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INTRODUCTION

Le nombre imposant de Lravaux publics chaque apndée sur les chromo-
protdides porphyriniques (hémoglobines, cylochromes, peroxydases, cala-
lages, cruorines) Umoigne de importance sccordde par los hiologisles el
les chimistes au rdle essentiel joud par ces pigmenls dans les phénoménes
vitaux. Les propriétés biologiques des chromoproléides respiratoires sont
ducz & leurs groupements prosthétiques, conslilués par une porphyrine
lite & un atoms da fer bivalent, tandis que leur spicificité est assurée par
le substral protéigue, Le catabolisme de Phémoglobine, en particolier le
mécanisme biochimique de 'ouverluras du cyele porphyrinique avee forma-
Lion de pigments bilisires, fail Fobjel de nombrouses recherches, résumides
dans I'exposé de Cl. Ligseco (1). En 15, 'emploi d'@éments marqués
permel & K Brocn, D, S8aemix et 1. Rrrrexeenc (2, 3, 4) d'aborder avee
suceds 'dlude de la formation in eive de 'hémoglobine, ot de montrer gue
la synthése du noyau porphyrinigque s'effectus & partir de substanees tris
simples telles qua le glycocolle ol 'acide seélique. Pendant longtemps on
a penst que les pigments bilinices provenaienl & peu prés exclusivement
de la dégradation de I'hémoglobine des érythroeylbes mirs. Or les recherches
de J. M. Loxpox, R. West, D, Suesin el I, Rirrexnsenc (5, 8, T) indiquent
que chez "homme normal au maoins 11 pour 100 de la stercobiline, ot dans
les cas de porphyrie congénitalz au maoins 31 pour 100, proviennent d*une
source autre que celle de 'hémoglobine des érvihrocvtes. M. Grxsteix
el ses collaborataurs (8) pensent que |a coproporphyrine I, I"uraporphyrine 1,
la protoporphyrine IX de 'hémine el la stercobiline onl un précurseur
pyrrolique commun ; en outre ils suggérent (9) que la coproporphyrine 111
pourrail &lre directement synlhétisée par l'organisme el s¢ Lrouver & 1'ori-
gine de la protoporphyrine [X.

Cependant, malgré les apports nouveanx, le mécanisme de la biosynthése
du noyau pyrrolique, do cyele prophyrinique ot des divers Lypes de porphy-
rines n'esl pas encore Mucidé ; il fait Pobjel d'un grand nombre de théories
qui 8¢ trouvenl exposées dans '"#lade critique de P. Marreano (10). La
présence dans les urines de malades, alteinls de porphyrie aigud, d'un dipyr-
rvlméthane |porphobilinogéne), pouvant, en milieu chlorhydrique, donner
naissance & un pigment biliaire tétrapyrrolique (porphobiline) et & une
porphyrine (uroporphyrine [11) {11), pourrait également servir & Hucider
le mécanizme de Paccouplement des noyaux pyrroliques. Les recherches
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sur la biosynthése de la prodigiosine (18] et sur les pigments pvrroliques des
Légumineuses (13) sont également d'un grand intérét,

Bien que la majorité des publicalions concerne ' Homme et les Verlébrés
Supérieurs, nous pensons que des recherches cffectuées sur les Invertébrés
Pourraient conduire & une connaissance plus approfondie de la biochimie
des pigments pyreoliques e apporler des édéments nouvesux sor lear cata-
bolisme ou leur ].l-ill-i}'ll.tlu'.-ﬂ-r!, Alors que les chromoproléwdes respiratoires
\chlorocraorines, érythrocruorines, hémoglobines) des Invertébrés somt le
Sujeb de Lravaux précis, I'élude des porphyrines oL surlout celle des pigments
biliaires sont, dans la plupart des cas, Lrés rudimentaires : il suffit,
Par exemple, qu’un pigment verl donne la réaction de Gmelin pour qu'il
80IL pasimilé & la biliverdine. Nous avons eu Poccasion d'observer e pigment
du Corail bleu (Heltopora carufea) st d» constater que ce biochrome, donl

ropri¢tés élaient identiques & celles de la biliverdine, en était cependant

rent. dans son comporlement chromatographique sur alumine (14, 16).
De méme, ainsi que nous l'exposerons ulléneurement, le pigment bleu des
“oquilles de Turbo, bien qu'appartenani & la classe des verdines, posside
une constitution chimique distinete de celle de la biliverdine et de la copro-
Blaucobiline. Les pigmenls des coquilles d'Haliolis constiluent également
uné nouvells classe de bilirubinoides & propridtés particuliéres.

