (These de la Facalté des sciences, Paris, 1897, p. 15).
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57. Pesée de I'échantillon 4 analyser. — On prend
10 grammes de [oie frais ou 2 grammes de poudre desséchée jus-
qu'i constance du poids. §'il s'agit d’un animal i sang rouge et fer-
rugineux (vertébrés) on aora eu soin d’hydrotomiser le tissu par un
lavage 4 Peau salée physiologique afin d’enlever tout le sang et par
conséquent tout le fer du sang qui viendrait fausser la recherche.

Ces poids, 10 grammes de tissu f{rais exsangue et 2 grammes de
tizzu sec, sont choisis (# posteriori) aprés litonnements, parce que
la quantité la plus convenable au dosage est de 1 milligramme de fer
et que ¢'est précisément celle qui est contenue en moyenne dans
10 grammes de foie frais.

8'il s'agit d'un aatre tissu, lexpérience apprend qu'il faut en pré-
lever une quantité plus considérable, cing i six fois supérieure, au
moins ; par exemple, 40 & 50 grammes de tissu frais, ou 8 & 10 gram-
mes de tissu sec,

58, Préparation de Ia ligueunr colorimétrigue. —
Cette quantilé de tissu est incinérée par un procédé particulier. La
caleination ne convient pas, parce qu'elle est longue et trés délicate,
si 'on veut éviter de volatiliser le fer & 'élat de chlorure ou de I'in-
solubilizer en calcinant trop fortement 'oxyde.

On détrait la matiére organique par I'acide azotique, an sein d'une
petite gquantité d'acide sulfurique, dans le récipient méme o se fait
la pesée du tissu. Le tissu frais ou sec est done introduit dans un
ballon de verre de Bohéme de 1235 centimétres cubes de capacité,
préalablement taré. On pése par différence le tissu introduit. On
environ 1 cen-

ajoute de I'acide sulfurique pur,bien exempt de fer,
timétre cube d’acide par gramme de tissu frais, c’est-d-dire dans le
cas présent 8 4 10 centimétres cubes — et on laisse macérer i froid
pendant environ quatre heuores.

Cette macération préalable n'est nécessaire ou simplement utile
que pour ralentir la violence de 'action et les projections ultérieures
qui pourraient se produire au moment oi 'on chauffera.

Si 'on opére sur le tissu sec au liew du tissu frais, on peut s'en
dispenser, et l'on procédera immédiatement aux opérations suivan-
tes :

Dans une hotte vitrée, d'on le fer est exclu ou dont la surface est
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protégée par une épaisse peinture, on place les ballons dans une po-
sition inclinée sur un support de cuivre au-dessus d'un bee de gaz ;
on conduit la chauffe avee précaution, ralentissant & propos la flamme
de manic¢re a éviter les projeclions. La matiére organique se dissout.
A la fin de opération, on pousse la flamme de manidre & éliminer
I'eaun et & amener 'acide sulfurique prés de son point d’ébullition,
ce dunt on est averti par la disparition des épaisses vapeurs blan-
chitres qui chargeaient 'atmosphére du ballon, maintenant transpa-
rente.

On écarte alors le ballon du feu : on le laisse refroidir un peu et
on y fait tomber, au moyen d'un flacon compte-gouttes, de lacide
azotique pur exempt de fer et on agite. Le contenu du ballon qui
était noirdtre et ses parois qui étaient mouchetées d'éclaboussures
noiritres se décolorent et passent au rouge clair, en méme temps qu'il
se dégage des vapeurs nitrenses,

On chauffe de nouveau et on recommence la méme opération
jusqu'ia ce que les parois soient propres et la liquear claire et légé-
rement colorée en jaune verdatre. Il est bien entendu que 'on ra-
joute au besoin de I'acide sulfurique an cours de l'opération, s'il di-
minuait par trop par suite de la volatilisation. A la fin, au contraire,
on poussera la chauffe §'il était en exceés. Il faut s’arranger de ma-
niére que la quantité finale de liquide ne dépasse pas sensiblement
2 centimétres cubes. Le fer s’y trouve au fond sous Papparence d'une
fine poudre cristalline (sulfate ferrique), dont l'abondance fournit i
premiére vae, i l'observatear exercé, une premiére idée de la richesse
en fer du tissu. Avec beaucoup de précautions, on ajoute ensuite de
I'eau, environ 20 centimitres cabes ; on fait bouillir jusqu’a dissolu-
tion compléte du précipité eristallin. On laisse refroidir. On a alors
une liqueur claire pile, jaune verdatre, préte pour la colorimétrie,

59. Solution d'analyse et solution type. — On a une
petite fiole dont le long col porte deux traits de jauge correspondant
4 20 centimétres cubes et 23 centimétres cubes. On verse dans cette
fiole la liquear précédente provenant de Uincinération azoto-sulfu-
rique, et avec les rincures successives d'ean distillée du ballon, on
améne le volume aa trait 20 centimétres cubes. On ajoute i cette
liqgueur d'analyse (jusqu’an teait 25 centimétres cubes) 5 centimétres
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cubes d’une solution 4 10 0/0 de sulfocyanate d'ammoniaque. On
agite. On obtient ainsi une solution rouge.

Cest cette solution d'analyse qui devraétre comparée & la solulion
type dans le colorimétre Laurent. Le résultat de la comparaison fera
connaitre les richesses relatives des deux solutions, et comme on
connait celle de la solution type, on aura la valeur absolue de I'aulre.

La solution {ype est obtenue en dissolvant i chaud 0 gr. 500 de fil
d'archal bien décapé dans de 'eau distillée additionnée d'acide sulfu-
rique pur, en excés, et d'acide azotique. L'ébullition est continuée
pendant une demi-heure. Aprés refroidissement, on étend a 1 litre.
20 centimétres cuhes de cette liqueur contiennent 1 centigramme
de fer. Si I'on ajoute & cette liqueur 5 centimétres cubes de sulfocya-
nate d'ammoniaque i 10 0/0, on a une coloration d'un rouge trés
intense.

Ce n'est pas cette solution elle-méme que U'on emploie. Celle-ci
sert seulement de selution-mére. On en prend une portion que l'on
étend au 10°, et qui, par conséquent, contient dans 20 centimétres
cubes 1 milligramme de fer. Elle est la veéritable solution-type.

On posséde ainsi les deux solutions rouges & comparer : la solution
d'analyse, la solution type. Sous méme volume, la leinte est propor-
tionnelle i la richesse en fer. La comparaison des teinles se fait dans
le colorimétre Laurent avec des précautions que nous n'avons pas i
décrire ici. Nous renvoyons an travail de M. Lapicque (p. 30 et
suiv.).

60. Comparaison colorimétrigue. — Pour éviter toute
erreur relative aux différences d'éelairage, on ne compare pas direc-
tement les deux liquears entre elles. Mais on les compare toutes les
deux @ un méme étalon de couleur fixe, placé d'un cité de I'appa-
reil, tandis que les deux liqueurs sont successivement placées de
lautre coté, dans le godet. On fait mouveir le manchon vide, c'est-
d-dire varier I'épaisseur sous laquelle on examine la, liqueur, jus-
qu'd ce gque sa teinte soit exactement celle de I'étalon. On lit cette
¢paisseur ¢', an demi-millimétre prés au moyen du vernier.

On lit de méme D'épaisseur e correspondant a la solution type.
La quantité de matiére colorante, de substance active (c'est-i-dire la
quantité de fer), sera la méme dans I'épaisseur e de solution type et
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dans I'épaisseur ¢’ de solution i analyser, si 'on admet, ce qui est
la base du procédé colorimétrique, que I'égalité de teinte entraine
I'ézalité de teneur en substance active.

Soit p la quantité pondérale de fer contenue dans 'unité de volume
(1 litre) de la solution type ; p' la quantité dans l'unité de volume
de la solution & analyser. Le eylindre du colorimétre de base B, de
hauteur e,de volume B 3¢ e contiendra done B 3 e 3 p de fer, pour
la solution type; le méme cylindre de base B, de hauteur ¢, con-
tiendrea B 3 ¢’ >< p’ pour la solution d analyser. A 'égalité de teinte
ces deux quantités sont ézales, B><e>p =08 > ¢ > p’. — Don
p=p :: Pour avoir la quantité de fer contenue dans un volume

donné de la solution & analyser, il faut multiplier la quantité conte-

nue dans le méme volume de solution type par le rapport colorimétri-
e . : “hat

que —. — Appliquons cela an volame 20 centimétres cubes. — Le
e

poids de fer contenu dans 20 centimétres cubes de la liquear & ana-
lyser (¢'est précisément tout le fer de 'échantillon analysé qui pesait
K grammes), ¢'est la quantité que l'on cherche z; le poids de fer
contena dans 20 centimétres cubes de la solution type, c’est 1 milli-
gramme comme nous lavons vu. — On a done :

: : : e s
x quantité de fer dans le poids K gr. de tissu = — >< 1 milligr.

]

Le rapport colorimétrique exprime done en milligrammes le poids
de fer contenu dans I'échantillon & analyser qui pése K grammes.
— En divisant par K on aura le nombre de milligrammes de fer dans

i gramme de tissu. — C'est le nombre -"1-,--1~ qui exprime le résultat

e’ K
de chaque analyse. Par exemple, on traite un poids K =T gr. 50

: e a8 e
de foie de baeaf. On trouve un rapport colorimétrique - = 0,5 La
{],U-‘i’ cest-a-dire 0 milli;;r. 07 par grarmime de

Poms

[

quantité de fer est
foie (1).

(1) Dans son étude préliminairve, Lapieque a fixé les conditions qui
rendent la méthode rigoureuse et sensible. En prineipe, la relation qui
lie la quantité de fer i lintensité de la coloration n’est pas simple ; il
n'y a point de proportionnalité. Le coefficient d’extinction photo métri-
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§ 2. — Détermination du fer dans le foie et les tissus
des invertébres.

Nous avons recherché le fer chez les invertébrés ot
l'organe hépatique est assez bien délimité el assez distinel
pour pouvoir étre isolé. C'est le cas des mollusques et des
crustacés en général. Le procédé que nous employons
permet de se contenter a la rigueur d’une faible quantité
de tissu, mais encore faul-il que cette quantité corres-
ponde & un milligramme de fer ou & une fraclion pastrop
faible de milligramme. Dans le cas habituel o un seul foie
ne saltisfaif pas a cetle condition, on en rassemble plu-
sieurs, de maniére a arriver a une dizaine de grammes de
Lissu frais.

Il faut opérer sur le fissu frais, qui est le véritable
facteur physiologique dont il importe, en définitive, de
connailtre la constitution, Mais on peul opérer aussi sur
le tissu sec.

que varie avec les conditions du milieu : sels, quantité d'eau, nature
et quantité de l'acide, influence de l'acide phosphorique; maisil y a
des conditions, et ce sont précisément celles du procédé, on la colora-
tion est proportionnelle a la quantité de fer.

En second lieu, quant & la sensibilité (qui en principe est aussi tres
grossiére dans les déterminations colorimétriques) elle est ici trés bien
réalisée. En effet, au lien d'imposer i I'eil une détermination d'intensité,
d’égalité d’intensité, ce 4 quoi I'eeil est inhabile, on lui demande de
déterminer une variation de teinle, une égalité de teinte, ce & quoi
Peil est trés apte. Et précisément on opére avec une teinte sensible.
La solution de sulfocyanate ferrique, a 1/1000° de fer, que 1'on emploie
ici a, sous l'épaisseur de % centimétres, une teinle orangée qui vire
immédiatement du cdté du rouge ou du cité du jaune, suivant que la
proportion de fer augmente ou diminue. L'étalon de verre type est pré-
cisément choisi de cette teinte orangée, et il faut amener par dilution
convenable la liqueur & analyser i cette teinte, alin de sensibiliser au
maximum la détermination.
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La dessiccalion se fait dans U'exsiccalenr i acide sulfuri-
que pendant vingt-qualre heures el se compléte a 'éluve &
110°, mais le plus souvent la premiére opération suflit.
Le lissu hépatique est, en général, plus compact, moins
riche en eau que la plupart des aulres. Chez ceux-ci le
poids frais est d'environ 4,5 fois le poids sec ; pour le lissu
hépatique il faut prendre, au lien du coefficienl 4,5, un
coelficient plus faible : 3,8 pour l'escargol, 2,3 pour le
homard ou le foie contient des matiéres grasses.

L'opération sur le fissie sec n’a pas d’inconvénients dans
la plupart des circonstances; elle offre des avanlages dans
quelques-unes. Elle esl sans inconvénients dans le cas
général ou les tissus contiennent une quantité d’eau sen-
siblement constante, et, par conséquent, possédent un
coelficient d'hydratation fixe, C'est le fait des tissus de
verlébrés dont le coefficient d’hydratation est de 5 (au
dixieme pres) ; de méme pour la plupart des tissus des
invertébrés sur lesquels nous avons fait nos recherches ;
leur coefficient est 4,5. Les opérations s'équivalent alors,
a un facteur constant pres.

Bien plus, celte délermination opérée sur le tissu sec
offre des avanlages el s'impose méme pour cerlains lissus
(sang,tissu cellulaire) on, chez les invertébrés i circulalion
lacunaire, la quantité des sues intercellulaires peut subir
des variations considérables. La quantité d’ean qui, de
ce chef, peut élre extraite par évaporalion prolongée, &
100°, de ces parties, varie enlre des limites assez élendues.
Le coefficient d’absorption subit des variations notables.
La teneur en fer de ce tissu i I'état frais perd alors sa si-
gnification ; au contraire, la teneur du poids see conserve
un sens trés précis.

Il est done avantageux de déterminer la quantité de fer
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par rapporl au poids sec. Les chiffres que nous donnons
pour les mollusques et les erustacés ont é1é le plus souvent
obtenus de cetle [acon. (Juand on veut passer au poids
frais, la chose est facile si 'on connait le coefficient d 'hy-
dralation du tissu considéré. Il suffit de diviser par ce
coefficient le chiffre trouvé pour la feneur en fer. Par
exemple, le coefficient d’hydratation du foie d’escargot
élant 3,8, sil'on trouve que 1 gramme de foie sec conlient
0 milligr. 114 de fer, on conclura que 1 gramme de foie
[rais conlient cette quantité divisée par 3,8, soit 0,030. La
plupart de nos leneurs rapportées au poids frais de lis-
sus sonl ainsi caleulées. Mais toujours nous avons, pour
controle, opéré directement quelques déterminations ex-
périmentales en partant du tissu frais.

Crustaeés.

61. Décapodes. — L'examen a porté sur les écrevisses,
langousles, homards.

Homard. — DVabord, le sang. Dans 10 grammes d'hémolymphe
de homard, nous n'avons pu déceler de fer en quantité sensible,
tandis que le foie en contenait O mgr. 12 pour 1 gramme de tissu
sec,

Le foie do homard est chargé d’une matidre grasse qui empéche la
dessiccation compléte. Un foie frais pesant 63 grammes, pése encore
27 grammes aprés dessiceation ; le coefficient d’absorption pour
I'eau est 2.3. La teneur en fer est, comme nons venons de le dire, a
ce moment, 0 mgr. 12 par gramme sec, soit 0 mgr. 04 pour un
gramme de foie frais,

Le sang n'a que des traces; de méme ['ovaire, Le tissu le plus
riche, aprés le foie, est le muscle ; il contient 0 mgr. 03 par
gramme de tissu see, c'est-d-dive encore 4 fois moing que le tissu
hépatique.
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Lcrevisse. — Chez I'écrevisse, nous avons trouvé : fer, O mgr. 20
pour 1 gramme de foie sec. Le tissu hépalique se dessiche bien. 11
ne contient pas sensiblement de matiére huileuse, comme celui du
homard. Le reste du corps analysé en bloc a donné 0 mgr. 05 de
fer par gramme sec.

Ces chiffres sont des nombres moyens résumant plu-
sieurs analyses. Le résulfal peul s’exprimer ainsi :

Chez les erustacés (homard, langousle, écrevissel,
l'organe hépalique est riche en fer, el il est seul a I'élre.

Mollusques.

62. Céphalopodes. — Nous avons opéré sur le poulpe
valgaire, la seiche et le calmar.

Poulpe (Octopus vulgaris). — Nous avons fait une dizaine d'analy-
ses de fer du foie (hépato-pancréas), chez des poulpes venant de Paim-
pol en Bretagne et d'autres venant d’Arcachon. L'opération portait
soit sur le tissu frais directement, soit sur le tissu desséché préala-
blement. Les chiffres, dans ce dernier cas, ont été rapportés au tissu
frais.

On trouve, en résumé, que la teneur en fer a varié de 0,07 a
0,12 pour 1000 avec une moyenne de 0,09, on en d'aatres termes
que 1 gramme de tissu frais de foie de poulpe contient en movenne
0 milligr. 09 de fer et qu'il peut en contenir jusqu'a 0 milligr. 12.

Si I'on compare ce chiffre & celui de quelques mammiféres, on voit
qu'il s’en rapproche d'assez prés, surtout si I'on tient compte de la
différence de la teneur en eau. La teneur moyenne du poids sec
0,52 en est encore plus prés. L'éeart ne dépasse pas les variations
spécifiques que 'on observe chez les mammiléres.

Seiche (Sepia officinalis) ; Calmar (Loligo). — Résultats analogues
a ceux de la série précédente.

Nous avons comparé la tenear en fer du foie i la teneur en fer
d’autres tissus (branchies), ete. Le plus souvent, le fer n'existe dans
ceux=ci qu'i I'état de trace. Si 'on compare la quantité de fer du
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foie i celle de I'ensemble du corps, on trouve pour le poids sec des
chilfres qui varient dans le rapport de 0,52 a 0,02, c'est-i-dire que
le foie contient & poids egal, 25 fois plus de fer que le reste de I'or-
ganisme.

Cest presque la méme proportion relative que chez la plupart des
mammiféres o ces déterminations ont été faites.

En résumé, chez les eéphalopodes que nous avons exa-
minés, le foie s'est monlré un organe riche en fer. 1l con-
tient vingt-cing fois plus de fer i poids égal que le reste
du corps. Parli il se rapproche du foie des mammiféres.
Il est d’ailleurs encore mieux spécialisé, an point de vue du
fer, que le foie des mammiféres, puisqu’il est le seul organe
ferrugineux, tandis que, chez les mammiferes, la rate est
fréquemment plus riche que le foie.

63. Lamellibranches. — {* Huitres. — Nous avons
examiné diverses variétés d’huitres comeslibles (30 ana-
lyses).

Les résultats ont été suffisamment concordants. Les variations
spécifiques ne dépassent pas sensiblement les variations individuelles.

Nous avons trouvé en moyenne 0,040 de fer pour 1000 de poid!’:
frais avec des écarts extrémes d'un tiers de part et d’autre du chiffre
mayen (0,028-0,060).

Le foie s'est également montré ici le seul organe ferrngineux. Il
contient, & poids égal, environ 5 ou 6 fois plus de fer que le reste de
I'organisme.

Par exemple, on opére sur les huitres portugaises. Un sépare le fole
du reste du corps. On réunit les foies d’un certain nombre d’huitres
d'un eote et les corps d'autre part. On desséche. On analyse la pou-
dre de foie séche et la poudre de tissus. On trouve avec la premiére :
teneur en fer pour 4 gramme de foie see = 0,110 ; avec les t'ssus
secs, (0,018,

2° Coguilles Saint-Jacques (Pecten Jacobaeus).— Nous
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avons opéré avec les peclens de la méme facon que préedé-
demment. Yoici les résultals de 10 analyses: I gramme
de foie sec contient en moyenne 0 mill. 40 : les écarls
onl été peu considérables (0,27-0,47).

L'ensemble des tissus (reste du corps) haché etanalysé a
donné, a poids égal, qualre a cing fois moins de fer que le
foie (1;. Dans une expérience nous avons trouvé pour
I gramme de foie sec, 0 mill. 2 ; pour le resle du
corps 0,04%.

3° Moules. — Méme chose chez les moules. La teneur est
0 mill. 16 pour 1 gramme de foie sec. Pour le méme
poids du corps, la quantité de fer esl 4,7 fois moindre.

G4. Gastéropodes. — Les analyses ont porté sur un
grand nombre d escargols (hélix) de diverses provenances
el conditions diverses el sur des bueeins. Les détermina-
tions ont dépassé une cinquantaine. Les quantités de fer
trouvé varient enfre des limites assez fixes suivant les
espéces.

Chez les succins le foie a 'état see a donné 0 mill. 15
par gramme ; le reste du corps, 0 mill. 016. La propor-
tion de fer du foie, a poids égal, est six fois plus grande
que dans le reste du corps.

Les Escancors nous ont fourni l'occasion d'un grand
nombre de déterminations.

On opére sur un lot d'escargots de méme variété, méme taille, ré-
coltés an méme lieu.

On extrait les foies, on en réunit plusieurs et l'on procéde immé-
diatement A 'analyse si 'on se propose de déterminer la quantité de
fer du poids frais. Ordinairement, nous desséchons le tissu et nous

(1) La poudre de foie du pecten est trés hygrométrique. On est oblige
de la conserver i l'exsiccaleur,
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analysons le poids see. Les foies coupés en morceaux sont placés sur
une cuvette plate au-dessus de l'acide sulfurique dans lexsiccateur &
vide. Au bout de vingt-quatre heures, le tissu est assez sec pour pou-
voir étre réduit en poudre. On achéve la dessiceation i I'étave & 1407
la constance du poids s’obtient en quelques heures.

Cette poudre de foie n'est pas hygrométrique.On n’est pas obligé de
la conserver & exsiccatear jusqu’au moment ol on 'emploie.

Le foie des eseargots assez divers sur lesquels nous avons opéré
contient une proportion d’ean assez faible par comparaison avec les
autres tissus. Toutes nos déterminations oscillent autour du chiffre
3.8 au dixieme prés. Cest-a-dire qu'il fant multiplier le poids sec par
le facteur 3,8 pour avoir le poids frais. Le chiffre 3,8 représente le
coefficient d’hydratation.

Pour les auntres tissus, muscle, lube digestif, le coefficient est plus
¢levé et moins constant. On peuat adopter pour eux le coefficient 4,5
pour représenter 'hydratation propre du tissu indépendamment de
I'infiltration accidentelle.

Voici les résultats. Nous les groupons en deux séries suivant la

andeur des nombres obtenus :

I série. — Escargots de vigne. Escargots gris, comestibles, dits
de Bourgogne (/. Pomatia).

On opire sur cing lots.

Lateneur du foie en fer oscille autour duchiffre moyen 0 milligr. 09
pour 1 gramme de poids sec. On peut prendre le chiffre 0 milligr. 1,
qui est fréquent. Pour 1 gramme de poids frais, cette quantité est 0,02

Les autres tissus pris en bloe donnent pour 4 gramme de poids see
une quantité de fer égale 40,021 ; soit pour le poids frais 0,004, ¢’est-
d-dire en définitive 5 fois moins que le foie.

20 gérie. — Escargots de jardin i coquille jaune pidle (f. horten-
§is, aspersa).

Nous trouvons : foie, Omilligr. 130 pour 1 de poids sec ; 0 milligr. 03
pour 1 de poids frais.

La teneur des autres tissus pour le poids sec est 0,024, soit entre
H et b fois moindre que dans le foie.

En résumé, le foie des escargols contient constamment
du fer. Les varialions exlrémes sont exprimées par les
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chiffres 0.100 et 0.150 pour 1 gr. de foie sec. Il n’y a pas
(dans nos condilions d’expérience) d'aulre organe réelle-
mentriche en fer.

La quantité de fer du foie est entre 5 et 6 fois plus con-
sidérable que celle du corps toul enlier, abstraction faile
de la coquille.

Les escargols sur lesquels nous avons opéré élaient au
nombre de plusieurs centaines. Ces grands nombres nous
ont permis d'établir des calégories dans nos observations,
De la quelques remarques intéressantes.

A. Influence du régime, du jetine, de I'hibernation, des
circonstances extérieures. — Nous avons examiné des ani-
maux & différenles saisons : au printemps, a la fin de I'élé
et pendant 'hiver.

Ces derniers sont plongés dans le sommeil hibernal ;
ils ont séerété un épiphragme qui les isole dans lenr
coquille, ils sont soumis par conséquent a un jetine absoln
el prolongé ; leur vie est atlénuée. En ce qui concerne le
foie, nous y avons trouvé sensiblement la méme quantité
de fer, peut-étre un peu plus grande qu'a l'aulomne, alors
que ces animaux élaienl encore a I'élat actif. Il semble,
d'apres cela, que dans ce cas tout au moins la proportion
du métal ne soit que dans une dépendance lointaine du
jeine et de l'alimentation.

L'expérience suivanle peul élre cilée entre plusieurs
aulres :

a) Escargofs pris dans la période d'hibernation (février 1898),
— Teneur du foie en fer: 0 milligr. 34 pour 1 gramme de foie sec
b) Escargots du méme lot, aussi identiques que possible awr
précédents. — lls sortent d’hibernation au 25 mars. On les nourrit
de légumes (navets). Au 10 mai, aprés 45 jours d'alimentation, on
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analyse le foie quant au fer. On trouve O milligr, 26 de fer pour
1 gramme de foie see,

On voil icl que, malgré la vie active el 'alimentation,
la quantité de fer du foie n’a que peu varié par rapport a
ce qu'elle était aprés une longue période de jetine. Elle a
diminué cependant. Ce méme résultat s’est encore main-
lenu avee d'autres modes d’alimentalion et dans des
expériences méme o nous avions mélé arltificiellement &
I'aliment différents sels de fer (cilrates, phosphates, tar-
trates) ; dans deux cas on 'animal avait para supporter le
régime nous avons trouvé dans le foie 0,39 et 0,31. Mais
le plus souvent ces sels solubles élaient refusés ; 'animal
ne mangeail plus et s’enfermail dans sa coquille.

En résumé, le fer alimentaire est peu absorbé quelle
que soit la forme sous laquelle il se présente (sauf peut-
élre dans une de nos expériences ou le fer élait présenlé
sous forme de ferrine) ; etla quantité qui pénélre couvre
sensiblement celle qui est éliminée par la bile, la séeré-
tion intestinale et le dépot dans la coquille. Si 'on veut
bien remarquer qu’'en outre des expériences précédentes,
nos observalions ont porté sur des gastéropodes marins
ou terrestres, c’esl-i-dire dont 'babilat est en général
trés diversement riche en fer, on conecluera que l'in-
fluence directe do milien ambiant, quant & sa teneur en
métal, est & pen pres indifférente.

B. Influence des conditions physiologiqgues. Vie active,
Formation de la coguille. — Au contraire, la quantité de
fer hépalique varie avec cerlaines conditions inlérieures
physiologiques.

La formation de la coquille qui, d’ailleurs, est en rap-
porl avee l'activité et aceroissement de Panimal, fail
varier la quantité du fer hépatigue.
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Nous avons conslalé que la coquille conlenait du fer

en proportion nolable.

Les coquilles isolées, lavées i l'ean, sont pulvérisées. La poudre
est épuisée i I'aleool et & I'éther, puis séchée.

Dans une quantité donnée de cetle poudre, on détermine le fer
par la méthode colorimétrique. On a soin de séparer par liltration le
dépdt caleique, avant de porter la liqueur dans le colorimétre. On
trouve des chiffres tels que celui-ci : animal hibernant 0,07, coquille
en acccroissement 0,09,

C. Existence, dans le foie, d'une réserve de sels terreux
(coguille). — Chez les hélix & vie active, nous avons trouvé
dans le foie une quantité de sels minéraux, de calcium
en parliculier, en rapporl avee ceux qui exislent dans la
coquille.

Voici dans quelle circonstance et de quelle maniére
celle observalion a été faite d'abord :

Expérience. — On traite, comme nous l'avons dit plus haut,
le foie par I'acide sulfurique a chand. A la fin de I'opération, il reste
au fond du ballon, dans 1 i 2 centimétres cubes d'acide, des cris-
taux de sulfate ferrique, dont la quantité, appréciée a simple vue,
fournit un premier renseignement sur la quantité de fer que fournira
I'analyse colorimétrique.

Or, il nous arrivait, dans nos analyses de foie d'escargot, de nous
tromper dans cette appréciation. 1l y avait beaucoup de cristaux et
cependant assez peu de fer. Celte poudre cristalline n'était pas, cn
effet, uniquement formée de sulfate ferrique. Elle était formée de
sels minéranx (sulfates alcalino-terreux) qui ne se dissolvaient pas en-
suite dans 'eau.

Nous avons délerminé le point de ces sulfates alcalino-terrenx et
le chiffre trouvé nous a donné une premicre idée de la quantité de
matitres minérales existant dans le foie.

Celte réserve de matiéres minérales s'est surtout montrée ahon-
dante pendant la période de vie active qui sucedde A I'hibernation.
Nous aurons l'occasion de revenir, dans la IV® partie de cette étude
(n® 415] sur ce fait remarquable.
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. Sécrétion hépatigue. Sa teneur en fer. — Enfin, la
séerétion du foie entraine du fer. — II n'est pas facile
d’oblenir la séerétion du foie chez I'escargot, non plus
que chez la plupart des mollusques ou des cruslacés,
parce que cette séerélion, trop peu abondante pour étre
recueillie, est d'ailleurs mélée aux matiéres alimentaires.
Mais 'eseargol hibernant se préte & un artifice. Au-dessous
de I'épiphragme sous lequel il s’esl clos on trouve en géné-
ral un anneau noirilre correspondant a I'évacuation du
contenu de l'inleslin qui s'est opérée apres l'inelusion.
L'intestin lui-méme, désormais vide, se remplit de la
séerétion (ralentie) du foie qui continue & s’y accumuler.

En ouvrant l'animal, on peut recueillir cette sécrétion
hépatique. C'estune masse consistante d’une belle couleur
orangée rouge. Ce pigment que Krukenberg a appelé /Aéli-
coruhine, est, en réalité, comme nous l'indiquerons plus
tard (n° 109}, de I'iématine réduile ou hémochromogéne.

Nous avons analyvsé celte séerétion hépalique, au point
de vue du fer. Elle est tres riche. A poids sec égal, elle
conlient deux a trois fois plus de fer quele tissu hépatique
lui-méme.

Expérience. — On recueille les loies et les séerétions hépali-
ques d'une dizaine d’escargots en hibernation depuis un mois et demi.
On desséche.

La poudre de foie sec contient par gramme, 0 mgr. 15 fer.

La poudre de sécrétion hépatique par gramme, 0 mgr. 45 fer,
soit trois fois plus.

Il faut considérer que cette sécrétion de l'animal hiber-
nant abandonne une partie de son eau reprise par I'ab-
sorption inteslinale et qu'elle est, par conséquent, le ré-
sultat de la concentration de la sécrétion normale. En second
liea, la bile de l'escargol, comme toules les liqueurs
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organiques des animaux, est environ 5 & 6 fois plus riche
en eaun que les tissus ; elle est iei sans doule au moins
fi fois plus que le foie, tissu pen hydraté,

On ne peut done pas comparer les élals frais de la bile
el du foie, & moins de tenir comple de cette proportion.

Si & I'état sec la bile est 3 fois plus riche que le foie, en
fer, & U'état nature!, I'avantage est évidemment au foie. La
siluation est sensiblement la méme pour les vertebres,
comme nous le verrons plus loin. On pourra done résu-
mer les fails en disant que: [z bile de Plhéliz contient une
quantité de fer égale a celle de la bile des mammiféres.

E. Analogies et différences entre la bile du mollusque (hélix)
et celle des vertébrés. — 1l y a, cependant, une différence
importante & signaler entre la bile du mollusque et celle
du mammifére. Chez celui-ci, le fer biliaire n'est pas
contenu dans le pigment, dans la matiére colorante ; au
contraire, chez I'escargot, le fer est lié¢ au pigment, 1'hé-
mochromogéne élant une matiére Lrés rviche en fer. Mais,
d’antre part, le pigment de I'escargol, en admellant qu'il
soit réellement formé par I'hémochromogéne, comme
nous le dirons plus tard, ¢'esl-da-dire par une subslance
qui est le novau de 'hémoglobine, se trouve relié par li
méme au pigment biliaire du vertébré (bilirabine) qui,
lui, est un dérivé de la méme hémoglobine ; dérivé, a la
vérité, non ferrugineux, tandis que le pigment de 'hélix
est, au contraire, trés ferrugineux. Les deux biles sonl
done riches en fer, 'une et U'autre, mais pour d'aulres
raisons.

Ces différences ne doivent pas nous dissimuler les
réelles analogies de la bile des vertébrés avee la séerdé-
tion hépatique de I'hélix, quant & ces deux poinls es-
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sentiels ; le pigment et le fer. Or, ce pigment et ce fer,
la théorie les fait dériver, chez le vertébreé, du pigment san-
guin ferrugineux (hémoglobine) ; et nous voyons ici que
tout en se rattachant i cette méme hémoglobine, ils sont
entierement indépendants de tout pigment sanguin ferru-
gineux, puisqu’il n'en existe pas de tel dans le sang pale
de ces mollusques o d'aillenrs, d'aprés les auteurs, le
cuivre lient la place du fer.

Conséquence relative awr rapports du sang et du foie. —
Ces constatations sont bien faites pour inspirer quelques
doutes sur le caractére pent-élre trop exelusif des théories
qui régnent en physiologie relativement au rile hématoly-
tigue du foie et a la genése purement hématique des pigments
biliaires. Chez les invertébrés, le dépdt métallique du foie
est indépendant du pigment métalligue du sang ; le foie
contient du fer, la bile contient du fer, le pigment du
sang n’en contient pas ; il renferme du cuivre.

Inversement, des constalations préliminaires nous
permeltlent de dire que si le pigment du sang contient du
cuivre, le foie n'en conlient pas sensiblement.

5 3. — Détermination du fer dans le foie et les tissus
des vertébreés.

Chez les mammiléres, la question du fer a donné lien
i un nombre considérable de recherches. Ces recherches
sont relatives aux déterminalions de ce métal dans les
différents tissus, & l'absorption du fer alimentaire ou
médicamenteux, a 'élimination du métal, a son rile
physiologique ou thérapeutique.

Nous rappellerons ici les seuls résullats nécessaires &
notre étude.
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G5, Quantité de fer de différents tissus chez les
mammiféres. — Lo ]}l”{]{'l':[l[': de L[Lpi[_‘qlilJ, aussi E':."i[]l':l“l.il'
qu'il estexact, a permis i cet auleur de confirmer el sou-
vent de reviser un grand nombre de déterminations du fer
dans les différentes parties de 'organisme. Voici celles
qu'il est utile de connailre :

Pour I'ensemble de I'économie la quantité de fer varie de 1 A
2/10.000 du poids sec : 1 gramme de sang contient 0 millige. 5 de
fer; 1 gramme de foie contient O milligr. 15 de fer chez le chien
adulte (écarts 0,10-0,25), nourri ou i jeun (13 jours de jenne). —
Chez 'animal i la naissance (0,16-0,50), chiffres élevés avec écart
considérable,

Lapin, 1 gramme de foie frais débarrassé de sang contient 0,040
(0,035-0,045). — Lapin de 8 jours 0,4, chilfre élevé indiquant une
réserve de fer dans le foie.

Beeuf, on trouve 0 milligr. 06 ; 4 la naissance 0,9. — Réserve de
fer, tombant & 0,1 apreés un mois, i 3 mais 0,03,

Pore, 019. — Hérisson, 0 gr. 50 movenne,

Chat adulte, 0,06 ; a la naissance 0,20 (0,12-0,32), Pas de réserve
de fer dans le foie i la naissance,

Homme adulte (0,09-0,23) ; i la naissance 0,25, — Moins de fer
chez la femme que chez 'homme, influence du sexe.

Organes vasculaires, analysés avee leur sang (0,9-0,10).

Rate, analysée avec le sang donne :

Chez I'homme adulte (0,06-0,29 ; 0,46-0,54), fer propre trés va-
riable ; chez le feetus, moyenne 0,16 de fer propre. -= Chien, i la
naissance (0,11-0,30), la rate étant analysée avec son sang ; done pas
de fer propre i la naissance ; adultes (0,30-0,80, chiffres élevés mais
trés variables). — Porcelets de 5 4 8 semaines (0,09-0,20). Pas ou
peu de fer propre.

66. Vaits généranx. — Toules ces délerminations
du fer n'ont conduit jusqu’ici qu'a un petit nombre de
coneclusions générales. Elles se résument & ceci :

Le foie des mammiféres 4 la naissance est riche en fer.



{1008 ABsSORPTION DU FER ALIMENTAIRE OU MEDICAMENTEUX

Ce phénomeéne conslant et marqué chez certaines especes
(lapin) est irrégulier chez d’aulres.

Le fer du foie diminue et passe par un minimum au mo-
ment de la eroissance.

A I'étal adulte, le fer du foie varie suivant les espéces et
les individus. Les variations chez le méme individu sont
lentes ; elles sont indépendantes du jeiine et de 'alimen-
tation.

La rale a la paissance est pauvre en fer : le fer y aug-
menle avee 'dge (L. Lapique, foc. cit., p. 162). La cir-
conslance qui parait influer le plus sur le fer du foie,c’est
la perte de sang (hémorrhagies profuses).

G7. De Vabsorption da fer alimentaire ou médica-
mentenx. Fer minéral et fer organigue. — N0S con-
naissances sur le role biologique du fer ehez les vertébrés
ont eu lear point de départ dans la pratique médicale.
Les médecins admellenl comme une vérité empirique la
vertu curative du fer dans 'anémie ; et ils ont supposé
paturellement, que les préparations ferrugineuses admi-
nistrées aux malades élaient absorbées.

Or, les physiologistes ont contesté que ces préparations
fussent absorbées. Claude Bernard, le premier, avait ap-
pelé Iatlention sur ce point qui a été I'objet d'un grand
nombre de lravaux. Les expériences de Hamburger (1880)
semblent avoir lranché le débal. Le fer surajouté au ré-
oime régulier est lout entier rejeté avec les exerela, par-
ticulierement ceux du tube digestif. Son addition a la ra-
lion n'a d'autre conséquence que d’enrichir l'exerétion.
Les choses se passent donc comme si la paroi intestinale
élail imperméable aux préparalions ferrugineuses du
dehors au dedans.
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Si, par I'artifice de I'injection, 'on tourne cet obstacle
que la paroi de l'inteslin oppose i la pénétration des sels
de fer dans l'économie, la plus grande parlie n’est pas
ulilisée davantage. Les composés ferrugineux qui onl é1é
injeclés sous la peau sont pris par la circulation et élimi-
nés par la surface inlestinale. Dans une expérience qui
dura 9 jours on s'assura que sur 100 milligrammes de
fer introduit sous la peau d'un chien i I'état de sel solu-
ble, 97 environ se retrouvaient éliminés par le tube di-
gestil.

En définitive, les choses se passent comme si la paroi
de lintestin jouissait par rapport au fer (préparations miné-
rafes) d'une sorte de faculté d orientation qui lei permettrait
de diriger le composé ferrugineur di dedans au dehors
(élimination) et s’opposerail au passage du dehors aw dedans
(absorption).

Ce n'ezt 1a bien entendu qu'un énoncé desling a fixer
dans la mémoire les résullats expérimentaux.

Restrictions. — Mais cel énoncé ne sapplique qu'aux
composés saling, ferreux ou ferriques, a acide minéral ou
organique. Ce n'est 1a qu'une premiére catégorie.

Il existe une seconde catégorie de composés du fer. Ce
sont des combinaisons organiques dans lesquelles le fer
est dissimulé. Il y est engagé d'une facon parliculiére qui
le soustrait a 'action des réaclifs chimiques, caracléris-
tique des sels, au cyanoferrure de polassium el au sulfhy-
drate d’ammoniaque, agissant sur la solution ammonia-
cale. On oppose done 'une i l'antre ces deux catégories,
que l'on devrait appeler fer salin el fer dissimulé, mais
que l'usage s'est inlroduit de désigner par les noms im-
propres pourtant de fer minéral et de fer orqanigue.

G. Bunge a fait connaitrequelques-uns de ces composés
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organiques, a fer dissimulé. L'Aémoglobine appartient &
celte calégorie,mais nous n'en parlerons pas parce qu'elle
ne se conserve pas a 'état d’hémoglobine dans le canal
intestinal. Les nucléo-albumines ferrugineuses constituent
la plus grande part de ce groupe. Elles existent, en géné-
ral, dans le noyau des cellules. dans la chromaline nu-
cléaire. Toutes les substances empruntées aux régnes
animal ou végétal, tous les aliments, par conséquent, en
renferment une petite proportion el celle-ci suffit parfai-
tement aux besoins des organismes.

Car, et c’est en cela que consiste la restriction qu’il faut
apporter & 'énoncé lrop absolu de lout & 'heure, ces
composes orqanigues a fer plus ou moins dissimulé jonissent
(Socin, 1891) de la propriété refusée aux composés ferru-
gineux salins, d'étre absorbables (entre certaines limites).
La paroi de l'intestin leur est perméable de dehors en
dedans (absorption). Ces substances constituent le fer ali-
mentaire. Elles sonl peu abondanles dans le lait; elles
sont tres abondantes, an contraire, dans le jaune d'oxuf,
d’ou G. Bunge en a extrait la principale, U'lématogéne.

L'hématogéne, les nucléo-albumines, quelques aulres
substances voisines, mais déja plus simples, voila, en
somme, ce qui constituerait U'aliment fer indispensable &
la vie animale. C'est de la que seraitl tiré le fer des lissus
et le fer du sang. Il n'y a pas a en douter. Le seul point
encore obscur esl relalif aux limites ou doil s'arréter
celle classe de substances. 11 semble, dés a présent, que
G. Bunge l'ait trop restreinte et que l'on doive y intro-
duire quelques composés organiques, inlermédiaires aux
deux catégories trop nettement tranchées qui constituent
le fer minéral et le fer organigue ; celles-ci élant caracleé-
risées en ce que la premiére donne les réactions des sels
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de fer el que la seconde ne les donne pas. Il y a done
une Lroisieme calégorie, intermédiaire aux précédenles,
comprenant des corps qui donnent plus ou moins len-
tement les réactions de fer salin, et qui sont plus ou
moins absorbables : cette catégorie comprend la ferratine
de Marfori et Schmiedeberg, la ferrine de Dastre et Flo-
resco,les protéosates el peplonales de fer. Ce sont des
formes plus ou moins absorbables el utilisables, plus ou
moins alimenlaires du fer (1).

68. Excrétion du fer. — L'élimination du fer a été
éludiée chez les mammiferes. Celle sortie se fait par trois
voies : urine, bile, feces, sans compler les productions
épidermiques caduques.

La séerétion urinaire emporle constamment une trés
faible proportion de fer, & peine un dixiéme de milli-
gramme par vingi-quatre heures.

La séerélion biliaire en emporte une proportion plus
forte : environ 2 milligr. 5 par 24 heures (Anselm, Dastre).
Ces quantités sont & peu prés indépendantes du régime.

La principale voie d’élimination, ¢’est la muqueunse in-
testinale. [Mayer (1858), Jacoby et Goltlieb (1891), Fr.
Voit (1893). ] C'est par la qu’est rejeté tout le fer inutile,
tout le fer en exees. La quantité, daillears, dépend des
circonstances,

Dans le cas ordinaire, ce charroi entre les organes
et les portes de sortie, c’est-i-dire les trois émoncloires

(1) Les expériences d’alimentation ferrugineuse que nous avons réa-
lisées chez 'escargol, nous ont montré (avee les restrictions indiguées
plus haut) la fixation dans le foie de proportions appréciables de fer
lorsque l'on s'adresse & ces composés ; et I'absence presque absolue
d'absorplion, en ce qui concerne les composés ferruginenx salins.(Voir
nohik, A.)
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du fer, est exécuté par la partie liguide du sang, le
sérum ou le plasma. Mais, dans les cas on la décharge
doit étre plus forte, et ol, par exemple, & la suite d'hé-
morrhagies internes ou de vastes destructions du sang,
la quantité du fer usé s'éléve considérablement, les glo-
bules blanes, les lencoeytes inlerviennent dans ce (rans-
port (Samoilofl et Lipsky, 1893), en se chargeant du com-
posé ferruginenx a 1l'élat solide dans le foie, pour le
déverser dans l'intestin. lls forment ainsi une sorle de
train auxiliaire,

69. Cycle biologique du fer. — Le fer n'est par con-
séquent pas un élément fixe, invariable. 1l est, comme
tous les éléments qu'ulilise la matiere vivante,soumis a la
grande loi de mutation. 1l entre et sort sans cesse. Il est
puisé & extérieur par l'alimentation, sous la forme de
fer organigue; il est incorporé pour un temps a 1'édifice
vivant, foie, sang, rate, tissus divers ; puis il est rejeté
hors de l'organisme par les trois voies d'émonction.

Ces considérations sont évidemment applicables aux
inverlébrés. Nous avons montré chezl'escargot I'élimina-
tion du fer par la bile qui en exporte autant que chez les
mammiferes. De plus, les glandes du test en éliminent
aussi une proporlion nolable que nous avons refrouvée
dans la coquille. 11 est possible daillenrs qu'a cet égard,
la coquille se comporle comme une sorle d'annexe du
foie, car nous avons vu le fer augmenter dans la coquille
dans des circonstances ou il angmentail dans le foie (fin
de I'été).

70. Fonciion hématique du fer. — Jusqu'a ces der-
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niers lemps, on avail méconnu les mulations générales
du fer; on ne leur avail pas accordé la part qui leur re-
vienl,

Le fer ne semblait exisler chez les vertébrés que pour le
sang el par le sang, ¢'est-i-dire pour celui des lissus qui
en conlienl la plus grande quanlilé et on son role est le
plus apparent. Le reste était méconnu. On savail bien
que l'organe hépalique el la rale elle-méme en conlien-
nent de grandes quanlilés ; mais, il semblailt que ces or-
ganes ne fussent, en cetle oceurrence, que les dépositai-
res du sang. C'esl surtout du fer du foie que 'on disait
qu'il n’exisle que pour le sang el par le sang, ou en d'au-
Lres mols que le fer hépatique est du fer hématique. Le
fait est exact; I'énoncé esl vrai, mais il ne 'est qu'en
parlie.

Il se produit, effectivement, dans le foie une destruetion
des globules (hémalolyse): ¢’est Ii quiils achévent ordinai-
remenl leur eyele,au moinsen cequi concerne leur matiére
rouge, leur hémoglobine, qui s’y détruit en eflet. L'un des
produils de la destruction, le fer, se dépose sur place ;
ce dépol se fait (pour une partie) sous une forme inter-
médiaire au fer organique et au fer salin, et participe des
propriétés de ce dernier, comme nous le verrons plus tard
(ferrine) ; le reste de la maliére colorante passe dans la
bile & 1'état de bilirubine et lui donne sa couleur. Le dépot
de fer hépalique est d'aillenrs une réserve pour le sang
lui-méme ; c’est la qu'il semble puiser pour se recons-
lituer lorsqu’il a subi de grandes pertes. On conslale en
effet que la provision de fer diminue dans le foie & la
suile des hémorrhagies profuses. Elle augmenle au con-
traire, dans toules les circonstances on il peal arviver au
foie de la malitre colorante sanguine (Quincke, 1880,

.
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Glaeveke, 1883); lorsque, par exemple, un poison, un
virus ou une substance étrangére ont détruit dans les vais-
seaux mémes une partie des globules sanguins; ou lors-
quil y a introduction arlificielle de sang ou de pigment
sanguin élranger.

Ces fails ne permetlent pas de douter que le fer hépati-
que ne soit lié & I'évolulion du sang, c'esl-d-dire au fer
sanguin, ou, en d'aulres termes, que le fer du foie nait
une origine et une fonction hématiques.

Mais ceci n'exprime qu'une parlie de la vérilé. Les re-
cherches exposées ici nous en dévoilent le reste.

§ 4. — Fer hépatique. Fonction martiale du foie.
Sa nature.

1. Existence de In fonction hépatigue da fer. —
Les relations entre le fer du foie et I'évolution du sang
rouge ne forment quune face du phénoméne et ne repré-
senlenl qu'une partie du role biologique du fer. L'étude
des invertébrés 1'a montré avee évidence. La plupart de
ces animaux, les mollusques, les erustacés, n'ont pas en
elfet de sang rouge ; ils ont un sang lymphatique (hémo-
lymphe) le plus souvent dépourvu de couleur et de fer.

Mais leur corps n'en est pas dépourva pour cela: leur
foie en est presque aussi abondamment chargé que celui
des vertébrés. Les analyses ont montré que le foie du
homard, de I'écrevisse, de la langouste étaient riches en
fer et cela & I'exclusion des aultres organes. Chez le poulpe
vulgaire, la seiche, le calmar, le foie contient vingt-cing
fois plus de fer & poids égal que le reste du corps.La méme
chose esl vraie, au degré prés, chez les Lamellibranches
el les Gasléropodes. chez Phuilre, chez la coquille de
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Saint-Jacques, chez 1'escargol el ehez le bueein. Clest un
fait général. La faculté de fixation éleclive que le foie
posséde pour le fer, il ne la posséde pas pour d’'aulres
mélaux, et par exemple pour le cuivre qui précisément
remplace le fer dans le sang de quelques-uns de ces ani-
maux, de telle sorle que le foie se dislingue des aulres
organes au point de vue du fer et que le fer se dislingue
des autres métaux au point de vue du foie. Le métal du
foie est indépendant du pigment du sang.