L'origine des pigments télrapyrroliques des Inverlébrés, dont le sang
Menlerme de I'hémocyanine (chromoprotéide cuivrique non porphyrinique),
8l loujours une dnigme. Gh, Duéni ob G, Bavsmenen (18, 17) pensent gue
be Pigment rouge 4’ Haliolis rujescens provient soil de la chlorophylle alimen-
Laire, soil. du cytochrome (oo de tout aulre corps & poyau porphyrinique).
Un apergu sur la présence de composés [erroporphyriniques et de déshy-

succinigue, chez les animaux marng a sang hémocyvanique, est
d‘_"ﬁh'ﬁ par E. G, Baiw ¢l B, MeveEruor (18). Nous nous demandons si 'ori-
siie des pigments des coguilles de Mollusques ne devrail pag #ire rechorchée
des phinoménes de biosynthise soil Lotale, soil partielle & partic d'élé-
Ments pyrroliques simples, provenanl de la dégradation des phycochromo-
Proléides absorbés par ces Invertébrés, Peul-ftre sommes-nous en présence
des vesbiges d'un sysléme de biosynbhise actuellement rudimentaire et sans
ulilité pour I'animal,

PIGMENTS PYRROLIQUES DES INVERTEBRES

Les données sur la reparbition, la conslitution chimique et le réle biologique
des pigments pyrroliques d'Invertébrés sont, non seulement fragmentaires,
Mais souvenl anciennes el imprécises. L'¢tude des chromoproléides respi-
Faloires des Invertébrés sorlant du cadre du présent bravail, nous renverrons

Pouvrage de R. Lempena el J, W, Lecor (19) qui résume Vensemble de
NO8 connajssances sur les pigments pyrroliques. Signalons également les
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exposés généraux de E. Lepenen (B30) sur les pigmenls d'Inverlébris el
de b, Fox [B1) sur ceux des Coelenlérds,

La préisence de pgmenls pyrroliques chez les Coslentérds cxl d'abord
signalée par H. N. Mosecey (1877), puis par G, A, Mac Muss (1880), (e
deruier pense que le pigment (polyérythrine), trouveé par H. N, Mosevey (22)
chez de nombreax Madrépores, chez diverses espitees d'Actinies el chez les
Méduses Cassivpeia el fthizosfoma, correspond & une hématoporphyrine.
Il monlre également 'existence de porphyrines chez les Coraux Flabellum
variabilis et Fungia symmelrica (83) et d'une biliverdine, localisée sous
I'ectoderme el & la base du pied, chez Aclinig epuina et Tealia jelina (24).
Le pigment rouge ou viclet de U'Anémone de mer Calliaclie effoela (= Sagar-
hia parasilica). éludié par G, A, Mac Musx, puis par M. Angroos el G,
Trissien (26), est oblenu & 'état cristallist (callisctine) par E. LEnEnin,
G. Tessier el G. Hurmeen (28). Sa formule élémenlaire CggHgls N, ot
diverses propriétés fonl penser & un pigment pyrrolique. 1l semble que e
pigment rouge de Cerianthus membranaceus, éludié par . Fr, Knukes-
nERG (B7), #oil voisin d= la callisctine, malgré les dilférences speclroscopiques
(G Ao Mac Moxn), Le pggment du squelelle caleaire d' Heliopora coerulea
Pall. (Corail bleu) est un bilirubinoide, dont les propri¢tés physico-chimiques
sanl enlitrement comparables & celles de la biliverdine (. Tixmen) (28).
Ce pigmenl, que nous dénommons héhoporobiline, e distingue copendant
de la biliverdine par son comportement chromatographigue,

Aucun apergu nouveau sur les pigments pyrroliques des Echinodermes
ne précise le travail de €. A, Mac Muxx sur les porphyrines des Etoiles de
mer brunes,

Avanlt d'aborder 'dlude des pagments pyrroliques des Vers, rappelons
que les chloroeruorines onl un groupement prosihétique, la spirographis-
hémine, qui renferme une porphyrine particubiére, solie par M, Fox (28),
puis analysée (30) el synthétisée (31) par H. Fiscuen et ses collaborateurs,
La constitution chimique de la spirographis-porphyring ne dillére de celle
de la protoporphyrine que par Uexistence d'un groupement aldéhydigue
i la place d'un radical vinylique. Signalons également le bravail histochi-
migue de 1. Brocn-Rariagr (38) sur la localisation, la formalion el la
destruction de I'hémoglobine chez les Annélides polyehiles,