(Vest done une condition universelle du foie, chez tous
les animaux, de fixer le fer, d’étre l'organe ferrugineux
par excellence. Le sang passe deés lors au second plan,
puisqu’il n’est riche en fer que chez les seuls vertébrés,
¢'est-i-dire & peine dans 'une des deux moitiés du régne
animal.

Et, 14 méme, on apercoil a des signes nombreux que le
métal de I'organe hépatique n’est pas tout entier desting
au sang el ne vient pas tout entier de lui. Le fer alimen-
taire, par exemple, ¢’est-i-dire le fer pris directement au
dehors, se fixe dans le foie. Chez l'enfant, il en est de
méme pour le fer emprunté a 'organisme malernel ; ¢’est
dans l'organe hépatique qu'il s'accumule. L'enfant, au
moment de la naissance,possede dans son foie une énorme
réserve de fer, trois ou quatre fois plus, a poids égal, qu'il
n'en aura & 'état adulte. Celle provision a sa raison d élre
pendant la période de I'allaitement. Le lait ne renferme,
en effet, qu'une quantité de fer organique tout a fait in-
suffisante pour les besoins de 1'étre qui se développe. 1l
est & cet égard un aliment incomplel, et c’est la un fail
qui mérite d’étre remarqué. Plus tard, quand lalimenta-
tion lactée a fait place & I'alimentalion de I'adulle, le foie
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revient et resle a son taux normal. Le fer du foie ne vient
done pas seulement des globules rouges.

Cette condition commune du foie dans les deux divi-
sions du régne animal a une importance qui ne doil pas
élre méconnue. A cette analogie fondamentale viennent
s'ajouter beaucoup d'analogies de détail : méme indépen-
dance, quant au fer, des conlingences extérieures et des
hasards de 'alimentation, méme subordination aux con-
ditions physiologiques, activité, croissance. Enfin, une
derniére analogie résulle de la forme chimigque sous la-
quelle le fer est ainsi engagé dans le foie pour une trés
grande part, ainsi quon le verra dans la derniére section
de ce travail ; il v forme une sorte de protéosale de fer,
ferrine ou ferratine, qui est le méme composé chez les
verlébrés et chez la plupart des invertébrés, depuis
I'homme jusqu’'aux mollusques et aux cruslacés.

Ces faits achévenl done de découvrir, sous la fonction
hématique du foie spéciale aux vertébrés, la fonction hépa-
tigite du fer ou fonction martiale commune a tous les ani-
maunx. On ne peut douter que I'universalité da fer hépali-
que el 'identité de forme sous laquelle il se présente
(pour la plus grande part) ne lui assigne une raison d’étre
universelle et une fonclion commune. Nous sommes done
autorisés & coneclure a I'existence générale de cette fone-
tion. Il resle & connaitre l'idée que l'on doit s’en former.

Les fails nous conduisent, en résumé, & affirmer 'exis-
tence de la fonelion martiale sans nous révéler sa nature
exacte. Pouraller plus loin nous devons recourir & 'hypo-
these ; et la suivante nous parait la mieux justifiée :

Le rile du fer serait, en général, de favoriser les combus-
tions organiques, et le yale du fer hépatique, en particulier.
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de favoriser les combustions qui onl leur sidge dans le foie,
organe ow elles sont lrés actives.
Flablissons d’abord ce dernier point.

72. Activité des combustions hépatigues, — Nops
pensons que, d'une facon géndrale, le foie est un des
organes ou les combustions organiques sonl les plus
intenses el les plus continues. L'un de nous a déja insislé
sur celte vue (1).

1° L’'ensemble des réaclions qui s'accomplissent dans le
foie est exolthermique.ll s’y produit un dégagement de cha-
leur considérable et conlinu ; ¢'est an =orliv du foie que
le sang estle plus chaud ; le foie est, suivant la pitlores-
que expression de Cl. Bernard, le calorifére de 'organis-
me ; il est I'organe dont la température est la plus élevée
et dont les réactions thermogénétiques sont le plus in-
tenses (2).

20 Au poinl de vue de la nature de ces réaclions, nous
pourrons laisser de coté les dédoublements, dont la part
ne s'éléeverait au maximum qu'a 1/7 (d'apreés A, Gau-
tier lui-méme, qui a appelé altention sur leur impor-
tance). On peuldone inférer de cetle condition thermique
du foie que les oxvdations y sont prépondérantes.

On est conlirmé dans cette conclusion par les obser-
valions qui suivent,

3° L'acide carbonique et I'eau sont les (émoins d'oxy-
dalions pousscées i leur lerme ; l'urée, un résultat d'oxy-
dation incompléte de I'albumine. Or,I'urée a son principal
foyer de production dans le foie. L'acide carbonique y esl

(1) A. DastaE, art. Bile du Dictionnaire de physiologie (11, § I11).
(2) ). Lerkvee, Topographie thermique jArchives de physiologie), 1808,
p. 5045,
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formé abondamment, car, en outre de l'acide carbonique
qui passe dans le sang, il y en a en quantité considérable
dans la bile, & I'état libre ou & I'état de carbonates (au
total 56 ce. pour cent de bile d'aprés Plliiger). Une partie
méme de I'ean de la bile semble provenir des combustions
hépatiques el non pas seulement de la simple filtration de
celle qui est contenue dans le sang, car la pression dans
les canaux peul dépasser la pression du sang afférent
(veine porte). '

4° Enfin, le défaut presque absolu d’oxygéne dans la
bile, qui est I'un des produits de lactivité hépatique
(0 ce. 2 pour cent de bile), semble indiquer aussi que
celle aclivilé coincide avee une consommation d’oxygéne
poussée tres loin.

Ces arguments el d’autres encore justifient done notre
opinion sur I'activité d'oxydation du foie.

5° La présence du sang oxygéné est indispensable au
fonctionnement du foie. Contrairement & ee qu'avaient
cru plusieurs physiologistes, mais conformément a ce
quavaient affirmé Conheim ef Litten (1876) il a été dé-
montré (1) que la suppression dusang oxygéné entrainait
la néerose du foie et la morl de I'animal ; et d’autre part
que la diminution de cel apport faisail baisser le quotient
de l'urée & l'azote lotal. Ceei établit la nécessité de la
présence de I'oxygéne.

6° La masse du foie est en rapportavee la production de
chaleur dans l'organisme el spécialement avee 'absorp-
tion d'oxygéne. Ch. Richet pése le foie de dilférents ani-
maux et il conslale que la courbe des poids du foie suil

(1) Dovox et Durour, Fonetion uropoiétique du foie, Archives d2 phy-
siologie, 1898, p. 581,
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exaclement celle de la surlace du corps et celle de I'ab-
sorplion d'oxygéne.

7° Le tissu hépaligque jouil d'an pouvoir d’oxydalion con-
sidérable. 8i l'on eclasse les tissus d'aprés aclivité de
leur action décomposante par rapport i I'eau oxygénée,
comme 1'a fait W. Spitzer, le foie vient en téte apreés le
sang el la rate, tandis que les muscles sonl an septicme
rang. D'aprés la capacilé d'oxydation de I'aldéhyde salicy-
lique, le foie arrive au second rang (Abelous el Biarnés)
ou méme au premier (Salkowski). Ces fails ont conduil
les auteurs a 'idée d'une oxydase hépalique.

8" Les (ransformalions des pigmenis biliaires nous onl
amené nous-mémes a la supposition d'un agent oxydant
passant du foie dans la bile. Enfin, G. Bertrand a monlré
le lien étroit qui unit quelgques oxydases au manganése.
Nous supposons dans le foie le pouvoir oxydant lié au
fer, voisin par ses propriétés, du manganese.

3. Rile du fer dans les combustions organigues,
en dehors de l'étre vivant, — [ raole fondamental du
fer dans les organismes, ce que 'on pourrait appeler sa
fonction biologique, lient a la propriété chimique qu'il
possede de favoriser les combuslions, d’élre un agent
d’oxydation pour les matiéres organiques.

Celte action a précisément quelques-uns des caracléres
fondamentaux de celle des ferments solubles : & savoir la
grandeur du vésultat opposée & U'infime proportion de
l'agent, avee la nécessité du temps pour l'accomplisse-
ment de l'opération.

Le fer se comporte précisément de cetle maniére dans
la combustion des maliéres organiques. Celles-ci, aux
températures ordinaires, sont incapables de fixer diree-
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tement l'oxygéne : elles ne pourraient briler que si on
les chaufTait. Grice a la présence du fer, elles vont pou-
voir briler sans qu'on les chaulfe : elles snbiront la com-
bustion lente. Et comme le fer n'abandonne rien de sa
substance dans l'opération, et que, simple intermédiaire,
il ne fait que puiser I'oxygéne dans I'inépuisable atmos-
phére pour loffriv & la substance organique, on congoit
qu'il n'ait pas besoin d’étre abondant pour remplir son
office, & la condition de disposer d'un délai sulfisant.Mais
celle aclion qui ressemble tant a celle des ferments solu-
bles, s'en distingue par cetle avantageuse particularité,
qu'elle n'offre pas de mystere, et que le mécanisme inli-
me en est parfaitement connu.

Quelques éclaircissements sont ici nécessaires.

Le fer se combine facilement & U'oxygene, trop facile-
ment pourrail-on dire, si I'on n’avait en vue que les usages
auxquels nous l'appliquons. Il forme des oxydes. Clest a
I'état de fer oxydé, qu'il existe dans la nature, etla métal-
lurgie du fer ne tend pas i autre chose, qu'a revivifier ce
fer brilé, qu'a le dépouiller de son oxygéne pour en lirer
le métal. De ces oxydes nous n'en avons que deux & consi-
dérer, qui répondent a deux degrés d’'oxvgénalion. Au
moindre degré, ¢’est Uoxyde ferreux, le protoxyde de fer
FeO quiforme 'hydrate ferreux Fe (OH)* ou FeO, H*0,| so-
luble dans les sels ammaoniacaux dont il déplace 'ammo-
niaque : si la quantité d’oxvgéne augmente, c'est loxvde
fervique, le sesquioxyde de fer, encore appelé peroxyde,
dont la rouille est une variété bien connue Fe*0?, 3H*0 ou
Fe* (OH)®.

De ces deux oxydes, le premier, loxyde ferreux, est
une base énergique qui s'unit forlement aux acides,
méme les plos faibles, comme I'acide carbonique par
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exemple, 'acidalbumine, l'acide nueléinique — pour
former des sels, sels ferreux ou protosels, albuminates,
nucléinates, earbonales ferreux. — L'oxyde ferrique au
contraire Fe'0", 3H*0 est une base faible qui s'unit liche-
ment aux acides méme énergiques pour former des sels
ferriques (persels, sels au maximum) et pas du loul anx
acides faibles, comme l'acide carbonique qui existe dans
I'atmosphére, ou comme l'acidalbumine, 'acide nuecléi-
nique, ete., qui exislent dans les lissus des élres vivants.

Ce sont ces derniers composés ferriques suroxygénds,
qui fournissent aux matiéres organiques l'oxyatne qui les
brile lentement ; ils redescendent enx-mémes, par suile
de cetle opération, al'étal ferreux. En présence de la ma-
liere organique Fe'0", 3H*0 redevient FeO,H=0 (1).

Les fails de ce genre sont trop universels pour n’avoir
pas été observés trés anciennement, mais ils n'ont été
bien compris que vers le milieu de ce siéele. Les chimisles
du temps, Liebig, Dumas, surlout Schaenbein, Waehler,
Stenhouse et d'autres constalérent que oxyde ferrique
exercail, & la tempéralure ordinaire, une action combu-
rante rapide sur ungrand nombre de substances, I'herbe,
la sciure de bois, la tourbe. le charbon, I'humus, la terre
arable, les malitres animales. L'exemple le plus vulgaire
est celui de la deslruction du linge par les laches de
rouille : la substance de la fibre végélale est lenlement
brilée par 'oxygéne que lui céde loxyde.

Celte combustion lente de matiére organique, réalisée

(1) L'oxyde ferreux Fe0,H?0, & I'air, fournit de I'oxyde ferrenx hy-
draté Fe*0? 3H20 et da carbonate ferrenx C03Fe, Celui-ci devient so-
luble dans I'ean chargée d'acide carbonique. Il fixe alors 'oxyzéne et
se dédouble en Fe20%,3H*0 et CO? qui ne se combine pas & 'oxyde
fercique parce que celui-ci est une base trop faible,
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a froid par le fer, ne représente qu'un des aspects de son
role biologique. Pour que le tableau soit complel, il y faut
une contre-partie. On apercoil bien facilement que ce
phénomene n'aurait ni porlée ni conséquence, s'il se bor-
nait & cette premiere aclion. Une fois épuisée la pelile
provision d'oxygéne du sel de fer, et celui-ci redescendu
au minimum d'oxvdation, la source d’oxygéne étant tarie,
la ecombustion de la maliére organique s'arréterait. C'est
une oxydation insignifiante qui aurait été réalisée, tandis
que dans la réalilé des choses ¢’est une oxydation indéfi-
nie, sans limiles, qui doil s’opérer et qui s’opére en effet.

Le phénoméne présente une contre-partie. Le sel de fer
qui est descendu au minimum d’oxydation, et devenu sel
ferreux, ne peul pas resler a cel élalen présence del'm;j'-
oene de 'air ou des aulres sources de ce gaz qui peuvent
s'offrir & lui. 11 tend & remonter par une marche inverse &
sa condition antérieure de persel. On a su de tout temps
que les composés ferrenx absorbaient 'oxygéne de l'air
pour passer a I'état ferrique ; nous pourrions dire qu'on
I'a vu, car cetle transformation s'accompagne d'un chan-
gement de couleur caractéristique, du passage de la teinte
vert pile, qui est laltribut des composés ferreux, & la
nuance ocreuse ou rouge des composés ferriques.

On peut concevoir maintenant ce qui arrivera sile com-
posé ferrugineux esl mis allernativement en présence de
la maliere organique et de l'oxygéne. Dans la premiére
phase le fer cédera 'oxygéne & la matiére organique;
dans la seconde, il reprendra a l'atmosphére le combu-
rant qu'il a cédé el se relrouvera & son point de départ.
La méme série d'opérations pourra recommencer une
seconde fois, une troisieme fois, indéfiniment. Elle se
répélera aussi longtemps que se reprodoiront ces alter-
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nalives de la mise en présence de la maliére orzanique
el de 'oxygene almosphérique, ¢'est-a-dire, en définitive,
du producteur el du consommateur, enlre lesquels le fer
lui-méme ne remplira d’autre role que celui d'un honnéte
courtier.

Il n'est pas nécessaire de recourir & ces alternalives que
nous avons simplemenl imaginées pour rendre plus la-
cile I'analyse du phénoméne. Le résultat sera le méme, si
les deux contractants, I'oxvgéne de I'air el la maliére or-
ganique , reslent conlinuellement en présence I'un de
I'autre ; le jeu de bascule s'établira tout aussi bien, el la
combustion de la matiére organique se conlinuera indéfi-
niment jusqu'a épuisement. Le sel de fer remplira sans
arrét son role de transporteur d’oxygeéne.

74. Role du fer dans les combustions organiques
chez I'étre vivant. — La question est de savoir mainte-
nanl si les choses peuvent se passer au sein des organis-
mes, au contact de la maliére vivanle comme nous ve-
nons de voir qu’elles ont lieu en dehors d’elle pour des
matieéres mortes, « débris d'organismes, rentrés depuis
sous I'empire des lois physiques ».

Lavoisier I'avail admis. Et depuis celie époque. on ran-
geail parmi les réactions physiologiques, la combustion
lente, la combustion a froid, sans en connailre d’ailleurs
d’exemples calégoriques.

L'illustre savant fil accepler l'idée que la chaleur ani-
male el les énergies que le fonctionnement vital met en
jeu Liraient leur origine des réactions chimiques de 'or-
ganisme, el que, d'autre part, les réactions productrices
de chaleur, ou exolhermiques comme 'on dit aujourd hui,
consislaient en de simples combustions, des combustions
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lentes, ne différant que par I'éclat de celle qui s'accomplit
suivant une comparaison célébre, « dans la lampe qui
brile et se consume. »

Le développement de la chimie a moniré que ¢’était la
une image trop simplifiée de la réalité des choses, et que
la plupart de ces phénoménes, s'ils équivalent, en fin de
comple, 4 une combustion, en different profondément par
le mécanisme et le mode d’exéeution.

Ce n’est pas a dire que lous soient dans ce cas. Il reste
possible qu'il existe dans'organisme un certain nombre
de ces combustions lentes comme Lavoisier les entendail,
el comme les combusiions réalisées par l'inlermédiaire
du fer viennent de nous en fournir le modéle.

Ce type est-il réalisé vraiment dans I'organisme vi-
vant ? C'est la question que Claude Bernard se posa; il
chercha tout au moins s'il se fait une oxydation de la
matiére vivanle aux dépens de I'oxyde ferrique. Il répon-
dit affirmativement par une expérience dont l'interpré-
tation n’est pourfant pas aussi simple qu’on le pourrait
eroire : Claude Bernard injectait dans la veine jugulaire
d'un animal un se/ ferrigue, et il constalait ce premier
fait : a savoir que I'organisme n’utilisait pas le produit,
précieux pourlant au regard de la médecine, — qui lui
é¢lait offert — el en second lieu, qu'il le rejetait a I'élat de
sel ferreur aprés Iavoir dépouillé d'une partie de son
oxygene.

Cette vérificalion partielle de la doctrine des combus-
tions lentes ne pouvait prévaloir conlre un échee reten-
tissant que celte doctrine venait de subir dans le méme
temps. 11 s'agit du sang, c'est-d-dire du tissu qui s'oxyde
et se désoxvde continuellement el qui, en méme temps,
est riche en fer Or, la précisément, il fut établi que ces
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oxydalions et désoxydalions successives ne résultaient
pas d'une oxydation et d'une désoxydalion du fer, comme
on aurait pu sy attendre (1).

(1) Le fer est, en effet, dissimulé dans le sang sous une forme qui
n'est pas comparable 4 la forme saline.

Menghini, en 4757, avait reconnu que le fer était localisé dans le sang,
el spiécialement dans la partie ronge de celui-ci. Cinquante ans plus
tard, Vanquelin et Brande ni¢rent le fait. L'erreur de ces habiles expé-
rimentateurs tenait a la supposition méme qui avait dirigé leurs recher-
ches. Ils avaient procédé avec le sang, comme ils 'eussent fait avec
un composé minéral. Ils avaient recherché le fer sanguin, le fer héma-
tique, comme s'il existait & 'état de sel ferreux ou ferrigue, c'est-i-dire
en appliquant les réactifs habituels an higquide lui-méme, @ cru pour
ainsi purlcr, sans calcination préalable. L'insuceés de ces réactions
signalétiques prouve seulement que le fer n'exisle pas dans le sang
sous la forme saline. Les recherches ultérienres établirent, en effat,
qu'il existe dans la matiére rouge des globules, a I'état de combinaison
compliquée, ou il échappe aux réactifs banals, dans laquelle il est
dissimulé. C'est I'hémoglobine, qui a été bien connue surtout aprés les
travaux de Hoppe-Seyler en 1864. Liebig, en {847, se trompait encore
sur sa véritable nature : il eroyait que ¢’élait une combinaison de sel de
fer (protocarbonate) et de matiére albuminoide. Néanmoins le fait que
la combinaison ferrugineuse du sang difére totalement d'un sel ferrenx
ou ferrique, excluait l'idée qu'elle pit agir comme ceux-ci dans Je
mécanisme de la combustion lente.

Fait remarquable ! et qui montre bien que le fer conserve i travers
toutes ses vicissitudes quelque trait de sa propriété fondamentale de
favoriser U'action de l'oxygéne sur les substances, celte combinaison si
particuliére et si différente des sels de fer se comporte presque comme
Eux.

Si elle n'est point par elle-méme un comburant énergique, elle est,
suivant 'expression de Liebig, « un transporteur d'oxyvzéne », et c'est
la une vue trés exacte que l'avenir devait confirmer, Que ce transport
ne se produise point par le mécanisme qu'imaginait Liebig, mais par
un autre, le résultat général n’en est pas moins trés analogue au point
de vue de la physiologie du sang. La matiére colorante du sang, con-
voyée par les globules, fixe de 'oxygéne au contact de 'air pulmonaire
et le déverse, & son passage dans les capillaires, =ur les tissus, Leglo-
bule du sang ne leur apporte pas autre chose et ne leur distribue pas
d’autre principe, contrairement i I'opinion quiavaitprévalu jusqu’alors.

La théorie des combustions lentes rdalisées par le fer n’élait donc pas
absolument contredite dans son principe, mais elle n*était pas entiére-
ment confirmée dans son détail.
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Cet échec malheureux détournade tenter de nouveaux
efforts. La théorie des combustions lentes du type de celles
qui sont réalisées par les sels de fer n'était pas confirmée
dans le meilleur exemple que I'on pit choisir.

On ne chercha pas si d’aulres tissus, ou d’aultres orga-
nes présenlaient des conditions plus favorables. On n'en
connaissail pas d’autres qui renfermassent du fer. Ou bien
ceux qui en renfermaient comme le foie ou la rate, pas-
saient pour le recevoir du sang sous la forme compliquée
ou il y existe, ou sous une forme analogue, également
impropre au jeu de bascule des oxydations et désoxyda-
tions successives.

Jusqu'a ces dernieres années on ne croyait donc pas
qu'aucun organe réalisit les deux conditions trés simples
qui doivent se trouver réunies pour l'accomplissement
d'une combustion lente par le fer, asavoir : des combinai-
sons, analogues & des sels ferreux et ferriques a acide fai-
ble ; en second lieu une source d'oxygéne. Nos éfudes ré-
centes sont venues réformer cette opinion. Le foie est, en
effet, un organe de ce genre. 1l contient du fer, et ce fer y
existe, pour une grande part, sous des formes qui sont
précisément comparables aux composés ferreux et ferri-
que (ferrine hépatique) ; d’autre part il est baigné par le
sang qui charrie & I'élal de simple dissolution dans son
plasma el & I'état de combinaison liche dans ses globules
I'oxygéne comburant. Toutes les conditions nécessaires i
la production de la combustion lente s’y trouvent rassem-
blées. On ne peut done pas douter qu'elle 8’y accomplisse.
C'est 1a la fonetion nouvelle qu'il faut assigner a I'organe
hépatique. La fonction martiale consiste done en un méea-
nisme d oxydation lente ok le fer sert de véhicule a loxygéne
combiné, conformément au type imaginé par Lavoisier
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pour la grande majorité des aclions chimiques de l'or-
ganisme vivanl,

5. Résumé, — Résultats généranx. — |.— Le plus
général des résultals mis en lumiére dans cette étude
consiste en ce que le foie possede wne faculté de fivation
élective pour le fer :

1o Chez les cruslaces el les mollusques que nous avons
examinés, 'organe hepalique contient des quanlités de
fer de 44 25 fois plus considérables que le reste du corps.
Il se distingue a cet égard des aulres organes dont les uns
ne retiennent pas sensiblement ce métal, et donl aucun
ne le retient, en toul cas aussi abondamment.

20 Chez les céphalopodes (poulpe vulgaire, seiche, cal-
mar) 'organe hépalique (hépato-panecréas) est riche en
fer. Il contient vingt-cing fois plus de fer, & poids égal,
que le reste du corps. Il est mieax spécialisé & ce point de
vue que le foie des vertébrés supérieurs, puisquil est
le seul organe riche en fer, tandis que chez les mammife-
res le sang est le tissu ferrugineux par excellence el que
la rale esl fréquemment plus riche que le foie. Iei il n'y a
pas de rate et le sang contient du cuivre ;

3" Chez les lamellibranches (huitres, coquilles Sainl-
Jacques, moules), I'élat de choses est analogue. Le foie
conlient conslamment du fer. 1l en conlient cing & six fois
plus & poids égal et a 'élat see que le reste du corps, chez
les huitres ; qualre & cing fois plus chez les peclens ; cing
fois chez les moules ;

4° Chez les gastéropodes, résultats analogues. Pas d’autre
organe réellement riche en fer que le foie. La quantilé de
fer du foie est enlre cing el six fois plus considérable que
celle du corps a poids égal ;



128 RESULTATS GENERAUX _

Cetle faculté de fixalion élective que le foie posséde
pour le fer, il ne la posséde pas pour d'autres mélaux au
méme degré. Par exemple il ne la manifeste pas norma-
lement pourle cuivre. Le sang de beaucoup d'invertébrés,
mollusques et cruslacés, est riche en cuivre (hémoeva-
nine) d'aprés tons les auteurs. Nous avons constalé que
le tissu hépalique n’en conlient pas sensiblement.

Le fer qui s'accumule dans le foie n'y est pas cependant
immobilisé. 1l se dépense et se renouvelle. Il se dépense
par la séerétion biliaire, qui 'entraine au dehors et par
la constitution de la coquille qui en contient des quantités
notables, comme nous 'avons vu chez I'escargol. 1l se
renouvelle évidemment par I'apport sanguin.

Il en résulte que le foie prend au sang du mollusque
I'infime quantilé de fer que celui-ei charrie, — quantité
qui est inappréciable en effet dans les conditions norma-
les, et qui ne devient appréciable dans le foie que par son
accumulation méme, — el qu'au contraire le méme foie
refuse le cuivre qui existe dans ce sang en quantité no-
table.

On voit par la, comme nous 'avons dit, que le foie se
distingue des aulres organes au point de vue du fer,
comme le fer se dislingue des aulres métaux au point de
vue du foie.

La signification de nos analyses est done celle-ci : Le
lissu hépalique a la faculté de fixer le fer circulant beau-
coup plus énergiquement que les autres tissus. 1l posséde
a un degré plus éminent une propriété universelle, celle
de fixer le fer. comme il posséde déja celle de former le
glycogene. La cellule hépalique se distingue des autres
éléments cellulaires par le degré de son avidité pour les
composcs ferrugineux charriés normalement par le sang.
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Les raisons de celle avidilé nous échappent. Clesl peul-
étre que la cellule hépatique contient plus abondamment
que d'autres tissus une subslance (nucléo-albumine, com-
binaison protéosique, ele.) capable de fixer les composés
lerrugineux.

Il. — Le second résultat, ¢’est que 'abondance du fer
dans le foie n'est pas en rapport rigoureux avec son
abondance dans le milien externe ou dans le milien ali-
menlaire.

Cela tient & l'une des deux causes suivanles : incapa-
cité absorbante de 'intestin, ou du foie. Dans le premier
cas, les composés banals du fer (sels de fer) ne sont pas
absorbés, quoique solubles, par la muqueunse intestinale et
celle-ci ne livre passage qu'a des composés particuliers
et rares, seuls assimilables (fer organique) ; ce qui est le
cas pour les mammiféres. Dans la seconde allernalive,
c'est le foie lui-méme et les tissus qui ne prennent au
sang que ces composés rares, landis qu'ils y laissent les
composés banals (sels de fer).

L'expérience el I'analogie nous aménent & choisir la
premiére alternalive. La muqueunse inlestinale, rebelle a
I'absorption des composés banals du fer, pour lesquels
elle forme une barriére a pea pres infranchissable serait
au contraire pénétrable & certains composés rares dans le
milieu alimenlaire el & peu prés absents du milien am-
bianl. C'est par suile de celte circonstance que le fer hé-
patique serail indépendant dans une trés large mesure des
conlingences exlérieures.

II. — Aprés avoir participé a la conslitulion de l'or-
gane, le fer fixé provisoirement est rejeté hors de 1'orga-
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nisme par Uexcrétion bilinire ou cochléaire. Le fer hépa-
tique passe dans la séerélion de foie comme nous l'avons
montré, ou dans la coquille.

Chez I'escargot en hibernation, on peut obtenir la sé-
crélion hépatique pure. On s'assure qu'elle contient &
I'élat sec du fer en proportion au moins égale a celle de
la bile, chez les mammiferes. Elle contient de plus un
pigment remarquable, I'Aémochromogéne idenlique & 'hé-
maline réduite des mammiféres (hélicorubine, de Kruken-
berg).

La conséquence c¢'est que le foie posséde wne fonction
martiale.

IV. — Cetle fonction n'est pas relalive a I' Hématolyse.
Le métal du foie est indépendant du pigment métallique du
sany.

Le pigiment biliaire n'a pas son origine dans le pigment
sang.

Cette conclusion rigoureuse chez les invertébrés n'est
sans doule que relative chez les verlébrés, c'est-a-dire
que chezeux, a la fonction martiale générale du foie, vient
se superposer la fonction hémaltolyligue.

Les fails s’arrélent ici. Nous savons que la fonclion
existe ; nous savons ce qu'elle n’est pas. Quanta ce qu'elle
est, nous avons rendu vraisemblable celle hypothése, &
SAVOIr :

V. — La fonction martiale du foie serait une fonction
d'oxydation ; elle consiste en une combustion lente on le
fer joue le role de transporteur d'oxygeéne.



TROISIEME PARTIE

PIGMENTS DU FOIE EN GENERAL

CHAPITRE PREMIER

Pigments hépatiques en général.

76. Caractére de coloration du foie. — L'organe hé-
patique (foie, hépato-pancréas), envisagé dans 'ensemble
du régne animal, présente des variélés considérables au
point de vue anatomique. Chez tous les animaux pourtant
il offre le caractiére d'élre coloré, pigmenté ; el sa couleur,
partoul au moins on l'organe esl bien caractérisé, ¢’est-i-
dire chez les vertébrés, les mollusques el les crustacés est
Jaune-brun, ou exceplionnellement vert-brun. Cependant,
chez les trés jeunes mammiféres le foie peut étre (res
peu coloré (voir n® 84, note 1) et il fonce de plus en plus
avee l'ige.

Nous appelons pigments hépatiques, les maltiéres qui
colorent ainsi le tissu du foie. La sécrélion de I'organe
hépatique est, elle aussi, habituellement colorée ; mais il
n’est pas certain qu’elle le soit toujours. Quelques auleurs
meme (Bunge, par exemple) admettent & tort qu'elle ne
I'est jamais chez les invertébrés.On peat opposer la cons-
tance des pigments hépatiques & 'inconstance relative des
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pigments secréloires. Ces derniers peuvent étre appelés
pigments biliaires, si nous convenons de désigner dans
tous les eas, par le nom de bile, la sécrétion extérieure du
foie.

77. Bile et sécrétion hépatique externe. — Dans la
réalilé, ces deux mols bile et sécrétion hépatigue ne sont
pleinement synonymes qu'autant qu'il s'agil des vertébrés.
(Z’esl chez eux seulement que la séerétion du foie renferme
des acides bifiaires, considérés comme élément caracté-
ristique de la bile.

A notre connaissance, on n'a jamais rencontré d'acides
biliaires chez les inverlébrés dont on a pu se procurer la
séerétion hépatique. Jamais celle secrélion ne présenle
pas & la fois les deux caracteres des acides biliaires, &
savoir: le goal amer el la réaction de Peltenkofer. Les
biles d'écrevisse et de erabe, ala vérité, sont plus on moins
ameres ; mais elles ne donnent pas la réaction de Petlen-
kofer. Les essals de Krukenberg, de Mae-Munn et les
notres concordent & cet égard.

Jusqu'a nouvel ordre, les acides biliaires constituent
done un élément de la séerétion du foie, spéeial aux ver-
téhrés ; 1ls en sont un caractére distinetif. Mais il est
clair que, si l'on veut réserver le nom de dile aux seules
séerélions qui le |ms.-‘é1h:|1l,, On rompra gl’ﬁluiiemmll les
analogies entre les verlébrés et les invertébrés, analogies
dont nous avons monlré la légitimité dans nos recherches
sur le fer hépalique, el que ce travail méme aura pour
résullat de mellre encore en lumiére. Il faut, pour les
respecter, faire passer du premier plan au second les
acides biliaires et employer les mémes mols bile el pig-
ments biliaires pour désigner chez tous les animaux le
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liquide exerélé par le foie et les pigmenls qui le colorent,

8. — Existemce plus oun moins générale des pig-
ments bilinires. — Une opinion commune veut que la
bile soit incolore chez les invertébrés (mollusques, ar-
thropodes), et en général, chez lous les animaux donl le
sang ne contient pas d’hémoglobine (amphioxus). Celte
opinion est la conséquence de la théorie qui fait dériver
la matiére colorante de la bile de celle dusang. G. Bunge,
comme nous 'avons déja fail remarquer, a donné une
expression lrés calégorique & cette maniére de voir. Mais
elle est pourtant contraire aux faits. On connait des exem-
ples trés nels de bile colorée chez les invertébrés ; le plus
commun est celul de 'escargol. Mais il y en a beaucoup
d’autres chez les mollusques et les crustacés, sans parler
ici des vers comme les Siphonostoma, Spirographis, ele,
dont les diverticules hépalo-enlériques sont remplis d’un
liquide nettement teinté. Ce qui fait que la teinte échappe
souvent a I'observateur, c’est que cette séerétion est pen
abondante et dailleurs masquée par les aliments qui
remplissent le tube digestif. Si l'on pouvait recueillir la
séerétion hépatique en plus grande abondance el micux
isolée, on la trouverail généralement colorée,

79. — Rapport des pigments hépatigues avee les
pigments bilinires. — Celle question, qui se pose au dé-
but de ce travail, ne peut étre résolue qu'a lafin el comme
une de ses conséquences. Nous en parlons done ici par
anlicipalion.

Les pigments du tissu hépalique ne sont pas nécessai-
rement dépendants de ceux qui colorent la bile. Chez les
vertébrés, par exemple, les pigments biliaires sont bien
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connus(1): I'étude présente nous fera connaitre les pig-
ments hépatiques. Nous verrons que ces deux espéces de
pigments sont différentes;ils n'ont en commun qu'un lien
bien [ragile, c'est le caractére spectroscopigue d’offrir un
spectre conldinu.

Cette indépendance repose au moins en partie sur une
particularité qui mérile d’étre mise en lumiére. C'esti
savoir que la sécrétion du foie ne peut étre oblenue par
macération de l'organe. Il y a chez les vertébrés des glan-
des dont la macération reproduit les traits essentiels de
la séerétion, telles le pancréas, les glandes gastriques,ete.
Le foie ef le rein ne sont pas de ce nombre. Leurs macé-
rations ne donnent ni la bile, ni I'urine. Mais ces macé-
rations (sous certains arlifices) fournissent précisément
les pigments hépatiques. Ces pigments sont ici sans rap-
port avee les pigments biliaires par le fait méme que la
macération esk sans rapportavee la bile.

Chez les invertébrés, au contraire, nous verrons que la
macération du foie (hépato-pancréas en tubes) fournit une
liqueur trés analo gue a la bile ; aussiles pigments hépa-
liques seront-ils (partiellement, toutau moins) identiques
aux pigments biliaires. C'est cette analogie intime de la
macération avec la séerétion méme qu’ont admise impli-
citement et peul-étre d'une facon trop absolue les quel-
ques observateurs qui ont, avant nous, traité de la bile
chez les inverlébrés, a savoir Sorby, Krukenberg et Mac-
Munn.

Nous avons enfrepris une étude systémaltique des pig-

(1) Nous avons éludié précédemment les pigments de la bile et signalé
quelques particularités nouvelles qui rendent compte de la variété des
teintes que l'on y observe (voir 1% partie).
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ments hépatiques chez les verlébrés et chez les inverté-
brés. Celte élude comporte les points suivants : prépara-
lion et isolement relatil de ces pigments, leurs propriélés
spectroscopiques et autres, leur teneur en fer, leurs rap-
porls avec les pigmenls sanguins et avee les pigmenls
biliaires.



CHAPITRE 11

Pigments hépatiques des veriébrés.

§1. — Pigments hépatiques chez les mammiferes.

Les pigments hépatiques chez les vertébrés ont été élu-
diés au point de vue histologique ou microchimique (1)
par les anatomistes. lls ont signalé ces pigments dans
la cellule du foie, sous deux états: & 1'élat diffus et sur-
tout & 1'état de granulalions protoplasmiques, donnant
plus ou moins exactement les réactions microchimiques
du fer faiblement li¢ (réaction empirique de 'hématoxy-
line). Dans le noyau (chromatine) le fer serail engagé
sous une autre forme.

(:es nolions, intéressantes & beaucoup d’égards, sont
évidemment insuffisantes. Nous avons done cherché a
oblenir direclement les maliéres colorantes du foie chez
les vertébrés. Nous avons pris d'abord comme Ltype le
chien ; puis nous avons étendu ensuile les résullats en
étudiant comparativement le lézard, la tortue, la
nouille et les poissons.

ore-

A. — METHODES POUR L'ISOLEMENT DES PIGMENTS.

%0. Lavage du foie. — Le foie des vertébrés adultes

(1) A. B. Macartow, A new method of distinguishing between organic
and inorganic compounds of iron (The Jowrnal of Physiology, t. XXII,

- a3,
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présente une leinte variant du rouge brun au rouge aca-
jou. Cetle teinte résulle d'un mélange de la couleur propre
du lissu hépaltique avee la couleur du sang qui limprégne.

La premiére chose a faire estde se débarrasser du sang
par une opération souvenl pratiquée en physiologie dans
des buls trés divers: le lavage du foie.

Cette opéralion consiste a faire passer dans les vais-
seaux du foie la solution physiologique de NaCl (7 gr.,
9 gr. pour 1000) de maniére & entrainer tout le sang qui
gorgeail les vaisseaux.

La pratique est bien connue : On tue I'animal (chien); on ouvre
rapidement 'abdomen et I'on place dans le bout hépatique de la veine
porte la canule terminale d'un tube allant au flacon de Mariotte
plein de la solution physiologique. La hauteur de celui ci est réglée de
maniére que I'écoulement se fasse sous une pression de 50 cenli-
métres du liquide, La solution introduite s'éeoule par une veine
préparée a cet effet, veine cave, veine axillaire, veine jugulaire. On
régle le lavage de maniére qu’il se prolonge assez longtemps pour étre
complet, soit une heare, avec une quantité de solution emplovée
d'environ 15 i 20 litres.

A mesure que le sang disparait, la couleur de l'organe s'éclaireit
et le tissu prend une teinte fauve, quelquefois trés claire, surtout chez
les jeunes animaux.,

On laisse revenir sur lui-méme le foie distendu par exces de li-
quide ; on I'y aide au besoin en exercant des pressions ménagdées.

La couleur du tissu hépatique est due a des malieres qui
imprégnent et teignent les éléments anatomiques. Ce sont
ces matiéres colorantes, que nous nommons pigments hé-
patigues et que nous devons essayer d'isoler.

Disons immédiatement que ces pigments sont au nom-
bre de deux, différemment solubles ; ou qu’ils sont tout an
moins incorporés & deux ordres de subslances qui se dis-
tinguent par leur solubilité. Une des calégories de pig-
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=

ments est soluble dans I'eau ; I'autre est soluble dans le
chloroforme et I'alcool.

Le pigment aguewr ne peut pas étre obtenu directement;
moins encore le pigment chioroformiyue. Le tissu hépati-
que frais, méme trés divisé, n’abandonne & peu prés rien &
I'ean pure ; il n’abandonne rien & 'aleool. Il faut done
user d’'un artifice.

S51. Digestion papainiqune ; digestion gastrigue. —
La matiére colorante est incorporée au contenu cellu-
laire. Il faudrait done, en quelque sorte, détruire isolé-
ment chaque cellule pour en extraire le pigment cherché.

Ce résultat est oblenu par un moyen détourné qui con-
siste a soumettre le tissu hépalique & la digestion ; celle-ci
constitue un moyen de destruction extrémement péné-
trant et relalivement peu altérant. Nous avons eu recours
4 la digestion papainique qui, s'exécutant en milieu neu-
tre, dénature le moins possible la substance que l'on
cherche & obtenir.

Nous avons employé aussi la digestion avee le suc gas-
trique artificiel, el comparé les résultats.

Digestion papainique du tissu hépatigue. — Nous employons la
papaine de Billaut-Billaudot en solution 4 1 0/0. On met dans un
matras de 150 centimétres cubes environ, 50 centimétres cubes de
solution papainique a 1 0/0 et 10 grammes de tissu hépatique frais.

Le matras est porté a I'étuve & 37°. On prépare plusieurs matras
de ce genre.

Apres que la digestion est terminée, on constate I'exis-
tence d'une liqueur colorée en jaune rouge et un dépot.

L'intensité de la couleur rouge de la liquenr dépend de
sa concentration ; d’abord jaune, elle passe & I'orangé et
au rouge par évaporation. Le dépot est gris cendré ; par
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dessicealion dans le vide, il devient brun rouge. Il résulte
de la que dans la destruction de la cellule, il y a eu mise en
liberté d'un pigment soluble dans le milieu neutre de la di-
geslion (peplones, sucre, ele.) et, d'autre part, un pigment
insoluble estresté attaché au résidu solide de la digestion.

Ce résidu est recueilli, séché et traité par le chloroforme.
Celui-ci prend une couleur jaune qui, par concentration,
passe & l'orangé, puis au rouge.

Il y a maintenant deux questions préliminaires a se
poser :

1° Les deux pigments que nous venons de préparer, pig-
ment agueur et pigment chloroformigue, sont-ils distinels?

2° Ces deux pigments préexistent-ils réellement dans le
tissu hépatique ou bien sont-ils le produil de I'altéra-
tion digestive déterminée par la papaine ?

%2 Distinction des deux pigments, aquenx et chlo-
roformigue. — Les deux pigments sont distinets.

1= A la vérité, leurs spectres d’absorption sont trés ana-
logues ; mais aussi n’ont-ils rien de caractéristique. Comme
les spectres des pigments biliaires (bilirubine, biliver-
dine), ils n'offrent point de bandes isolées, mais seulement
deux plages sombres vers les deux extrémités rouge et
violette, particulicrement vers le rouge (Voir Planche.
Spectre IV).

2° Mais ils se distinguent (eux ou leurs supports) par
leur solubilité :

Le pigment aqueux estinsoluble dans le chloroforme et
I'aleool ; le pigment soluble dans le ehloroforme et 1'aleool
est insoluble dans l'eau.

23. Digestion gastrigue, — Nous avons eu recours
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également & la digestion gaslrique arlificielle par compa-
raison avec la digeslion papainique. Nous verrons lout &
I'heure les conclusions auxquelles conduit cette compa-
raison.

Nous citerons d’abord une expérience compléte :

Expérienee. — Chien de 10 kilog.

L’animal est sacrific par hémorrhagie. On pratique le lavage du
foie.

Le foie ayant été bien débarrassé de son sang par le lavage,on en
préléve des échantillons avszi identiques que possible de 10 grammes
chacun, destinés a é&tre soumis i des digestions gastrique et papaini-
que plus ou moins prolongées.

[. Poie fraishaché.. . . . . . o . . dlgr
Papaine sol. 1 0/0 . . ANl |
IL. - Foje frais haché™. = .0 s o b S DI () e
Suc gastrique artificiel (pore) . . . . . 30ce.

Ce premier couple est laissé 5 heures  I'étuve 4 370,

Deux autres ballons semblables 111 et IV sont additionnés de 2 gout-
tes de la solution alcoolique de thymol 3 1 0/0 et restent 24 heures
a l'étnve,

Deux autres ballons V et VI, semblables aux précédents, sont lais-
sés pendant 48 heures i I'étuve.

Quand le terme de la digestion (5 h. ; 24 h. ; 48 h.) est arrivé, on
retire les ballons et 'on sépare, par filtration, la liquear du résidu in-
soluble ; dansz le cas de digestion gastrique, on neutralise la liqueur; le
résidu est lavé, puis séché d'abord dans le vide sec et enfin 4 1059
jusqu’d constance du poids.

Les 10 grammes de foie frais correspondent en poids sec i 2 gr. 120
(rapport £.7). Ce chiffre a été déterminé sur un échantillon de
10 grammes, prélevé sur la méme masse que les lots précédents et
seché a 'étuve.

— Aprés 5 heures de digestion on retire les ballons I et IT et on
filtre.

Le BarLon I (digestion papainique) a une couleur jaune orangé
clair. Le résidu (4 gr. 435) de couleor brun cendré est mis i dessé-
cher a 105, 1l produit un poids sec de 1 gr. 020, Sur les 2 gr. 120
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(foiesec), il y a done en : une quantité correspondant i 1 gr. 100 qui
a été digérée et est passée en solution dans la liqueur papainique,
sous forme de peptones et propeptones ; et une quantité correspon-
dant & 1 gr. 020 qui a résisté & la digestion (résidu sec de digestion).

Le saLLox 11 (digestion gastrique) nous donne les résultats suivants :
liqguear de couleur jaune opalescente. Résidu frais de la digestion
gastrique : 4 gr. 730, desséché 1 gr. 65, Sur les 2 gr. 120 de 'échan-
tillon (évalué i 'état sec) il ya en 0 gr. 470 qui a étédigére et liqué-
fié: 1 gr. 65 qui a résisté.

— Aprés 24 heures on retire les ballons 111 et 1V.

Barrox 11 (digestion papainique). Liquide de digestion de couleur
jaune orangé foncé.

Résidu de digestion : i I'état frais 2 gr. 150 ; & l'état sec 0 gr. 440,
Sur les 2 gr. 120 de I'échantillon (évalué a I'état sec) il y a 1 gr. 630
digéré et liquéfic : 0 gr. 440 qui ont résisté. Ce résidu devient rouge
brun par la dessiccation.

BatLon IV (digestion gastrique). Liquide de digestion de couleur
jaune opalescente.

Résidu de digestion gastrique ; & 'état frais 3 gr. 560 ; 4 I'état sec
0 gr. 675. Sur les 2 gr. 120 de I'échantillon il y a ea 1 gr. 443 digéré
et liquéfié : 0 zr. 675 ont résisté.

— Aprés 48 heures, on retire les ballons YV et VI,

Battox V (digestion papainique). Liquide de digestion de couleur
rouge. Résidu de digestion papainique ; a I'état frais, 0 gr. 920 ; &
I'état sec O gr. 150. Sur les 2 gr. 120 de Uéchantillon (évalué a I'état
sec) il ya eal gr. 970 digéré et liguéfié ; et 0 gr. 130 ont résisté i
la digestion et forment une poudre rouge.

Barvoxw VI (digestion gastrigue). Liguide de digestion de couleur
Jaune opalescente.

Résidu de digestion gastrique : a U'état frais 1 gr. 250 ; 4 'état sec
0 gr. 270. Sur les 2 gr. 120 de 'échantillon (évalué i U'état sec), il y
aen 1 gr. 850 digéré; il y a ea un résidu rouge de 0 gr. 270.
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Poids (sec) de foie soumis a la digestion : 2 gr. 120.

a. — Digestion papainique. Durée 5 h.  Durée 2i h.  Durée 48 h.

Quantité digéréa. . . . . . . . 1:7100 1 680 127970
— rEsidus e 1.020 0. 440 0.150

. — Digestion gastrigue.

Quantité digérée. . . . . . . . 0. 470 1. 445 1 .850
= resdaan e o e 1.650 8.675 0.270

En résumé, la digestion papainique est la plus com-
pléte ; prolongée 48 heures, elle fournit le maximum des
produils qui peuvent étre extraits du tissu hépalique
par ce procédé. Clest & savoir : 1° une ligueur neutre de
couleur rouge, saline, contenant des peptones et du sucre
et tenant en dissolution ce que nous avons appelé le pig-
ment hépatigue aguenr et 2° une poudre rougeitre, qui
abandonnera a l'alcool ou au chloroforme, le second
pigment, le pigment chloroformique, en laissant une petite
quantité d'un dépot insoluble, grisitre.

Nous conslalons d’abord que ces pigments se distin-
guent par leur solubilité.

On évapore la ligueur aquense au bain-marie jusqu’a consistance si-
rupeuse ; elle fonce de plus en plus. Lorsque I'évaporation est termi-
née, on traite par I'aleool ou mieux par le chloroforme. Il n'y a pas
dissolution ; le chloroforme ni I'alcool ne se colorent.

Inversement, la solution chloroformique évaporée ne se dissout
pas dans |'eau.

S4. Les deux pigments somt-ils le résuliat d'une
altération opératoire ¥ — Avantde procéder i une étude
plus compléte, nous avons & nous demander si les pig-
menls ainsi recueillis, préexistent bien dans le tissu hépa-
lique ou s'ils ne seraient pas le résultal d'une altération
produite par la digestion.

Avant de répondre a cetle queslion, il faul remarquer
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qu'en ce qui concerne le pigment chloroformique, il estle
méme soit que P'on traite le résidu de la digestion papai-
nique, soit que 'on opére sur le résidu de la digestion
gaslrique. Au conlraire, la liquenr gastrique parait avoir
alléré le pigment aqueux : on n'observe qu'une teinte
jaune opalescente que la concentration ne fait pas beau-
coup changer.A cel égard,tout'avantage esta la digestion
papainique.

Ceci posé, revenons a la question de savoir si nos deux
pigments sont des produits naturels ou artificiels. Au lieu
de soumellre le tissu hépatique & la digestion pour en ex-
traire ses pigmenls, essayons de les lui enlever directe-
ment par simple traitement mécanique.

Le tissu hépalique est haché, placé dans le vide, au-
dessus de l'acide sulfurique. On achéve la dessiccation &
105°, & l'étuve. On broie énergiquement la poudre ainsi
obtenue, dans un mortier. Puis, on met macérer a l'eau
froide oun tiéde, (rés légérement alealisée par la soude ou
par le carbonate de soude. La liqueur prend une colora-
tion jaune rouge, se foncant de plus en plus par concen-
tration. On peut s'assurer par diverses épreuves, dont il
sera question plus loin, que le pigment ainsi oblenu est
le méme qui existail tout & I'heure dans le liquide de
digestion papainique ; seulement il est moins abondant.
Le dépot qui se précipite, étant séché, est ensuite Lrailé
par le chloroforme; il fournit le second pigment, ici
encore moins abondant que dans le cas de la digestion.
Les produits sont done les mémes. L'extraction par I'eau
alcalisée donne les mémes résullats que la digestion
papainique.

Il résulte de la que le moven que nous avons employé,
c'esl-a-dire la digestion papainigue, napporte pas de per-
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turhation sensible dans la sifualion des pigments extraits
apres dessicealion : e'est sewlement un artifice quien facilite
lextraction.

Nota. — Il faut cependanl indiquer ici une restriction
tout a fail essentielle.

Il peut arriver, et c’est le cas ordinaire chez les trés
jeunes animaux, chiens, lapins, que le foie apres lavage,
soit tout a fait clair. On pourra dire que ce foie n’esl pas
pigmenté a 'élat frais ; ou qu'il I'est peu.

Et cependant, méme dans ces cas, nos trailements four-
nissent des guantités appréciables des deux pigments.
(est que, en général, la simple dessiccation duo tissu,
digéré ou non, entraine le foncement de couleur. Or, nous
avons loujours recours i la dessiceation, pour extraire nos
pigments, puisque le traitement a I'éfat frais ne permet
de rien extraire. La démonstration que nous venons de
fournir élablit done seulement que le proeédé de digestion
papainique n'ajoute rien a cel égard & la dessiccalion;
qu'il n’en aggrave en rien l'effet.

Comment agit la dessiecalion pour foncer la couleur du
pigment, on méme, a la rigueur, pour le faire passer de
I'état de pro-pigment, presque incolore, i 1'état de pigment
vrai, coloré? On peut eroire qu'elle agil par suited’une oxy-
dation. Et cette supposition se trouve corroborée par I'ob-
servation qui sera rappelée plus loin (ne 86) a savoir que
les agents oxydants forcent la couleur du pigment chloro-
formique, et que les agents réducleurs le pilissent. Tou-
tefois, il faul aussi remarquer que le résultat est le méme
lorsque 'on desséche sur I'acide sulfurique, dans le vide.
En tout cas, que ce soit l'oxygénation ou la simple déshy-
dratation qui ait cet effel, celui-ci n'en est pas moins cer-
tain. Le pigment sec (aprés ou avant digestion) n'est pas
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toul & fait la méme subslance gqu'a 'élal frais : il n'en
différe que lrés peu si 'évaporation de 1'eau est le seul
changement qu'il ail subi. Mais encore, était-il nécessaire
de signaler ici cette différence. On pourrait peut-étre la
traduire en disanl que les pigmenls hépatiques sont d’a-
bord a I'élat de pro-pigments incolores; quiils restenl
ainsi quelque lemps surtoul chez les lrés jeunes animaux ;
mais qu'une simple dessiccalion (avec ou sans fixalion
d'0) suffit a faire apparaitre la couleur. L'ige amene le
meéme effel sur le foie vivant.

Ajoutons enfin que chez le chien, chez I'’homme, 1'age
ameéne une pigmentation de plus en plus sombre du foie,
lice peut-élre & une production mélanique plus ou moins
anormale.

55. Comparaison des digestions gastrigue et papai-
nigue du tissu du foie, — Une aulre particularité mérite
d'étre mise en lumiere. On sail que le sue gasirique alla-
que el décompose les nucléo-albumines. 11 les précipite
d'abord ; ces composés n'élant pas slables en milieu acide;
puis il peplonise le noyau albuminoide el dépose la nu-
cléine el les dérivés nucléiniques. La digestion en milieu
neulre, ce qui est le cas de la digeslion papainique, est
beaucoup moins altérante : une partie tout au moins de
ces nucléo-albumines lui résiste el reste en solution. (Vest
ce qui explique que 'on oblienne ensuile un préeipité pen
abondant (précipité de nucléo-albumines), lorsque l'on
acidifie légérement la liqueur papainique.

On comprend aussi que le résidu de la digestion soil
plus abondant avee la liqueur gastrique qu'avec la liqueur
papainique. La différence (rouvée plus haul, aprés ache-
vemenl de la digestion entre les résidus secs |u|p=||1;}niquu
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0 gr. 150 et gastrique 0 gr. 270, c’est-a-dire 0 gr. 120,est
principalement formée par ce dépot de nueléines, et déri-
vés nucléiniques. Clest lui qui subsiste i I'étal de poudre
grise cendrée aprés qu'on a traité par 'aleool ou le chlo-
roforme.

Dans le liquide acide de la digestion gastrique, il n'y a
pas de nucléo-albumine en solulion. La teinte d’autre
part est plus faible. Ceci tendrait a faire admettre qu'une
partie de la teinte de la liqueur (c'est-a-dire une partie
des pigments) esl liée & ces nueléo-albumines ferrugi-
neuses, analogues i celle gqua fait connaitre Bunge.

D’autre part,ce pigment est loin d'étre seulement formé
par des nucléo-albumines ferrugineuses,puisquela liqueur
acide, gastrique, qui est débarrassée de ces substances pré-
senle encore une pigmentation jaune. Ces détails auront
leur importance guand nous parlerons du fer contenu
dans le pigment aqueux.

B. — PIGMENT HEPATIQUE AQUEUX.

56. Propriétés du pigment hépatigue (agunenx) —
La malicre colorante qui est en solution dans la liqueur
de digeslion papainique (ou qu’on oblienlt encore du foie
par l'action d'un aleali faible} n'a pas été isolée. Nous
nous sommes contenté dans ce premier travail d'en étu-
dier les principales propriétés.

La liqueur [railée par les acides, I'acide chlorhydrique,
I'acide acétique glacial, ne présente pas de modification
autre qu'un léger affaiblissement de la teinte.

L’addition plus abondante d’acide a produil un préei-
pité ne se redissolvant point dans cetexees.

De méme la soude ne produit pas d'allération appa-
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rente ; quelle qu'en soil la quantité, il n'y a ni préeipilé,
ni changement de couleur. Pas de réaclion de Gmelin.
L'acide azolique nilreux produit un préeipité blanc avee
formation d'une couche jaune qui s’étend, a la fin, & toule
la masse.

Les agents oxydants, I'eau chlorurée, bromée, iodée,
ne déterminent pas de précipilé ; la couleur fonce légere-
ment.

Les agents réductewrs produisent, i I'inverse, un palis-
sement. Nous verrons (n°92) que ces ellets sont incompa-
rablement plus marqués avee le pigment chloroformique.

['eau oxygénée présente une réaction remarquable en
elle-méme el parce qu'elle élablit une analogie avee la
séerélion biliaire. L'eau oxygénée, & peu prés neulre, est
décomposée violemment par la liqueur hépalique de di-
gestion papainique, comme par la bile. La solulion de pa-
paine elle-méme n’a pas d’action. La liqueur de digestion
bouillie ne décompose plus ainsi 'eau oxygénée.

La chaleur détermine un léger précipité floconneunx. Le
vide ne produit aucun changement.

La lumiére n'a pas d’action ou seulement une action
trés lente.

Le spectre d’absorplion ne présente pas de bandes iso-
Iées : il offre seulement deux plages sombres aux deux
extrémilés rouge el violelle.

57 . Distinetion des deux pigments par la présence
ou l'absence du fer. — En résumé, ily a des différences
entre le pigment agueur et le pigment chloroformigue, au
point de vue de la solubilité et an point de vue de 'aclion
des agents oxydants el réducteurs. Mais ce sonl la des dif-
férences insignifianles en comparaison de celle qu'il nous
reste & signaler.
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Il v a, en effel, enlre ces pigments une différence capi-
tale : ¢'est & savoirleur composition. L'un est ferrugineux,
e¢'est le pigmentaqueux, autre ne contient pas de fer, ¢'est
le pigment chloroformique.

(est 'essai par la méthode du sulfocyanale qui nous a
manifeslé ce résultat. Mais les réactions les plus simples

le montrent aussi.

8%. Pigment agueux ou ferragineux, — (n peut es-
sayer de se former une idée de la quantité de fer conlenue
dans ce pigment.,

1° On prend une portion de 50 centimétres cubes du liquide de di-
zestion papainique (de 10 gr. de foie), liquide qui contient le pigment
hépatique aquenx. On l'analyse au point de vue du fer ; le chiffre
trouvé est O mgr. 22 pour 10 grammes de liquide. Pour la totalité du
liquide papainique, nous avons donc une quantité de fer égale i
i zr. 10.

20 On analyse directement un échantillon de foie identique a
celui qui a été soumis 4 la digestion papainique. On trouve pour les
10 grammes précisément 1 gr. 10, — Tout le fer dau foie est done
passé dans le liquide papainigue.

IEn résumé, on arrive (d'une autre maniére) a cetle con-
clusion que nous avions déja indiquée toul & I'heure, & sa-
voIr :

Le pigment agueuz, oblenuw en solulion par la digestion
papainique du foie, conlient & peu prés toul le fer du foie.
La quantité gui subsiste dans le vésidu de cetle digestion est
nsignifiante.

5. Fixation du pigment hépatigue ferruginenx
par le eharbon animal. — St 'on filtre la ]i(ll]l]lll' de di-
gestion papainique sur le charbon animal, on constale
qu'elle passe décolorée. Le charbon a retenu la matiere
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coloranle. Il n'v a plus que des traces de fer dans le liquide
incolore.

On voil que le lien est tout & fait élroit entre la subs-
tance ferrugineuse et la maliére colorante : si 'on fail dis-
parailre la coloration, on fail disparaitre le fer: ¢'esl une
nouvelle démonstration que le pigment hépatique est la
maliére ferrugineuse elle-méme.

90. Etat du fer dans le pigment hépatigue aguenx.
— Nature de ce pigment. — Un sail la distinelion qui a
élé élablie par les chimistes entre les deux formes sous
lesquelles le fer peut exister dans I'organisme.

1° 1l peut étre en quelque sorle dissimulé dans une
combinaison organique ot il se trouve fortement lié. Cest
ce que l'on appelle le fer organigue dont les nieléo-albin-
mines ferrugineuses de Bunge et son hédmalogine, en par-
Liculier, fournissent le type.

Ces combinaisons sont caraclérisées en ce que, en solu-
tion légérement alcaline, légérement ammoniacale, elles
ne précipilent point par le sulfure d'ammoninm, ou seule-
ment trés lentement. L'addition de ferrocyanure avee aci-
diflication par l'acide chlorhydrique ne donne pas ou donne
seulement trés lentement le précipité de bleu de Prusse,

Traitées par l'acide chlorhydrique alcoolique (aleool i
95°,90 vol. ; HC1 425 0/0, 10 vol.), elles n’y sonl pas solu-
bles, ou si elles s’y dissolvent, elles ne donnent ensuile
avec le ferrocyanure de polassium qu'une réaction trés
lente.

2° La seconde forme est la forme saline,” quelquefois
appelée improprement minérale. Les réaclions précéden-
tes qui échouaient lout & I'heure, réussissenl immédiale-
ment.
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Entre ces deux formes pourrait se placer comme un
groupe infermédiaire une troisiéme forme, l'albuminate
de fer, la ferro-albumine, ou ferratine de Marfori, qui, en
effet, est beancoup moins résistante que la premiére caté-
gorie, mais plus que la seconde. L'usage semble prévaloir
cependant de rattacher ce dernier composé a la forme
minérale ou saline.

Sil'on essave a ce poinlde vue la liqueur chargée de
pigment aqueux, on constate facilement que la plus grande
partie du fer n’y est pas dissimulée d’une fagon appré-
ciable. Le mélal est trés faiblement lié & la matiére orga-
nique (probablement de nature protéosique). Nous pour-
rons dire qu'il y est sous la forme saline. La réaction avec
le sulfhydrate d’ammoniaque fournit une liqueur verte
on se dépose bientol un précipité.

Le traitement par le ferrocyanure de potassium acidifié
par l'acide chlorhydrique donne un précipité de blen de
Prusse immédial.

1. Ferrine. Rapports avee la ferratine. — || (e-
vient maintenant possible de résoudre la derniére ques-
tion que souléve la couleur du foie.

Celte couleur n'est pas homogéne ; elle est due a plu-
sieurs pigments qu’il faut d’abord diviser en deux catégo-
ries : la catégorie des pigments aqueux et ferrugineux, la
catégorie des pigments chloroformiques ou alcooliques.
Nous avons parlé jusqu’ici de chacune de ces catégories
comme si elle était formée d'un pigment unique. Ce n'est
pas tout & fait exact, au moins pour les pigmenis aqueux,
ferrugineux. La comparaison, faite plus haut (n°85) de la
digestion acide du foie avee la digestion neutre et d’aultre
parl les réactions indiguées précédemment nous montrent
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qu'une pelite parlie est constituée par des nucléo-albumi-
nes ferrugineuses, mais que la majeure partie de ces pig-
ments solubles est formée d'un composé analogue a la
ferratine de Marfori et Schmmiedebery.

Ce composé, étudié dans le produit de la digestion pa-
painique, se distingue de la ferratline par quelques trails
accessoires. Admettons pour la ferraline les propriélés
suivantles :

. Poudre jaune ; soluble dans les solutions étendues d'alealis et car-
bonates alealins ; précipitée de ses solutions alealines par les acides
dtendus, mais soluble dans un excés d'acide ; lentear de la réac-
tion avec le sulfure d'ammonium ; lentear de la réaction colorée avee
le ferrocyanure ; solubilite dans l'acide chlorhydrique alcoolique

(réactil de Bunge).

La majeure partie de nolre pigment (fourni par la li-
queur neulre papainique) est :

Soluble en milieu nentre ; non précipitée par les acides ; soluble
méme dans une faible gquantité d’acide, et non pas seulement dans
un grand excés. Enfin les réactions avec le sulfhydrate d’ammoniague
et le ferrocyanure acidifié n'ont pas besoin d'un long délai pour s'ac-
complir.

Signalons une auatre différence : la ferrine (aprés avoir été chauf-
fée i 100°) jouit A un haut degré de la propriété anticoagulante pour
le sang in wilro; la ferratine n'exerce pas d’action de ce genre.

Il résulte de li que nolre pigment est seulement Lrés
voisin de la ferratine; il se rapproche encore plus qu'elle
de la forme safline du fer. 1l a été obtenn par la digestion
papainique en milieu neutre : la ferratine de Marfori et
Schmiedeberg parla dissolution dans les alealis trés élen-
dus. L'un et I'aultre procédés sont trés peu capables d’allé-
rer I'état naturel de la matiére. Le nélre est-il plus alté-
rant que celui de ces auteurs ; ou est-ce Pinverse ? Cest dil-
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ficile & décider.Pour ne pas préjuger la question,désignons
parle nom de ferrinel'élat nalurel, dans le foie vivant, de
ce pigment aqueux, ferrogineux. A celte ferrine il faut
ajouter, comme nous avons dit plus haut, une trés
pelite quantité de nucléo-allimines ferrugineuses.

C'est ce mélange de ferrine et d'une faible quantité de
nucléo-alluwmine  ferrugineuse qui constitue le pigment
aguewr du foie.

D2, Propriéiés du pizgment hépatigue chloroformi-
que. — Nous avons essayé avec le pigment chloroformi-
que les mémes réactions qu'avee le pigment aqueux
(Voirn® 86).0n'oblient, comme nous I'avons dit, en trai-
tant par le chloroforme le résidu sec de la digestion pa-
painique ou la poudre dé foie séché, épuisée par eau lris
légérement alealisée au moyen du carbonate et séchée
de nouveau. Ces poudres deviennent rouges par la dessic-
cation méme dans le vide : le chloroforme leur enléve le
pigment et les laisse, apres épuisement, & I'état de masse
pulvérulente grise. On utilise pour I'étude des propriétés
soil la solution chloroformique, soit la solution alcoolique.

L'acide acélique ne produil pas de changement. La so-
lution alcoolique de soude délermine un précipité qui dis-
parait par agitation en présence d'un exces de réactif.

Avec le réaclif de Gmelin (acide nitrique nifreux) on
n obtient pas d’effef.

Il importe toutelois de faire ici une observation: Si
I'on emploie la solution alcoolique, que 'on traite par
l'acide nitrique nitreux, on peut voir, en attendant suf-
fisamment, a la limite de séparation des deux liguides,
une teinte verte qui fonce de plus en plus et passe enfin
au bleu elair,



NATURE DU PIGMENT CHLOROFORMIQUE 153

Mais il est anoter que cetle réaction appavtient awr réac-
tifs ewa-miémes (alcool et acide nitrique nitreux). On 'ob-
tient en effet avee ces liquides purs. C'est ce fail qui pro-
bablement a induit en erreur quelques observaleurs, par
exemple Cadiat (1). On ne doil jamais exéculer la réac-
tion de Gmelin sur les liqueurs aleooliques.

Les agents orydants exercenl une action qu'il faul si-
gnaler.

Employons, par exemple, la solution aleoolique d'iode
el faisons-la agir sur la solution alcoolique du pigment.La
couleur se fonce davanlage : si 'on est parti dela couleur
jaune (concentralion faible) la solulion passe an rouge.

Si 'on fail ensuile passer un courant d’hydrogéne sul-
furé, la coulenr s'éclaireil el revient au jaune pale initial ;
apres avoir chassé 'hydrogene sulfuré parla chaleur, la
liquenr gardant sa couleur, on peuat [aire agir & nouveau
I'alcool iodé et reproduire les mémes allernalives.

La chaleur délermine un changement de teinte : la so-
lution devient plus foneée.

La lumiére n'exerce pas d'effet sensible.

Quant au spectre d’absorplion, il n’a non plus que le
précédent (et non plus que celui du pigment biliaire) rien
de caractéristique. Il n'y a point de bandes nettement limi-
tées, mais seulement deux plages s’arrétant aux divisions :
20 pour le rouge; 100 pour le bleu-violel (speetre : raie
) = 50 ; raie strontium = 105).

. — PIGMENT CHLOROFORMIQUE.

93. Nature du pigment chloroiormigue. — Le }‘!i:.'{-
ment chloroformique peut élre rapproché des pigmenls

(1) Capiat, La structure du foie des invertébrés. Gazette médicale,
p- 270, 1878,
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biliaires d'une part et d'autre part des lipochromes el
lutéines, catégories enlre lesquelles il est intermédiaire.
Nous 'appellerons d’'un nom qui exprime ces affinités,
choléchrome.

Voici ses caractéres :

1° Couleur, partie chaude du specitre, gamme jaune
rouge, comme les lipochromes ;

20 Solebifité de méme dans le chloroforme, la benzine ;
insolubilité dans 1'éther conformément & ce qui arrive
pour les pigments biliaires, mais contrairement a la plu-
part des lipochromes.

3° Les procédés d’oxydation ou de déshydratation qui font
passer les lipochromes comme les pigments biliaires & la
camme verle et bleue, sont sans effet surle pigment hé-
patique du foie ou du moins agissent sur lui en le pous-
sant au rouge, vers la partie la moins réfringente du
spectre. Nous'avons mis en garde contre une fausse ré-
action, a savoir : le passage au vert que l'on observe en
traitant la solution alcoolique par'acide nitrique nitreux,
réaction qui appartient & 'aleool lui-méme, ou au ehlo-
roforme, et se produit d'ailleurs lentement (1).

4° Les procédés de réduction (courant d’hvdrogéne sul-
furé) ramenent le pigment oxydé a I'élat initial comme
cela a lieu avec les pigments biliaires.

5° Le spectre d'absorption est le méme que pour les
lipochromes et les pigments biliaires, en ce sens qu'il
n'offre pas de bandes limitées, mais seulement deux
plages extrémes I'une dans le rouge, I'autre dans le violet
spectral (2).

(1) A. Dastre et FLoresco, Kéaction de Gmelin pour les lipochromes

(C. R. de la Société de biologie, janvier 1898),
{2} On peut cependant établir des distinctions entre ces specires con-
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% 2. — Pigments hépatiques chez les antres vertébras.

Les résullals typiques que nous venons d’obtenir chez
le chien peuvent étre appliqués aux autres classes de ver-
tébrés. Un grand nombre de vérilications de détail faites
chez ces animaux nous ont montré des fails concordants
avec les précédents, qui prennent ainsi un véritable ca-
ractere de généralité.

94. Reptiles. — Nous avons opéré sur les lézards,
exactement comme sur le chien.

Quoique 'opération soit plus difficile, on réussit & laver
le foie avec I'ean salée ; on le hache et le séche dans le vide
au-dessus de 'acide sulfurique. La poudre de foie (obtenue
de plusieurs animaux) est divisée en deux lots :

L'un des lols est soumis & la digestion papainique; le
résidu est traité par le chloroforme ou l'alcool.

Le second lot est traité par I'ean trés légérement alca-
lisée ; le résidu repris par le chloroforme.

On obtient ainsi les deux pigments: I'un aqueux et fer-
rugineux ; l'autre chloroformique. Le spectre et les autres
caractéres sont les mémes que chez le chien.

95. Batraciens. — Méme chose chez la grenouille. Le

tinus : si la concentration angmente, le spectre des lipochromes se res-
serre des deux cdtés ; les deux plages obscures marchent 'une vers
I'autre pour se rejoindre en un point intermédiaire. Pour la bilirubine,
rien de pareil ; la plage du cdté violet vient brusquement s’adosser par
une ligne tranchée au voisinage de la raie D et n'en bouge plus guére ;
c'est la plage obscure du cdté rouge qui va marcher & sa rencontre
pour les concentrations croissantes. Quant & la biliverdine, son spectre
peut présenter des bandes neltes; par exemple, dans le rouge, une
bande qui se confond avec la premigére bande de la chlorophylle.
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lavage du foie y est beaucoup plus facile que chez le lézard.
L'organe prend une teinte claire. On répéte celte opéralion
sur un assez grand nombre d’animaux pour avoir une
quantité de tissu hépatique suffisant aux recherches.
Mémes résoltals avee les tritons, salamandres. On
trouve les deux pigments, 'un soluble dans la liqueunr de
digestion papainique el dans les solutions faiblement
alealines, l'autre, soluble dans le chloroforme et 1'alcool.

96. Poissons, — Nous avons fait des recherches de
méme genre chez différents poissons, carpes, lanches,
ete. Le résullat a été identique.

97. Conclusions, — 1° Le foie, chez tous les vertébrés,
doit sa couleur & deux catégories de malicres coloranles,
qui se distinguent de prime abord par leur solubilité, &
savoir: a. les pigments agueux et b. les pigments chloro-
formigues ;

% — a) Les pigments aguewr sonl solubles dans I'eau
légérement alcalinisée par la soude ou par le carbonate
de soude et dans la liqueur neuntre de digestion papaini-
que, ce qui fournit deux moyens de les oblenir. Ils sont
insolubles dans le chloroforme el dans 'aleool. Leur cou-
leur varie dans la gamme du jaune au rouge. Ils sont
toujours ferrugineux et conliennent & peu prés tout le fer
du foie.

lls sont constilués par un composé ferrugineux que
nous appelons ferrine, mélangé d'une petite quantité de
nucléo-albuminoides ferrugineux ;

3° La ferrine s'oblient intégalement par la digeslion
papainique du foie frais: c'esl un composé organo-mé-
tallique tres voisinde la ferratine de Marfori et Schmiede-
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berg,
dissimulé que dans celle-ci. Les réactions avee le ferro-

cyanure de polassium et le sulfhydrate d'ammoniaque

mais s'en dislinguant en ce que le fer y est moins

sont plus rapides a se produire. La ferrine est une combi-
naison encore plus voisine que la ferraline de la forme
saline on minérale ; elle contient de I'hydrate ferrique
combiné & un albuminoide avant les caractéres des pro-
téoses ; il est vraisemblable que le fer peaty exister alter-
nalivement & 1'état ferreux el a 'élat ferrique.

4" Le pigment aqueux, ferrugineux, examiné au spee-
troscope, donne un spectre continu, sans bandes d’ab-
sorption, qui s'éleinl seulement aux deux exirémilés,
rouge el violette.

Les trois (rails distinelifs sonl done: la solubifité, la
richesse en fer, le speclre conlinu.

b) Pigment alcoolo-chloroformigue. — Le second pig-
ment est soluble dans le chloroforme, moins soluble dans
l'alcool ; il est peu soluble dans I'éther, insoluble dans
I'eau. Il est intermédiaire par ses caractéres aux lipochro-
mes el aux pigments biliaires. Nous 'avons nommé c/o-
léchrome.

On I'obtient en traitant le résidu de la digestion papai-
nique, ou directement la poudre de foie séché.

Il ne contient pas de fer. Il n’est pas altaqué par la
digestion papainique. !
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Pigments hépatiques chez les invertébreés.

98, Simplification de 1a recherche. Macération hé-
patigue. — La recherche des pigments hépatiques se
trouve simplifiée chez les invertébrés pour deux raisons
gui n’existent pas chez les vertébrés.

La premiére c'est que, chez le plus grand nombre de
ces animaux, le sang est peu ou point coloré, de telle sorte
qu'il n'y a pas a craindre que la couleur du foie soit dissi-
mulée ou compliquée par celle du sang. Dés lors, il n’est
pas nécessaire de se débarrasser du sang par le lavage
préalable du fole, opération qui, d'ailleurs, serait le plus
souvent impraticable.

(Vest seulement chez les invertébrés dont le sang est
fortement pigmenté, qu'il y aura, a cet égard, des précau-
tions & prendre.

La seconde espeéce de simplification que présentent les
invertébrés tient & la possibilité d’obtenir facilement les
pigments du foie par macération de 'organe dans 1'eau
saline. Cette macération qui, chez les vertébrés, n’avait
aucun rapport apparent avec la séerétion biliaire, ici, au
contraire, offre les plus grandes analogies avec elle ; elle
lui est sensiblement identique. 1l résulle de la que les
pigments hépatigues se confondent en partie avee les pig-
ments biliaires, ce qui n’avait pas lieu chez les vertébrés.
Aussi, la question des pigments du lissu hépatique qui
nous occupe élait-elle, chez les verlébrés, une question
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presque neuve, toule l'atlention des observateurs s'élant
portée sur la séerétion biliaire. Iei, au contraire, la ques-
tion des pigments hépaliques bénéficie des éludes faites
sur les pigments biliaires par un certain nombre d'au-
leurs, parmi lesquels nous citerons particuliérement
Sorby, Krukenberg et Mae Munn.

Nous avons étudié les pigmenls hépatiques chez quel-
ques cruslacés et surtout chez les mollusques.

§1. — Mollusques.

Nous avons examiné des représenlants des Lrois clas-
Nous avon I lants des Lrois clas
ses, gastéropodes, lamellibranches, céphalopodes.

Parmi les gastéropodes, nous avons examiné surtout
I'escargol el les buecins ; parmi les lamellibranches : les
moules, les peclens el les huitres ; parmi les céphalopodes:
les poulpes et les seiches.

C'est I'étude de 'escargot qui nous a retenus le plus
longtemps. Le foie de I'helix mérite celte attention par
des particularités trés instructives. Cependant, au point
de vue des analogies avec les vertébrés, ee n'est point par
les gastéropodes pulmonés qu'il faul commencer, ¢'est
par les lamellibranches el les eéphalopodes. Les gastéro-
podes a vie terrestre conslituent, en effet, & un ecertain
point de vue, un type légérement aberrant.

Y. Caractéres généraux des pigments hépatigues.
— Indiquons immédiatement le fait capital : comme chez
les verlébrés, le foie présente deux calégories de pigments
qui se distinguent en premier lieu par leur solubilité ;
c'est a savoir : les pigments aguens et les pigments chloro-
formigues.
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Les pigments aguewz peuvent étre obtenus directement
par simple macération dans 'eau salée ou simplement
alealisée. L'extraction dans ce cas est incomplele. Sil'on
veul épuiser le lissu hépatique de sa matiére colorante, il
fandra recourir au méme moyen qui a réussi avee le foie
des vertébrés, c'est-i-dire & la digestion papainigue du
tigssu frais ou desséché. On emploie la papaine en solution
a1 0/0, etl'on ajoute dans un matras & 50 centimetres
cubes de celle solution, environ 10 grammes de tissu frais
de foies enlevés 4 un nombre suffisant d’animaux. On
ported 'étuve a 37°. La digeslion terminée, on recueille
le liquide qui contient toul le pigment aguewr, et le résidu
séché, traité par le chloroforme, fournit ensuite le pig-
men! chloroformigue.

Le pigment chloreformigue peut étre obtenu plus sim-
plement, d'une maniere direcle, en opérant surla poudre
de foie séché au vide sulfurique. Le résidu, convenable-
menl traité, donnera ensuite le pigment aqueux.

Il imporle de noter que quelques auteurs, Mac Munn
par exemple, ont épuisé le foie par I'alcool. Ils ont obtenu
ainsi un pigment alcoolique qui se confond plus ou moins
complétement avee nolre pigment chloroformique lequel
peut étre appelé en couséquence pigment alcoolo-chloro-
formigue. Mais ce procédé a des inconvénienls sérieux.
Dans cerlains cas, en effet (el cela arrive précisément
chez I'escargot), le pigment aqueux peut étre trés légére-
ment soluble dans 'alcool, de sorte que 'on se trouve en
présence de deux pigments, non séparés, dans U'extrait al-
coolique. De la, des confusions qui n’existent point avec
le chloroforme.

On reconnait que les denx pigmenls, aquenx et chlo-
roformique, sont bien réellement distinets : le pigment
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aqueux estinsoluble dans le chloroforme, le pigment chlo-
roformique est insoluble dans I'ean.

100. Analogies avec les vertébrés. — On apercoit
ici déja les plus grandes analogies avee les fails oblenus
chez les vertébrés ; ef, de méme el par les mémes raisons
que chez eces derniers, on élablirail que le pigment
aqueux ou papainique des invertébrés n'esl pas un pro-
duit artificiel du traitement, mais qu'il représenle trés sen-
stblement 1'état naturel du pigment dans le foie vivant, ou
tout an moins son propigment.

Enfin, nous indiguerons ici, paranticipation, une ana-
logie qui est peul-étre la plus forte que l'on puisse signa-
ler non seulement enfre les pigments hépaliques, mais
entre les foies eux-mémes des inverlébrés el des vertébrés.
C'est a savoir que chez la presque totalité des invertébrés
(mollusques surtout) que nous avons examinés, le pig-
ment aqueux est en méme lemps ferruginenx el qu'il est
identique au composé ferrugineux des verlébrés que nous
avons nommeé ferrine. De ce chef, la ferrine acquiert un
caractére presque universel dont on remarquera l'impor-
tance.

Il yacependanta cette regle que nos études ont mise en
lumiére une exceplion remarquable.

Chez les gasléropodes pulmonés seuls, ce composé fer-
rugineux différe de la fervine el ¢’est en quoi ces animaux
consliluent une sorte de cas aberrant. La ferrine est rem-
placée chez eux par Ukémochromogéne; el, celte substitu-
tion, d’autre part, est par elle-méme frés intéressante a
plusieurs poinls de vue.
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A. — CEPHALOPODES.

Nous avons surtout examiné la seiche ef le poulpe qui
se comportent d'une manicre un pen différente.

101. Pigmenis hépatigues de Ia seiche. Ferrine et
eholéchrome. — Le foie se présente chez la seiche avec
une couleur jaune. On Uextrail facilement en évitant toul
conlact avee les pigments de la poche & encre.

A. — Pigment aguenz. — On peut soumetire les foies
frais a4 la digestion papainique dans les condilions ordi-
naires ; on peul encore opérer sur la poudre de foie =éché
dans le vide au-dessus de l'acide sulfurique. De quelque
maniére que l'on procede, on oblient une liqueur jaune
qui contient le pigment agqueux. Ce pigment agquenx est
insoluble dans le chloroforme : il est riche en fer ; il
donne un spectre continu; il offre, en un mot, tous les
caractéres que nous avons constalés chez le pigment
aqueux des vertébrés, ou ferrine.

B. — Pigmnent alcoolo-chloroformique. — Le pigment
chloroformique s'obtient au moyen de la poudre de foie
séché ou au moyen du résidu de la digestion papainique.
La couleur est franchement jaune el passe au rouge si la
concentralion est suffisanle. Il fournit le méme spectre
sans bandes délimitées qui appartient au pigment chlo-
roformique des verlébrés, dont il a d'ailleurs tous les ca-
racléres. Il est pauvre en fer. Cest le choléchrome.

En résumé, il y a identité des devr pigments hépatiques
chez la seiche et chez le chien el les awlres veriéhrés.
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102. Pigments hépatigues du poulpe. Ferrvine et
hépata-chlorophylle. — Le résullal n'est pas le méme
chez le poulpe.

Celui-ei va nous présenler un second type, au moins
en ce qui concerne le pigment eliloroformigue.

Le loie est de couleur brune. Le pigment aqueux a les
caractéres ordinaires qu'il présente chez les verlébrés el
chez la seiche ; il estriche en fer; c¢'est la ferrine.

Quant au pigment chloroformique obtenu comme celui
de la seiche, il présente une couleur fauve plus ou moins
foneée.

Caractéves spectroscopigues. — Au spectroscope, il offre
un spectre trés remarquable el que nous renconlrerons
souvent par la suile.

Cest un spectre @ guatre bandes donl nous indiquons la
position en divisions de notre micrométre. Disons d'abord
que le micromeétre de notre speclroscope esl ainsi repéré:
division 50, raie D du sodium ; division 105, raie bleue
principale du strontinm ; intervalle divisé en 55 divisions
que l'on prolonge ; la raie rouge principale d’émission du
lithinm correspond & 32 ; la raie verle du ealcium a 60.

Ceci posé, les qualre bandes sonl les suivantes : la
bande caraclérislique, Irés noire, dans le rouge 29-32 ;
une seconde bande, trés faible, dans l'orangé 42-46; la
troisicme bande est dans le vert 62-66 (elle est la seconde
dans l'ordre de la netteté) ; la quatriéme bande également
dans le vert 75-82 (elle esl la troisicme dans l'ordre de la
netteté). (Voir Spectre, 1™ planche.)

Ce pigmenl renferme seulement des traces de fer. (Vest
un nouveau trait qui le distingue do pigment aqueux.
Nous le retrouverons dans le foie de I'huitre el enfin dans
celui de P'escargol, el ¢’est alors que nous aurons & nous
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expliquer sur sa nature. Disons des a présent qu’il res-
semble & la ehlorophylle par son spectre, et appelons-le
provisoirement ehloraphylloide ou  hépato-chlorophylle.
Ajoutons que ¢'est surtout avee le mélange alcool-chloro-
forme ou avee l'aleool seul que 'on observe les quatre
bandes.

En résumé, les eéphalopodes nous offrent deux types:
['un représenté par la seiche, a les mémes pigments hé-
patiques que les vertébrés, a savoir: le pigment aqueux,
ferrugineux, ferrine; el le pigment chloroformique, cho-
léchrome.

L'autre lype, représenté par le poulpe, offre le pigment
aqueux, ferrugineux, ferrine; mais le pigment chlorofor-
mique est différent ; c’est le pigment & 4 bandes, chloro-
phyllaide ou ranthophylloide (hépato chlorophylle ou hé-
pato-zanthophylle).

B. — LAMELLIBRANCHES.

Nous avons examiné diverses variétés, et parmi elles
Vhuitre portugaise, les moules, les pectens et les anodontes,

103, Pigments hépatigues de 'huitre, Ferrine et
hépatoe-chlorophylle. — Chez I'huitre portugaise, le foie
ne peul élre isolé quavee beaucoup de précautions. Ses
lobes ne sont pas faciles a séparer compléetement de in-
testin qui y envoie des prolongements ou des diverticules
que l'on peut identilier avee des canaunx biliaires.

a) Pigment aguene. — Lorgane se présenle avec une
teinte jaune verditre. On peut essaver d’exlraire les subs-
tances colorantes qui lui donnent cette double coloration
au moven d'une simple macéralion dans 'eau trés lége-
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remenl alealisée. Mais si l'on applique ce procédé en
partant du lissu frais, on n’oblient gu'une faible quan-
tité de subslance. Le résullat est meilleur en partant de
I'organe préalablement desséché sur le vide sulfurique,
puis réduit en poudre. Cependant, alors encore on n'ar-
rive pas @ épuiser entierement le fissu.

Aussi, malgré Uefficacité relative du procédé par macé-
ralion, vaul-il mieux recourir & avtifice de la digestion
papainique que I'on applique soit au foie frais, — soil,
encore, & la poudre de foie séché ou enfin an résidu du
traitement chloroformique. On oblient ainsi une liqueur
jaune qui passe an rouge par concenlration.

Cette liqueur est riche en fer. — Elle a les propriélés
du pigment hépalique aqueux des verlébrés et loutes ses
réactions. Elle est décolorée par le charbon animal ; elle
donne au speclroscope un spectre continu sans bandes
délimilées, & plages assombries seulement vers les deux
extrémités rouge et violetle. Clest la fervine, sorte de
proléosate de fer; elle est mélangée d'une petile quantilé
de nueléo-albuminoides ferrugineux.

b) Pigment chloroformigue. — La poudre de foie dessé-
ché conserve la couleur jaune verditre de 'organe frais ;
elle est seulement un peu plus foneée. — Trailée par le
chloroforme, elle fournit une liqueur jaune verditre.
Celle-ci, examinée au spectroscope, donne le spectre (ris
remarquable que nous avons déja rencontré, le spectre &
quatre bandes de 'hépato-chlorophylle.

Il se confond absolument avee celui que nous avons
décrit chez le poulpe.

104. Pigmenis hépatigues des moules, des pectens.
— Chez les moules et les peclens, les résultals sont les
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mémes. Chez ces derniers, le foie présente une couleur
verl brunitre, on l'isole assez facilement; on le séche
dans le vide au-dessus de Uacide sulfurique. On oblient
ainsi une poudre trés hvgrométrique que 'on est obligé
de conserver a 'exsicealeur.

a) Pigment agueux. — Par la digestion papainique on
obtient le pigmenl aqueux, ferrugineux, sans bandes,
avanl tous les caracléres de la ferrine chez les vertébrés.

b) Pigment chloraformigue. — La poudre de foie traitée
par I'alecool chloroforme fournit une liqueur vert foneé.
Ce pigment est trés facilement soluble. Au spectroscope,
il fournit le spectre caractéristique de I’hépato-chloro-
phylle, spectre i 4 bandes, a savoir: 27-30 trés noire dans
le rouge; 42-46 trés claire dans l'orangé; 6G2-66 noire
dans le vert: 75-82, moins noire, encore dans le vert.

Il contient tris pea ou point de fer. Les agenls oxydanls
el déshydratants foncent sa couleur: les réducteurs la
raménent & I'élal inilial.

105. Pigments hépatigues de l'anodonte : pigment
agquenx, ferrine ; pigment chloroiormique, choléchro-
me. — L'anodonle présenle des faits concordants avee
les précédents en ce qui concerne le pigment agueur.

En ce qui concerne le pigment chloroformique, il y a
une observation trés imporlante a faire.

Nous avons opéré sur des anodonles conservées depuis
trois mois dans l'eau courante d'un aquariom apparem-
menl débarrassé de végélaux verls. L'extrait chloroformi-
que du foie ne présentail pointle spectre & qualtre bandes,
mais un spectre continu obhscurei seulement par des pla-
ges sombres anx deux extrémilés rouge el surtout violetle.
A cet égard, le pigment chloroformique se comportait



LAMELLIBRANCHES 167

comme le choléchrome ou pigment chloroformique des
verlébrés. L'analogie était ici compléte, les denx pigments
idenliques.

IEn résumé, nous lrouvons chez les lamellibranches les
devux types que nous avons vus représentés chezles eépha-
lopodes ; les uns el les autres sont idenliques aux vertébrés
en ce qui concerne le pigment agueux, ferrugineux du
foie, la ferrine — mais dilférenls en ce qui conecerne le
pigment chloroformique : chez les verlébrés, la seiche,
I'anodonle, ce pigment est le choléchrome & spectre con-
tinu — chez le poulpe, I'huitre, la moule, le pecten, c¢'est-
a-dire en somme, dans le cas le plus général, le pigment
chloroformique offre un spectre & 4 bandes analogue &
cerlains égards a celui de la chlorophylle (1).

106. Probléeme de lexistence réelle du pigment
chlorophylloide (hépato-chlorophylle), — Une (lm_‘:r-t[.[{_:lll s 11m-
poseici, & propos de 'anodonte. Des observaleurs comme
Mac-Munn qui ont eu l'occasion d'examiner lextrail
alcoolique du foie de cel animal ont apercu le spectre
chlorophylloide, & 4 bandes ; tandis que ce speclre n’exis-
tait pas, mais seulement celui, en quelque sorte négalif
du choléchrome, chez les échantillons que nous avons
eus enlre les mains el qui avaient ¢été conservés long-
temps & 'aquarium,

Une question imporlante se pose ici. On peut se de-
mander si le choléchrome ne serait pas le pigment cons-
tant et propre du lissu hépatique, tandis que I'hépalo-—
chlorophylle serait un élément accidentlel surajouté.
Lorsquil y aurait mélange, I'hépato-chlorophylle cou-

(1) Il faut dive, tout an moins, que Phépatochlorophylle masque et
dissimule presque complelement le choléchrome qui peut exister,
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vrirait le choléchrome et empécherait de D'apercevoir.

Les pigmenls biliaires el la ehlorophylle offrent des
analogies (rés grandes qui n’ont pas échappé aux chimistes
depuis Berzelius qui confondait la biliverdine (sorte de
choléchrome) avee la chlorophylle, jusqu'a A. Gautier qui
a insisté sur les rapports de composilion des pigments
biliaires el des chlorophylles. Les dissolvants, 'action
des agenls oxydanls et réducteurs, I'absence de fer, la
counleur, sont les mémes: seul le caractére spectrosco-
pique les distingue ; et comme celui du choléchrome (pig-
ments biliaires) est négalif, on comprend bien que dans
le cas de mélange le pigment chlorophylloide masquera
le choléchrome, landis que le choléchrome ne peut mas-
quer le chlorophylloide.

S'il en étail ainsi, les fails reprendraient un caractére
d’universalité tout & fait remarquable. Partout (1) ilyaurait
le méme pigment aqueux, ferrine ; partoul le méme pig-
ment chloroformique, eholéchrome. Seulement, dans un
trés grand nombre de cas, le pigment chlorophylloide, da
i une circonstance aceidentelle mais trés fréquente (ali-
mentalion végétale), viendrait masquer ce dernier,

La question de fail est done de savoir si le pigment
chlorophvlloide est réellement contingent ou nécessaire,
si le choléchrome n’existe pas sans lui. Ce probleme se
pose ici, i l'oceasion de 'anodonte. Nous l'examinerons
plus loin, & propos de l'escargot.

(.. — GasTEROPODES (escargots).

Nous avons examiné, parmi les gastéropodes, les Aélir,
les buccins, les planorbes, ele.

(1) Sauf les gastéropodes pulmonés.
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Les escargols sonl des animaux de choix. pour ces élu-
des, el cela pour deux raisons : la premicre c'est que 'on
peut se les procurer i profusion el en toul temps ; la se-
conde c¢'esl que, en méme lemps que le foie, on peut
recueilliv en abondance aussi la séerétion hépalique, eir-
consiance qui permel de comparer les pigments de l'or-
gane aux pigments de la séerélion.

A. — Pigments hépaliques de lescargol.

107. Préparation des pigments hépatigues de les-
eargot. — En ouvrant la coquille, on apercoit le manteau daps la
partie qui recouvre le sac pulmonaire. Celle-ci peat étre claire ou fon-
cée; il v a en effet un pigment noir, plus ou moins abondant, qui se
dépose le long des vaisseaux et sur le bord libre du sac pulmonaire.
Vers la partie postérieure, on apercoit par transparence le foie. Gelui-
ci est plus ou moins fortement coloré, tantot en bran foncé, tantot en
Jaune clair. Il est volumineux : il représente en poids le 1/5 du corps.

Une remarque intéressanle, ¢’est que le foie est sombre
chez les animaux on les vaisseaux du sac pulmonaire sont
chargés de pigment: le foie est clair, lorsque ces vais-
seaux sont peu colorés ; de telle sorle que la seule inspee-
Llion du sac pulmonaire fournit un premier renseignement
sur la couleur du foie (1].

On disstque et on isole 'organe avee préeaution ; on I'enléve. Les
foies enlevés i un grand nombre d'escargots sont réunis, transfor-
més en bouillie, puis portés dans U'exsiceateur au-dessus de P'acide
sulfurique. On obtient en 24 heures une dessiccation & peu prés com-
plite, qui permet de broyer les foies.

On a ainsi la poudre de foie (100 escargots nous ont
donné 42 grammes de poudre séche ; un corps d'escargol
pesait en moyenne 3 gr. 500 et le foie O gr. 7).

{1) Cetle observation peut étre rapprochée de celle que nous avons
faite plus haut.
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De cette poadre, on fait 2 lots qui vont servir a I'extraction des pig-
ments :

1? Le premier lot est traité par le chloroforme et l'alcool ; la hqueur
filtrée est de couleur jaune : ¢’estle pigment chloroformigue ou alcoo-
ligue.

2¢ Le deuxiéme lot est soumis & la digestion papainique, i 'étuve
4 37° On a un dépdt brun et un liquide de digestion. Ce liquide filtré

est de couleur rouge foncé, cest le pigment agueus.

108, Caractéres généraux de ces pigments.—a) Ana-
logies avec les verichrés. — ) Différences. — nf.] On
constate que les dewr pigments, aguewwe et chloroformigue,
présentent les plus grandes analogies avee ceux que nous
avons lrouvés chez les vertébrés.

Le pigment chloroformigue ne conlient pas de fer, il est
insoluble dans I'eau, soluble dans 'alcool, a4 peu preés
insoluble dans 'éther.

Le piginent aguewr est ferrnginenx (ferrine). 11 contient
a peu pres lout le fer que I'on rencontre dans le foie. On
peul obtenir, & lrés peu pres idenlique, sans recourir
la digestion papainique, en traitant simplement parl'eau
tres légerement alealisée, la poudre de foie desséché.
Seulement, ce procédé d'extraclion ne pourrait pas suf-
fire & épuiser le lissu hépatique. On voil par la, en toul
cas, que ce pigment n’est pas un produit artificiel de la
digestion papainique, foncicrementdifférent de la subs-
tance exislant naturellement dans le foie.

Le noir animal peul enlever a ce liguide tout son pig-
ment ; la ligueur filtrée passe incolore et ne renferme
plus que des traces de fer.

Nous (rouvens done ici Veracte répétition de ce que nous
avons vu ches le chien et les vertébrés : dewr pigments ana-
laguies avec des propriétés analogues.

) Mais il y aune différence importante. Elle est relative
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aux spectres. Tandis que chez les vertéhrés les deux pig-
menls du lissuhépalique(semblables en cela aux pigmenls
de la bile) donnaient le méme speclre sans bandes pro-
prement dites, éleint seulemenl aux deox extrémités ;
ici, chezl'escargol, les spectres sont différents.

Nous avons deux spectres & bandes.

— Le pigment aguewr présente un spectre a dewr bandes
élroites, dans levert, entre D el F correspondant au repé-
rage suivanl: la premiere bande entre 59-62 et la deuxie-
me bande entre 68-72. Elles appartiennent & I'hémochro-
mogene.

Nous verrons, chose remarquable, que ces mémes ban-
des existent dans la séerélion hépatique de I'escargol.

— Quant an pigment chloroformigue, il présenle le
speclre, trés remarquable, déja vu chez le poulpe et la
plupart des lamellibranches, le spectre a guatre bandes
une bande tris noiredans le rouge entre 29-3% ; une bande
faible dans lorangé enlre 42-46 el deux autres bandes
dans le verl; l'une entre 62-66 sombre, mais moins que
la premiére : une aulre enfin entre 75-82 qui est la (roi-
sieme par ovdre d'importance.

Krukenberg (1) a fail des exlrails alcooliques de foie
de mollusque, el particulicrement d’escargol. L'examen
spectroscopique lui a montré des bandes d’absorption
qu’il considere comme inconslanles, sauf une seule, qui
se confond sensiblement avee la premiére de nos bandes
dans le rouge (29-34). — Nous sommes obligés de dire
que nous avons toujours trouvé les (rois autres bandes .
Le spectre & qualre bandes nous parail done caractéris-

(1} KnueespeRG, Ueber das Verhaeliniss der Leberpigmente zu den Blut,

farbstolfen beir den Wirbellosen., Vergleichendephysiologische Studien-
Heidelberg, 1881, III, p. 181,
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tique du pigment alroolo-chloro formigue du foie ; étant
admis que, dans ce spectre, ce sont les bandes les plus
nelles qui sont aussi les plus constantes.

109. Nature des pigments hépatigues de l'escargot:
hémochromogéne, hépatochlorophylle, — 5j 'on se
fonde sur les caractéres spectroscopiques, on peut déja
soupconner la nature de ces pigmenls hépatiques de I'es-
cargot. Nous disons « soupconner » ; maisil ne serail pas
légitime « d’affirmer », sur une simple coincidence spee-
troscopique. L'exemple du carmin ammoniacal, qui offre
les mémes bandes que I'oxyhémoglobine, est bien capable
de mellre en garde conftre les erreurs d’'un tel raisonne-
ment. Cependant Sorby, en 1876, et Mac Munn (1883),
trouvant dans la bile de I'escargot les caractéres des deux
bandes que nous venons de rencontrer dans le pigment
hépatique aqueux, ont conclu, sur ce seul caractéere, a
I'existence, dans cette bile, de I'hémaltine réduite. Kruken-
berg qui avail vu ces deux bandes avait cru y reconnailre
celles de I'hémoglobine.

1° Le pigment hépatigue agueur est de I'hémochromo-
géne. — Nous ne nous appuvons pas seulement sur le
caractéere de coincidence des deux bandes dans le vert
spectral, & savoir: 59-62 pour la premiére, el 68-72 pour
la seconde, I'hémochromogéne donnanl 58-63 et 68-82.
Nous invuqumls une autre raison, c'est & savoir que,
comme 'hémochromogene, le pigment aguewr du foie est
riche en fer; sa richesse est celle méme du foie. Nous
avons mesuré celle-ci dans notre étude sur la foneltion
marbiale ; nous avons trouvé 0 millige. 15 par gramme
de foie sec. A peu prés toul ce fer passe dans le pigment
aqueux ; et celui-ci pourtant ne représente qu'une fraction
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du poids du foie sec. On a done un produit trés riche en
fer, et celle circonstance inconnue jusqu'ici est tout a fait
significative, car I'hémochromogéne CUH"Az'Fe0” est
aussi une subslance trés riche en fer; elle conlient prés
du dixieme de son poids de fer. — En (roisieme lieu, les
acides énergiques font disparaitre les bandes de I'hémo-
chromogéne comme eelles du pigment hépatique aqueux,
el les agents de réduction, tels que le salfhydrale d’am-
moniaque, ne les changent pas ou les renforcent.

On sera frappé de trouver dans le foie un pigment qui
est le novau fondamental de I'hémoglobine, alors que le
sang de l'animal ne contient point d’hémoglobine. Hémo-
globine = hémochromogéne + globine (protéide).

2o Le pigment chloroformigue ou aleoolo-chloroformigue
du foie d'escargol ne contient que des lraces de fer.

L'analyse du résidu chloroformique évaporé nous a donné moins
de 2 centitmes de milligramme de fer pour 1 gramme de ce résidu.

(e pigment est évidemment le méme que celui de I'os-
Lrea, mylilus. pecten, octopus, qui nous offrent également
le spectre & 4 bandes (la premiére caractéristique). Or,
chez ceux-ci, en se fondanl sur le caractére spectroscopi-
que, Mac Munn a conclu que ce pigment élait constilué
par une variété de chlorophylle qu'ilappelle 'entéro-chioro-
phylle, et qui offrirait un spectre & deux ou trois bandes
dont la premiere serail toul & fail caractéristique.

Cette premiére bande sitége dans le rouge sur la raie B, excepté
chez 'Octopus et le Buccinum undatum oh elle serait reportée légére-
ment vers la raie G (entérochlorophylle acide). On tronverait une au-
tre bande avant D — moins constante, — une troisiéme entre D et
E, une 4° vers I'. Ces bandes sont réduites i deux (huitre) ; & trois
(cardium, anodonte); il y ena 4 (buccin) — mais toujours la premicre
est caractéristique.
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En traitant ces extrails aleooliques par quelques gouttes d'acide
nitrique, Mac Munn a toujours obtenu le méme spectre a cing ban-
des, que I'on obtient en traitant de la méme fagon la chlorophylle vé-
ritable. L'acide azotique les fait passer an jaune et ils donnent les
cing bandes eorrespondant aux longueurs d'onde suivantes; premiere
bande dans le rouge, & cheval sur C, 661-643 ; deuxiéme bande en
avant de I, dans le jaune, 608-592 ; troisiéme bande aprés D, dans
le jaune, 576-561 ; quatriéme bande avant E, dans le vert, 539-518;
cinquiéme bande avant F, i la limite du vert et du bleu, 502-484.
Ce sont précisément les mémes nombres que pour les bandes de la
ehlorophylle végétale (Primula) traitée de méme. Une telle coinei-
dence, absolument remarquable, conduit Max Munn & considérer le
pigment alcoolique dw foie, chez ces animaur, comme une chloro-
phylle; c’est une entérochlorophylle.

Dans nolre specire a quatre bandes, les deux derniéres
appartiendraient,d’aprés Mac Munn,a 'hématine réduite ;
el en apparence il est vrai que leur position les rapproche
de celles de cette substance. Mais ¢’est ld une erreur, a
notre sens ; car l'extrait chloroformique ne change pas si
on le traite par un acide. Il ne contient pas d’hémochro-
mogene.,

Dans le spectre & quatre bandes que nous avons observé
a peu pres constamment avee les solulions chloroformi-
ques, il n’y a done pas liea de considérer les deux bandes
du verl comme étrangéres anx deux autres. Les quatre
bandes appartiennent au méme pigment.

Ce pigment, ¢'est une chlorophylle sans doule. Les qua-
tre bandes coineident précisément avec celles du speetre
de la chlorophylle.

Nous nous en sommes assurés en traitant des feuilles de fusain
(Evonymus) par le ehloroforme. Nous avons retrouve le méme spec-
fre que nous a donné presque toujours l'examen des extraits chloro-
formiques defoies demollusques, & savoir : premicre bande caracté-
ristigue, sur la raie B (division 28), trés noire, la largeur variant de
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25 4 31 ; la deuxiéme, faible, entre 42-46 ; la troisiéme, entre G2-66,
dans le vert, entre ) et E; vient aprés la premicre comme netteté ;
laquatriéme, dansle vert, aprés E, 75-82.L'addition d’acide ne change

rien.

Nous ne doulons done pas de l'identité de ce spectre
avec celui de la chlorophylle ; ¢’est sur celte identité que
nous nous fondons pour dire avec Mae Munn que le pig-
menl aleoolique ou ehloroformique du foie de l'escargot
el de beaucoup de mollusques, contient une chlorophylle :
nous l'appellerons I'hépato-chioraphylle.

110. Observations sur lexistence de V'hépato-chlo-
rophylle. — Le probléme se présente mainlenant, a nou-
veau, de lorigine de cetle chlorophylle, soulevé déja a
propos de l'anodonte. Cette chlorophylle est-elle propre
au foie, ou est-elle étrangere a l'organe el empruntée a
I'alimenlation ? Esl-elle réellement animale — ou au
contraire, est-elle végétale et recouvre-t-elle, dans l'ex-
trait alcoolo-chloroformique. un choléchrome plus ou
moins abondant?

La question se pose d'autanl plus naturellement que
chez I'escargot comme chez beancoup de mollusques, les
canaux biliaires sont de véritables diverticules de 'intes-
tin ; c’est I'inlestin qui se ramilie dans le foie. 1l semble
done que la chlorophylle alimentaire pourrait refluer dans
cel organe.

En fait, il y a eu de notre part une premiére conslala-
tion favorable a eette maniére de voir.

Il s’agit de "observation signalée plus haut & propos des anodon-
tes. D'aprés Mac Munn, ces mollusques devraient donner une liquear
hépatique aleoolique a spectre chlorophyllien caractéristique. Or,
chez les individus que nous avons conservés A la didgte d’aliments

verls, nous n'avons au contraire rencontré que le spectre continu.
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Le probléme de la nature animale ou végétale de la
matiére verte trouvée chez cerlains animaux, a été son-
vent diseulé : 1l a été résolu dans des sens différents. 1l
s'offrait ici chez I'escargot, une [ois de plus, et dans des
conditions on sa solution semblait possible. Nous allons
rendre compte de nos recherches a cel égard. Mais aupa-
ravant, il faut examiner la séerétion hépalique.

B. — Sécrétion hépatigue, bile de lescarqol.

111 Maniére de l'obtenir. — Nous avons dit qu’il était
difficile, en général, d'obteniren quantité suffisante la sé-
erétion hépalique chez les animaux de pelite taille, chez
les mollusques, chez les crustacés. Tout d'abord, cette
séerélion est tres peu abondante ; en second lieu, elle est
souillée par les matiéres alimentaires.

L'escargot toulefois présente une particularité qui sup-
prime cetle difficulté d’observalion, ou, tout au moins,
'atténue.ll s’enferme dans sa coquille pour hiberner. II
sécrete un épiphragme qui clot la coquille. Au-dessous
de cet épiphragme on trouve,en général, un anneau noira-
tre représenlant les derniers excréments évacués. Llinles-
lin désormais vide va se remplir de la sécrélion du foie
(séerélion ralentie sans doute pendant I’hibernation,
comme les autres phénoménes vitaux), qui continuera &
s'y accumuler au point de le distendre a la longue.

En ouvrant lintestin de 'esecargot en hibernalion on
recucillera done eelte séerélion hépatique. C'est une masse
plus oumoins consistante d'une belle couleur rouge-rubis;
celte liqueur a élé vue par beaucoup d’observateurs. Kru-
kenberg I'a nommée /Aélicorubine (1). On peut en recueillir

(1) Knugenpers, Ueber das Helicorubin und die Leberpigmente von
Helix pomatia, Vergleichende physiologische Studien, 11° série, 1882, p. 63,
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quelquefois prés d’'un demi-centimétre cube chez un seul
animal.

Si 'on suit la maliére en remonlant jusqu'au cecum
intestinal ou viennenl déboucher les canaux hépatiques,
on conslate qu'elle remplil ces canaux et qu'elle constitue
bien, par conséquent, la séerétion du foie. Lorsque dans la
dissection, 'on déchire accidentellement le torlillon, on
détruil en méme temps des canaux hépaliques ; on cons-
tate alors l'issue du liquide.

Sans soumettre 'animal a'hibernation, on peul encore
oblenir la bile, sans mélange d’'aulres maliéres coloran-
les, par l'un des deux moyens suivants: 1°le jeine, qui
ralentit la séerétion sans la supprimer,2°Ualimentation avec
des substances incolores. Cest ce dernier procédé que nous
avons emplové. Nous avons mis des escargots pendant
des mois, au régime des rondelles de navels, choisies de
maniére & éviter toule maliére colorante, verle ou aulre.
Dans ces conditions les féces sont peu colorées, et elles le
sont seulement par la bile; Uintestin est rempli d'un li-
quide rougeitre, qui est conslitué en majeure partie par
celte bile méme, et que l'on recueille en sacrifiant 'animal.

Nous avons nourri égzalement les escargols avee du
papier-filtre, imprégné d'eau el de liquides nulrilifs inco-
lores.

112. Propriétés de la séerétion hépatigue. Specire
& deux handes. Fer. — 1" La liqueur biliaire rouge-rubis
ainsi obtenue présenle une réaction légérement acide, due
au sucintestinal qui s’y méle el qui a cetle réaction.

2° La maliére colorante est soluble dans I'eau ; insolu-
ble dans le chloroforme, I'alcool, la benzine, ete.

3 Elle offre des caractéres spectroscopigues remarqua-

12
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bles, et qui ont élé déja signalés par Sorby (1876) et Mac
Munn (1883) (1). Clest un speetre & deux bandes, comme
celui de I'hémoglobine & laquelle on avail assimilé d'abord
cetle matiere colorante (Krukenberg). Mais l'action des
réducteurs, d'une part, qui ne font que renforcer ce spec-
tre, et des acides de I'auire qui le font disparaitre, a bien
montré qu’il s’agissait ici d'un spectre identique a celui de
I'hémaline réduite ou 'hémochromogene.

Celle liqueur a en commun avee I'hémochromogéne ce
caraclere remarqguable, d’étre riche en fer; caraclere qui
n’avail pas été mis en lumiére par les auteurs précédentset
qu'a révélé notre analyse.

I'er. — Nous avons analysé celle sécrétion hépatique
au point de vue du fer,

Expérience. — 40 escargots nous ont fourni une masse d'envi-
ron 10 grammes de séerélion hépatique. Ces 10 grammes donnent a
I'état see, 0 gr. 400 de résida, rouge sombre, soluble dans 'ean, inso-
luble dans I'aleool, éther, le chloroforme. L'analyse colorimétrique
fournit O mg. 18 de fer ; soit pour 1 gramme de résidu sec 0 mg. 45.
(est plus que la bile vésiculaire de chien pour le méme poids sec et
nu moins autant que la bile des canaux hépatigques du méme animal ;
c'est trois fois plus que le foie d'escargot pour le méme poids sec.

Cette analyse, toutefois, ne nous apprend rien sur les tissus frais,
ni sur la séerétion normale dont nous ne connaissons point la quan-
tité d'eau, laquelle peut étre de 5 4 20 fois plus grande que celle du
tissu hépatique.

Ce que nous devons retenir de cette analyse, c’est quele
fer existe en quantité trés appréeciable dans la séerétion

(1) Sorpy, On the evolution of Hemoglobin. Quar . Journ. Micr. Sc.,
L. XVI, p.77. — G. A. Mac Muxs, Observations on the Colouring matters
of the socalled Bile of Invertebrates, etc. Proceedings of the Royal So-
ciety, t. XXXV, p 377.
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du foie de U'escargot et que les proportions n’en sont pas
moindres que dans la bile des ver(ébrés.

De cetle nouvelle délermination, rapprochée de loules
les précédentes, ressort avec évidence le caractéve de la
hile comme voie universelle d élimination du fer, chez lous
les animai.

113. Identité du pigment de Ila séerétion hépatigue
avec le pigment agaenx hépatigue. — Sil'on compare
le pigment aquenx du foie avee le pigment de la séerétion
hépatique, on est amené a conclure a lidentité de ces
deux pigments par deux raisons, tirées I'une de la compo-
sition, 'autre de I'analyse spectroscopique.

lo L'un et l'aulre sont riches en fer; ils contiennent la
méme guantité de fer.

Expérience. — Onprend la poudre séche de foie d'eseargot.
On épuize cette poudre par de 'ean distillée alealisée trés légérement
par quelques gouttes de la solution de carbonate de soude 4 20/0.
Le pigment aqueux entre en solution. On évapore cette solu ion et
on analyse par rapport au fer. 10 grammes de liquide ont fourni
0 gr. 250 de résidu sec, contenant comme fer 0 mgre. 12; soit pour
1 gramme sec = 0 mgr. 48,

Toul a I'heure, la séerétion hépalique nous avait donné
pour 1 gramme sec = 0 mgr. 45. Ce chiflre coincide suffi-
samment avec le précédent, 0 mgr. 48 de fer pour 1 gram-
me sec de pigment aqueux.

2° Les spectres sont sensiblement identiques.

Le pigment agueux ferrugineux donne le spectre & deux bandes :
59-62 ; 68-72, suffisamment superposables i celles du pigment hépa-
tigue 55-60, 68-72 ; et ces spectres se comportent de méme. lls sont
inaltérés par le salfhydrate d'ammoniaque, ete. ; ils sont détruits par
les acides forts.
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On notera cette conséquence remarquable des observa-
lions précédentes :

La macération légerement alcaline du liquide est trés
analogue a la sécrétion de I'organe. Ce n'est pas le cas,
chez les vertébrés ; la macération du foie y est trés distincle

de la bile.

114. Existence des pigments hépatiques, agueux
et chloroformigue, damns Ia coguille. — (n prend I’es-
cargot gris (Helix aspersa) el'on cherche a se procurer les
malieres colorantes de la coquille.

Expérience. — On isole les coquilles ; on pulvérise. On traite
par le chloroforme ou 'alcool. On obtient ainsi une liqueur colorée
en rouge-jaune qui présente sensiblement les mémes caractéres que
le pigment chloroformique du foie ; en particulier, le méme spectre i

4 bandes que ce pigment alcooligue.

La poudre épnisée par I'aleool et le chloroforme est traitée par un
acide étendu pour décaleification. Aprés neatralisation, une partie a
est soumise & la digestion papainique. Elle donne une liqueur colorée
en jaune-brun. C'est précisément le pigment agueax. On s'assure de
celte identité par U'identité des spectres et de la teneur en fer.

Dans une seconde partie b, on détermine la quantité de fer direc-
tement par la méthode colorimétrique. On a soin de séparer par fil-
tration le dépit caleique, avant de porter dans le colorimétre.

La coquille contient done les mémes matieres colo-
rantes que nous avons trouvées dans le tissu hépatique.
Déja, dans le chapitre précédent, nous avions mis en lu-
miere ce double rapport entre 'organe hépatique et I'ap-
pareil tégumenlaire, en montrant que le foie contient des
sels alcalino-lerreux et du fer, comme la coquille : nous
voyons ici que la coquille conlient (enlre autres) les mé-
mes pigments que le foie.
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115. Rapports entre le foie et la coquille. — Nous
avons déja signalé ce fait inléressant, qu'a cerlains mo-
menls le foie se charge d'une grande quanlilé de sels
alcalino-lerreux analogues a ceux de la coquille.

C'est surtout dans la période de eroissance et d’aclivilé
vilale, aprés que 'animal est sorti du sommeil hibernal
au printemps el dans les commencements de 1'été que
cette provision de malériaux terreux se renconlre abon-
damment dans le foie.

Le fait a été constalé par nous d'une facon répétce.
Nous avons entrepris i cet égard des déterminations quan-
litatives, qui seront publiées plus tard. Elles préciseront
la conclusion générale que nous énoncons ici en signalant
le parallélisme, a la fois qualitalif et quantitatif, des ma-
tériaux terreux dans la coquille et dans le foie.

Celte accumulation de sels minéraux alealino-lerrenx
dans le foie de l'escargot ne pouvail avoir enticrement
échappé aux observateurs. Nous en avons, en effet, lrouvé
mention dans différentes publicalions.

sarfurth, dans une étude particulierement analomique,
distingue dans le foie de I'escargol trois especes de cel-
lules, dont I'une est spécialement destinée ala production
et au dépol des éléments calcaires ou lerreux.

Max Levy, en 1890 (1), a publi¢ des analyses de foies
d’escargot ( Helir pomatia). 11 traitait ces foies suecessi-
vement par l'aleool froid, par I'éther, par 'eau, par l'eau
salée (NaCl 10 0/0) ; et il analysait l'extrait alcoolique,
I'extrait éthéré, U'extrait aqueux, surtout au point de vue
qualitatif.

Parmi les résultals quantitatifs, voiei ceux qui nous in-

(1) Max-Levy, Zoochemische Untersuchung der Mitteldarmdrise
(Leber) von Helix Pomaltia. Zeitschrift fir Biologie, IX,1892, p. 398,
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léressent iei. Chez I'escargot en hibernation, le résidu
sec du foie est de 25,73 0/0: le coefficient d’hydratation
calculé d’apres ce chiflre serail de 3.88. Nous avons lrouvé
3.80. La différence nest que de 8 cenliemes ; mais elle
disparaitrait cerlainement si 'on considére que le résidu
sec de lauteur a déja élé épuisé par I'éther, I'aleool,
I’eau salée el I'ean, el qu’il a cédé i eces dissolvants une
quantité de matiére suffisante pour expliquer cet écarl de
8 cenliemes. La quantité de maliéres minérales oblenue
apres macération est de 2.88 du poids frais et 11.16 du
poids sec.

Les mémes déterminations faites au mois de mai (pé-
riode de vie aclive) sur des animaux comparables, ont
fourni les résultals suivanlts : résidu see du foie : 23.970/0 ;
coefficient d’hydratation (un peu forcé) a cause des épui-
sements préalables, 4,1 ; cendres: 5,21 du poids frais ou
20,30 du poids sec.

On voit done ressortir de ces chiffres le méme fait re-
marquable del'accroissement considérable des sels miné-
raux du foie dans la période d’activité (accroissement).

Il résulte de ce qui précede la démonstralion de rap-
porls intimes entre le foie et la coquille, an point de vue
de leurs trois especes de malériaux constituants : a savoir,
le fer, — les malériaux alealino-terreux, — les pigments ;
ils y existent dans le méme éfat et dans des proportions
semblables liées d'un organe a l'anfre.

On pourrait exprimer cetle liaison en disanl que les
choszes se passent comme si le foie servail de dépol ou
de réserve, pour les matériaux destinés a l'édification de
la coquille. Il serait « I'entrepot » des pigments tégumen-
laires et aussi des éléments minéraux légumenlaires, com-
posés alealino-terreux ef fer.
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11 6. Nature de Ia chlorophylle hépatigue, — Nous
savous des & présent que le foie d'un trés grand nombre
d’animaux, la plupart des mollusques, contient un pig-
ment chlorophyllien. C'est, pour parler d'une facon plus
précise, une wanthophylie.

Nature de la chlorophylle hépatique. — Expliquons
d'abord ce point. La chlorophylle végélale est un mélange
de deux substances,'une dlewe, cyanophylle (Kraus, 1872)
ou phyllozanthine de Fremy (1866), & réaction plus acide,
soluble dans I'éther de pétrole (essence minérale) el dans
I'aleool bouillant; et une autre, de couleur jaune, rantho-
phylle (Kraus) ou phyllovanthine de Fremy, & réaclion
moins acide, soluble dans le chloroforme et 'alcool. Dans
les parties vertes ces substances existent a I'élat de mélange
dont les proporlions varient selon les circonstances.
Fremy qui a eu le mérite de les bien distinguer prétendait
qu'elles se trouvaient & 1'état de combinaison dans la
chlorophylle, la seconde jonant dans cette combinaison le
role d’aleali par rapport & la premiére. Il est plus vraisem-
blable qu'il y a mélange dans lequel varieraient les pro-
portions de I'une et de 'autre, et méme, I'élat de chacune
d’elles, par suite de ce fail qu'elles sont inégalement alté-
rables par les divers agents. Ajoulons encore que l'une
comme l'aulre pourrail s'unir aux alealis pour former des
sortes de sels plus ou moins solubles.

(Quant aux caractéres spectroscopiques de la chloro-
phylle, ils varient selon les proporlions du mélange, on le
comprend facilement, el aussi selon la concentration.

Celte seule remarque explique les divergences des ob-
servateurs qui distinguent dans le spectre de la chloro-
phylle, deux, trois, quatre bandes, ou raies d'absorption
tandis que d’aulres en décrivenl jusqu’a sept.
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Mais ce qui est invariable, ¢’est la premiére bande, bande
de Brewster (1834), dans le rouge, entre B et C, et, pres-
que au conlact de B. Elle est tout & fait caractéristique ;
elle suffit & distinguer la subsltance, grice & des lrails
spéciaux qui, comme I'a montré J. Chautard (1875), n'ap-
partiennent & aucun autre liquide organique. Ces carac-
teres sont les suivants : 1° sensibilité, 4 cause de ses bords
nels, sa posilion fixe, son exislence dans les dissolutions
les plus étendues jusque au-dessous de un dix-millieme ;
20 sitreté, & canse du dédoublement remarquable qu’elle
éprouve sous l'influence des alealis ; 3° généralité, expri-
mant sa conslance parlout ot existe une chlorophylle pure
ou altérée. i

A celle raie spécifique, s'en joignent Lrois aulres, dans
le cas ou 'on examine une wanthoplylle a peu prés com-
pletement débarrassée de cyanophylle, dans des condi-
tions convenables. Le spectre & quatre bandes peut done
éfre considéré comme habituel & la xanthophylle. Nous
I'avons retrouvé avee la xanthophylle extraite de diverses
plantes, évonymus, efc., en examinant sous I'épaisseur de
{ cenlimeélre la solution alcoolique-chloroformique & un
degré de concentration répondant & la teinte jaune-clair
légerement orangé.

(Cette observalion ideniifie notre spectre @ qualre ban-
des, présenté par la macération chloroformique du tissu
hépatique avee celui des macérations végélales observées
par J. Chautard (1875) et Tschirch (1883) (1). Elle nous
permet d'affirmer que le foie des mollusques contient une
chlorophylle ; ¢’'est I'hépatoxanthophylle (2).

(1) 1. Cuauraro, Les spectres de la chlorophylle. Nancy, 1875.
(2) Nous rappelons que Mac Munn a apercu quelquefvis an cours de
son travail ce spectre i quatre bandes. Mais il n’a pu linterpréter
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117. Origine de Ia xanthophylle hépatigue. — A.
Arguments en faveur de lorvigine amvmale. — B. Arguments
en faveur de lorigine végétale. — C. Expérience décisive.
— D. Conclusion.

Abordons maintenant la question de l'origine de ce pig-
ment chlorophyllien. C'est le méme probleme qui s’est
posé dans tous les eas nombreux o 'on a renconlré de
la ehlorophylle chez les animaux, — le probleme de la
chiorophylle animale. Peut-étre présenle-t-il, pour la solu-
tion, des conditions de simplicité el de facilité exceplion-
nelles, lorsqu’on I'examine dans le cas particulier du foie
de I'escargol.

Il s'agit donc de savoir si la chlorophylle du foie est
propre & cet organe; si elle est fabriquée par l'organisme
de I'escargot, avec ses propres ressources. Si c'est une
xanthophylle animale. Voila I'une des alternatives A.

L'autre alternative B est la suivante: la chlorophylle
hépatique est une substance extérieure a l'organisme,
venue du dehors avee lanourrilure, d'importation éfran-
gere, alimentaire, d’origine végélale, qui s'est simplement
fixée dans le foie par suile de conditions favorables parti-
culieres.

Telles sont les deux allernalives. Disons tout de suite
qu’elles sont également vraisemblables d’avance, et méme

correctement. Il I'a attribué au mélange de deux substances, une chlo-
rophylle correspondant aux deux premiéres raies et hématine réduite
correspondant aux deux dernicres. Il ne pouvait pas éviter cette confu-
sion, et cela pour deux raisons: la premiére c'est qu'il n'épuisait pas
préalablement le tissu hépatique des pizments aquenx qui, comme 1"hé-
mochromogéne, peuvent partiellement se dissoudre dans 1'aleool ; la
seconde ¢'est qu'an lieu de recourir an chloroforme il n'employait pré-
cisément comme dissolvant gque l'alcool, capable d'entrainer ces divers
pigments.
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qu’'elles s’accordent également bien avec les premiéres

expériences rapportées jusqu’ici.

I. — A, Arguments en faveur de la chlorophylle animale.
FEapériences.

«. Valeur secondaire du pigment chlorophyllien. — La
chlorophylle n'offre, @ priori, rien de spécial aux végé-
taux. Les études anciennes et récentes sur I'étiolement,
montrent bien que ce qui est caraclérislique de la syn-
these chlorophyllienne et par conséquent de la vie des
viégélaux verls, c'est le chloroleucite. C'est ce petit or-
cane intra-cellulaire qui se teint de chlorophylle ; il
travaille chimiquement & la synthése des hydrates de
carbone, lorsque sa teinture chlorophyllienne lui permet
de disposer pour ce travail de I'énergie des radialions
lumineuses absorbées par le pigment; mais, ces radia-
tions peuvent étre remplacées par une autre source
d’énergie (sucre, ele.). C'est done le chloroleucite qui
est essenliel au point de vue végétal et non la chloro-

phylle.
. Analogie de la chilorophylle avec les pigments biliai-
res. — En fail, il v a chez les animaux des pigments

trizs analogues & la chlorophylle. Tels sont par exemple
les pigments biliaires. Berzelius (1832) confondait la
biliverdine des verlébrés avec la ehlorophylle véritable.,
Stokes (1863) et plus tard A.Gautier (1879) onl insislé
sur ces analogies de la chlorophylle avec la matiére co-
lorante de la bile. Elles sont, en effet, assez frappantes,
si I'on compare la biliverdine & la xanthophylle. Les
dissolvants sont les mémes, par excellence le chloro-
forme; semblable, encore, le rile d’acide faible ; sem-
blables, les combinaisons avec les alealis el la mula-
bilité de ces sels; il y a également des analogies dans
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I'action des agenls réducteurs, et dans celle des agenls
oxydants, el des hydralants. C'est un point que nous
examinerons plus tard.

v Conservation de la chloroplylle hépatique pendant le
jetne hibernal. — Nos premieres expériences semblent
favorables & la supposilion d'une origine animale de la
chlorophylle hépalique. Les escargols, examinés a la fin
del’hiver,aprés une période de plusieurs mois d'hiberna-
tion pendant laquelle ils n’ont point pris de nourrilure,
et par conséquent point de chlorophylle végétale, offrent
encore dans leur foie 'hépalo-xanthophylle. En parti-
culier, nous avons conslalé le fail sur des escargols fer-
més depuis le milien d'octobre jusqu’an milien d’avril,
¢’esl-a-dire pendant six mois. L'animal a vidé son inles-
tin sous l'épiphragme, au début de son inclusion et
continue de produire une séerétion hépalique rouge
[hélicorubine delirukenberg, hémoglobine de Lankester,
hématine réduile de Sorby] capable d’éliminer, semble-
t-il, les éléments végélaux introduils antérieurement.
La xanthophylle n’a cependanl point élé enlrainée ;
elle subsiste dans le foie. D'aulre part, on n’en lrouve
pas sensiblement dans la séerétion.

Ces expéricnces ont été d’abord inlerprétées comme Ja
preuve que le foie fabrique lui-méme sa chlorophylle au
lieu de la recevoir toute faite du dehors (1). Mais cette con-
clusion excéde le fail. L'expérience prouve simplement que
la chlorophylle hépatique peul n'étre pas d'importalion

alimentaire récente : le foie possede & son égard toul au

(1) C'estla conclusion de Mac Munn.— Mais. si l'on remonte & l'ob-
servation qui a inspiré cette conclusion du savant anglas (loc. cit.,
p. 360), il semble quelle ne sapplique pas précisément a U'hépalo-
chlorophylle, et que ce soit 'hémochromogéne qui aurait éLé retrouveé
apres six mois de jedne.
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moins une facuitéde firation a la fois énergique el persis-
tante. La conclusion ne va pas plus loin,

En résumé, il y a des probabilités pour l'origine animale
de I'hépato-xanthophylle : mais jusqu’ici rien de péremp-
toire.

II. — B. Arquments en faveur de l'origine végétale.

«, Pénélration dans le foie de la chlorophiylle alimen-
taire. — 1l faul noter, avant tout, la possibilité que les
aliments chlorophylliens pénétrent dans le foie. Nous
avons, en ellet, signalé précédemment la disposition
particuliere des canaux hépatiques chez I'escargot et
d’autres mollusques. Ces canaux sont en facile commu-
nication avee 'intestin. Ce sont des diverticules du tube
digestif trés accessibles, par voie de reflux, au contenu
de ce tube.

5. Conservation possible de la chlorophylle alimentaire.
— Une fois arrivée dans les canaux biliaires la chloro-
phylle végélale, alimentaire, esl fixée cerlainement par
le tissu hépatique : nous venons d’insisler (A, ) sur celte
faculté de fixation.

La chlorophylle ainsi fixée dans le foie peut s’y con-
server [res longtemps. Celte conservalion de la chlo-
rophylle, ou, pour parler plus exactement, de ses carac-
léres spectroscopiques est un fait trées remarquable.
Wohl (1865) a relrouvé le spectre chlorophyllien
aprés plus de dix ans, dans des feuilles qui avaient été
celées, puis abandonnées dans un vase, humectées
d’eaun distillée. On a observé ce méme spectre sur des
feuilles séches conservées depuis plus de trente ans.
On a vu la raie spécifique de Brewster dans le lerreau
et la terre de bruyére. On la reconnail dans les feuilles
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de thé qui onl subi l'infusion et que 'on rejelte de la
théiére. J. Chautard s'est assuré de la présence de la
chlorophylle dans les résidus de la digestion, chez
I'homme, les animaux de boucherie, le chien, le chat,
le lievre, le lapin, la cantharide, le hanneton, et, enfin,
dans les egesta de T'hélix. Les résidus digestifs conlti-
nuent & présenter les mémes caracleres spectroscopl-
ques apres plusieurs jours d’abstinence d'aliments chlo-
rophyllés.

1. Inconstance accidentelle du pigment hépatique chlo-
rophyllien. — Nous savons maintenant que la chloro-
phylle végétale, alimentaire, peut pénétrer dans le foie
du mollusque, s’y fixer el s’y conserver ; el c'esl ce
dernier fait qui enléve toule valeur décizive & 'obser-
valion qui nous avail lant frappés au début, Mac Munn
et nous a savoir, 'exislence du pigment xanthophyl-
lien dans le foie des escargols aprés six mois de jeiine
hibernal. Une telle persistance expliquerait la présence
trés générale de I'hépalo-xanthophylle dans le foie des
mollusques, alors méme que celte subslance serait d'o-
rigine végétale.

Mais celle exislence trés générale comporte des excep-
tions, et ¢’est I'une d’elles qui nous a mis en éveil. La voiei :
Au cours de nos études, nous avons en l'occasion de re-
chercher I'hépato-xanthophylle chez des anodontes, d’ail-
leurs bien portanles, conservées dans un aquarium a eau
trés courante, et ne recevant pas d'aliments chlorophyllés.
. chlorophylle hépalique faisait défaut dans leur foie.
D'autre part, dans les échantillons qu’a examinés Mae
Munn, ce pigment élait présent. Cette observation a al-
tiré notre atfention sur le caractere contingent du pig-
ment en question. Nous nous sommes proposé de repro-
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duire expérimentalement celte contingence, c¢’est-a-dire
de faire apparailre ou de supprimer a volonté chez I'ani-
mal I'hépato-xanthophylle. Nous y sommes parvenus en
réglant le régime. L'expérience suivante nous parait, a
cel égard, décisive.

ll. — Suppression de la chiorophylle hépatigue par priva-
tion d aliments chloroplyllés.

Nous avons opéré sur les escargols ; apres la période
hibernale, nous avons nourri pendant tout 'été et 'au-
lomne une centaine d'escargots avec des aliments privés
de chlorophylle.

Nous les avons sacrifiés successivement, depuis le mois
de juillet jusqu’au mois de novembre 1898.

L’expérience a donc duré un an en moyenne.

ExremenceE. — Les animaux recueillis au mois d’octobre 1897,
conservés dans une ecave obscure, sont sortis d’hibernation vers le
milieu de mars 1898, On en a fait trois lots. Le premier lot, de beau-
coup le plus nombreux, a été nourri exclusivement de navets exacte-
ment nettoyés et débarrassés de toute matiére verte.

Le second lot a été nourri de plantes élivlées. Nous avons fait
germer & 'obscarité des graines de haricols ; nons les avons arrosés
d'une dissolution sucrée, de maniére & permettre leur croissance au
deli des premitres feuilles et d'avoir ainsi des plantes assez déve-
loppées pour pouvoir servie a l'alimentation de tout le lot d’ani-
maux.

Le troisieme lot, laissé & la lumiére, a été nourri avee do papier i
filtre imprégné de diverses substances alimentaires, amidon, géla-
tine, peptone, sels de fer, ferrine.

Ces animaux ont servi 4 des déterminations diverses, dont quel-
ques-unes n'ont rien & faire avec le sujet qui nous occupe actuelle-
ment ; par exemple A celle du fer hépatique. Deux groupes de
10 escargots, empruntés aux lots 1 et 3, ont été examinés au point de
vue des pigments hépatiques. Le tissu hépatique séché a été épuisé
par le chloroforme. La liqueur est légérement colorée. Elle contient
donec un pigment. Il n'a pas les caractéres spectroscopiques de la
chlorophylle ; mais seulement ceux du choléchrome.
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IV. — Conelusion.

Le résullal de celle expérience est trés net. La conelu-
sion en est évidente.Il n’y a pas d’hépato-xanthophylle chez
nos animaux, el eetle suppression coincide avec la sup-
pression absolue et suffisamment prolongée de fout ali-
ment chlorophyllé.

Nous concluons de 1a que : La chiloroplylle hépatigue
n'est pas un produit animal fabrigué par le foie ; c'est une
chloroplylle végélale, venant des aliments, fixée seulement el
conservée d'une facon remarquable dans le lissu hépatigue.

Entre le résullat de notre expérience el la conclusion
que nous en lirons, il semble bien qu'il n'y ail point de
fissure (1). C'est certainement la modification du régime
qui a fait changer le pigment hépalique, car en remetlant
au régime ordinaire chlorophyllé eces animaux, ils n’ont
pas tardé & récupérer leur hépato-xanthophylle.

§ 2. — Crustacés.

118. Pizgments hépatigues chez l'éerevisse et le
homard., Ferrine et choléchrome. — Le pelit nombre
de eruslacés que nous avons examinés nous onl fourni des
résultats qui se superposenl exactement & ceux des verlé-
brés et de la seiche. Nous avons [rouvé chez I'éerevisse
un pigment aqueux, ferrugineux, identique a la ferrine ;
et en second lieu, extrémement abondant, un pigment
chloroformique, avee spectre continu, identique au cholé-
chrome.

(1) La seule objection que nous apercevions ¢'est que dans sa longue
conservation & la lumiére, la poudre de foie aurait pu perdre son pig-
ment chlorophiyllien. Nous recommencerons une autre série d'expé-
riences pour écarter cette derniére suspicion. Elle est sans doute peu
fondée, car le pigment s'est conservé, en des conditions semblables,
dans des poudres qui le contenaient réellement.
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Méme chose chez le homard, sauf que nous avons trouvé
le choléchrome ou pigment huileux beaucoup moins abon-
dant, quoique le foie fit infiniment plus riche en matiere
grasse.

§ 3. — Conclusions.

119. Conclusions relatives aux inveriéhrés. — ()n
peul résumer dans les propositions suivantes les prinei-
paux résultats indiqués au cours de cetle étude sur les
pigments hépatiques des inverlébrés.

1o Chez les invertébrés a organe hépatique distinet,
mollusques, crustacés, le foie présente deux especes de
pigments ; un pigment agueur et un ou deux pigments
chloroformigues, différents entre eux. Le pigment aqueux
est en méme temps ferrugineux ; le ou les pigments chlo-
roformiques conliennent peu ou point de fer.

20 Les céphalopodes offrent deux fypes: 'un, repré-
senlé par la seiche, a les mémes pigments hépatiques que
les verlébrés, a savoir: le pigment aqueux ferrugineux,
appelé ferrine; le pigment chloroformique, idenlique au
choléchrome, caraclérisé par son speetre conlinu.

L'autre type, représenté par le poulpe commun, offre le
pigment aqueux ferrugineux, ferrine; mais le pigment
chloroformique, choléchrome,pen abondant dans les types
que nous avons examinés (a foie peu chargé de graisse)
était masqué par un pigment chloroformique spéeial, qui
s'offre seul a I'examen. Celui-ci présente un spectre a qua-
tre bandes confondues avec celles des chlorophylles ; ¢’est
I'hépatachlorophylle on hépatozanthophylle.

3° On lrouve chez les lamellibranches les deux types
que 'on vient de signaler chez les eéphalopodes.
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L’'un et 'autre ont en commun le méme pigment aqueux
ferrugineux, la ferrine; ils dilferent par le pigment chlo-
roformique. Quelques-uns, comme 'anodonte, dans les
circonstances ol nous l'avons examinée, semblables en
cela aux vertébrés et 4 la seiche, manifestent le cholé-
chrome, a spectre conlinu.La plupart, huitre, moule, pecten,
montrent surtout U'képatochlorophylle i quatre bandes.

4° Chezles gastéropodes pulmonés (escargol) le pigment
aqueunx ferrugineux (spectre & deux bandes) est formé par
I'hémochromogéne, noyau fondamental de I'hémoglobine
qui, cependant, n'existe pas chez ces animaux. L’hémo-
chromogéne remplace done chez ces seuls mollusques la
ferrine que nous avons trouvée chez tous les autres, tant
verlébrés qu'invertébrés,

Le pigment alcoolo-chloroformique semble uniquement
conslitué par U'képatochlorophylle (spectre i quatre ban-
des). Mais lorsque I'hépalochlorophylle est amenée a dis-
paraitre (conditions expérimentales d’alimenlalion) on
retrouve le choléchrome qui existait sous le précédent
pigment.

a0 La sécrétion hépatigue de I'escargol conlient un pig-
ment identique au pigment aquenx du tissu hépatique de
cet animal; ¢’est 'hémochromogene. Elle contient la méme
quantité de fer que la macération hépatique ; environ
0 mgr. 45 par gramme sec. Pour ces deux raisons on peut
idenlifier la séerétion a la macération du tissu.

6° Il existe une étroite relation, chez l'escargot, entre
le foie et la coquille. La coquille est colorée par les mémes
pigments que le foie ; elle contient du fer, comme celui-ci ;
ef, inversement, au moment de 'accroissement de la co-
quille, le foie est chargé des mémes sels alcalino-terreux

qui sont ulilisés pour cel accroissement. Les choses se
13
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passent comme si le foie servail d’entrepot aux matériaux
cochléaires.

7° Chez les crustacés que nous avons examinés (écre-
visse, homard), on retrouve les deux mémes pigmenls
que chez les vertébrés et la seiche, a savoir la ferrine el le
choléehrome.

120. Conelusions générales. — (elle élude sur les
pigments hépatiques conduit, comme celle du fer hépa-
lique, exéculée anlérieurement par nous, a des résultats
d'une réelle simplicité, el d'une identité & pen prés com-
pléte dans toul le régne animal. Chez lous les animaux, le
foie présente dans ses fonclions que nous avons récem-
ment signalées, d'organe pigmentaire el d'organe ferrugi-
newr, une conslance el une fixité cerlaines. L'homologie
physiologique du foie se soutient done partout, contraire-
ment a l'opinion qui veut le réduire chez les invertébrés
au role d'un simple paneréas.

Nous indiquerons d'abord les différences entre les ver-
tébrés el inverlébrés.

I. Différences. — A. — La premiére est relative a la dis-
tinction entre le lissu du foie el sa séerétion, quant aux
pigments qui les colorent. Chez les vertébrés, les pigments
hépatiques sont distinets des pigments biliaires. Cela
tient a ce que, chez eux, il n'y a aucun rapport entre la
macéralion du lissu hépatique et sa séerétion ou bile. Le
foie, a l'inverse des glandes digestives, salivaires, gastri-
ques, pancréalique, n‘abandonne a I'eau qu'une liqueur
sans ressemblance avec la séerélion de cel organe.

Chez les inverlébrés, au contraire, les pigments hépati-
ques se confondent en partie (pigment aqueux) avec les
pigments de la sécrétion biliaire. Et cela tient & ce que, a
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I'inverse de ce qui avail lieu tout i I'heure, la macération
hépatique reproduit la séerétion hépatique ; le foie aban-
donne a I'ean une liqueur trés ressemblante & cetle séeré-
tion. Nous en avons fourni la preuve, & propos de 'escar-
zot (119, 5°),

B. — La seconde différence consiste, ainsi que l'ont
monitré déja avant nous Krukenberg et Mac Munn, dans
'absence d’acides choliques dans la séerétion de l'inver-
tébré, méme lorsqu’elle est amére, opposée a leur pré-
sence constante dans la bile du vertébré.

C. — La troisitme différence est relative & l'existence
dans le foie des invertébrés de ferments digestifs qui n’au-
raient pas encore été démontrés dans le foie des verté-
brés. Ce résullal tient peul-étre & ce que I'on n'a pas su les
y rechercher, car dans des condilions convenables, M. U.
Gayon et M. Dastre (1889) ont extrail un ferment inversif,
el MM. Arthus et Huber y onl démontré 'amylase (1).

Il. Analogies. — Au point de vue des pigments, I'ana-
logie est compléte dans toule la série animale. Le foie pré-
senle partout les mémes pigments, la ferrine et le cholé-
chrome. Cest la traduction précise de ce fait d’observation
universelle que, chez fous les animaux, le foie présente
sensiblement la méme coloration dans la gamme du jaune
au brun rouge. Cette loi d'identilé ne comporte que deux
exceplions, dont I'une purement apparente.

A. — Le premier pigmenl (pigment aqueux, ferrine)
est soluble dans I'eau légeérement alcaline ou chargée de
substances salines et organiques. 1l s'oblient chez tous les

(1) Le procédé de plasmolyse anesthésique que nous avons eun l'idée
d'employer comme méthode générale de préparation des sues eellulaires
parait, d’aprés nos expériences préliminaires, convenir parfaitement
i ces recherches.
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animaux par les mémes procédés d'extraction (digestion
papainique, macération alealine, efe.) ; il existe dans la
sécerélion, contrairement aux auteurseomme Hoppe-Seyler
et G. Bunge qui ont cru la séerétion hépatique incolore
chez les animaux privés d’hémoglobine ; il est riche en fer.

La seule exceplion est présentée par les gastéropodes
pulmonés (escargots) qui, au lieu de ferrine, possédent
I'hémochromogéne, plus riche encore en fer que la ferrine
et offrant un speetre a deux bandes. Il faut noler que I'hé-
mochromogéne constitue le noyau fondamental de I'hé-
moglobine qui fait défant chez ces animaux.

B. — Le second pigment universel est le choléchrome. 11
est soluble dans 'alcool et le chloroforme. Il s’obtient en
traitant par ces dissolvants le fissu sec. Il n’existe pas
dans la séerétion. Il ne contient pas de fer. Son spectre
esl conlinu. Il est intermédiaire aux lipochromes el aux
pigments biliaires. Il est abondant chez certains animaux,
en particulier chez ceux dont le foie est riche en graisse,
ce qui peul tenir a 'espéce (homard) mais aussi aux con-
ditions physiologiques, alimentation abondante. Il est rare
chez les animaux a foie maigre, inaniliés.

Le second pigment est masqué dans la plupart des cas
et relégué au second plan par un pigment trés répandu,
abondant, & caracléres tranchés, qui n’est autre chose
qu'une chlorophylle, ou mieux une xanthophylle. Celui-ei
présenle un spectre caractéristique a quatre bandes, dont
la premiere, dans le rouge, an conlact de B est tout a faif
distinctive. Nous ne 'avons pas rencontré chez les crusta-
cés, dont le foie esl gros et contient le choléchrome en
assez forfe proportion : mais on le trouve chez la plupart
des mollusques (no 119, 2°, 3o et 4°). Il y a done chez ces
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animaux, une chlorophylle hépalique, une Aépatochloro-
phiylle et hépatovanthophylle.

Quant & l'origine de celle hépatozanthophylle, elle sou-
leve le probléme général de la chlorophylle animale. Le
pigment chlorophyllien est-il propre a 'organisme ani-
mal ; lui est-il, au contraire, élranger et de provenance
extérieure, végélale et alimentaire ? Nos expériences con-
cluent dans ee dernier sens. lin supprimant toute alimen-
lalion chlorophyllée pendant un temps suffisant chez
I'escargot, nous avons fait disparaitre du foie le pigment
chlorophyllien.

121. Observation. — Nous avons examiné, dans I'étude qui
précede, les pigments généraux et constants du foie. Nous avons di
luisser de cOté les pigments plus ou moins accidentels qui peuvent y
exister.

En ce qui concerne le foie des Invertébrés on peut y trouver, i
I'état d'accident plus ou moins régulier, des pigmenls accessoires ;
par exemple, la tétronérythrine, chez les crustacés, anx époques de
mue.

En ce qui concerne les Vertébres, il semble, d’apris des observa-
tions que M. Lapicque poursuit dans notre Laboratoire de la Sor-
honne, que lear foie acquitrs un pizment noir qui s'aceroit avee 'dge.
Ce pigment seraiten relation avec 'absorption par le foie de I'hémo-
elobine dissoute. Tout au moins, il s'aceroit considérablement 4 la
suite d'injections intra-veineuses d’hémoglobine. Le foie, alors, de-
vient noir. A l'état normal, le méme phénoméne doit pouvoir se
produire & quelque degré, par suite de la destraction des globules
rouges. Mais ce pigment ne semble exister ni chez Uanimal tris
jenne, nichez Valbinos.
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