Les diverses recherches, effecludées sur la porphyrine o' Eisenia [oelida
par W, Havsmaxs (33) et H, Fiscuen (34), ne sonl pas arrivies & une conclu-
sion définilive. Par contre, la présence d’une proloporphyrine est mise en
évidence dans les Ligumenls de Lumbricus lervesieis (35) el des cvslicergues
de Taenia solinum (38). C. Seiess (7] signale |'existence de pigments biliaires
choer Hirndo medicinalis el G. Groncwiv (38) chex Proloclepsis  leseelala,
La pontobdelline, pigment tégumentaire bleu-verditre d'one Hirudinde
Ponlobdella, présente, d'aprés M. Anevoos (39), les caracléres d'une bili-
verdine,

A edtd de ees divers produils du calabolisme de I'hémoglobine existent,
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chez les Vers, d'aulres pigments pyrroliques d'origine  chlorophyllienne,
Une vue d'ensemble sur ces pigmenls accompagne |'exposé de Ch, Duink
et M. Fonvase (40) sur les propriétés chimiques el spectroscopiques de la
bonelline, pigment vert foneé de la femelle du Géphyrien Bonellia viridis,
Oblenue & I"dal pur par E. Leoenen (81), la bonelline répond & la formule
Hémentaire CgHyg N, bien que ses speclros soienl analogues & coux
d'une mésapyrrochlorine, elle se différencie de celle porphyrine par la pré-
Bence de deux oxygénes supplémentaires dans sa molécule. De méme la
chéloplérine, pigment verl foned de I'épithélium intestingl du Chétoptére
(Annélide polychiéte Lubicole) éudié par M. Rosieyv (42, 43), est un produit
de dégradation des chlorophylles, probablement une phéophorbide, Le
pigment vert du btégument de Phyllodoce viridis, dénommé phyllodocine
par C. A, Mac Musw (44), se comporle comme un indicateur de pH (25) ;
eelui ' Ewdalin viridis, que G A, Mac Muss croil idenlique & la phyllo-
docine, en est, selon B, LEpEnEn i20), distinct. Enfin, la thalassémine,
Pigmenl verl pomme de Thalassema lankesleri, différe de la bonelline par
B2 propriclés speclroscopiques (45).

Lhez les Crustacks la présence d"une biliverdine est signalée par H. C. Bran-
LEY (48] dans la glande digestive de |'Berevisse américaine (Cambarus)
el par E. Leoenen (20) dans les racines du parasite Pellogaster paguri.

Chez les Insectes, 1. Fiscuen oo H. Fink (47) trouvent d= la probopor-
Phyrine el de la coproporphyrine dans les excrémants de chenilles de miles,
Les pigments biliaires, décelis chez les Lépidoplires et les Orthopléres,
Baml & 'élal de chromoprotéides, Cesl ainsi gque G, von Linpex (48] signale
dans les ailes de Vanesses un chromoproléide rmuge, dont e groupement
Prosthitique donne la réaction de Gmelin, landis que H. WigLaxo et AL
T‘Iurmlt (48) 1solenl des ailes de plusicurs espiéces de Papillons (Pleris bras-
#icw, P rapae, P, napi, Genepleriz rhamni, Calopsilin rurinea et €. safira)
““. chromoprotéide bleu, soluble dans 1'eau ; ce dernier donne par hydrolyse
“Cide um pigment biliaire : la plérobiline, dont la formule éémentaire 8'ac-
“Orde aver celles d'une biliverdine ou dune glaveobiline : il s'agit peut-étre
Pune hiliverdine . H. Jusce (80) étwdie les chromoprotéides (insecto-
Verdines) de ["épiderme de diverses cspéces d'Orthopléres eb des chenilles
de Sphine ligustei, sinsi que colui de I'hémolymphe de Dizippus morosus,

coulenr verie est due & la préisence de deux chromoprotéides, dont les
Eroupements prosthéliques sonl jaunes [carolénoides) el bleu (glaucobiline) ;
eelle plancobiline est dilférenie & la fois de la glaucobiline [Xg, de la bili-
verdine 1Xa et de la ptérobiline, Des chromoproléides rouge el bleu, res-
“mblant aux phycochromoproléides, sonl trouvds par 8. Oxay dans le
bgument vert de Manlis (51). Chex les Coléoplires, A. Porya (52) signale
Vexerétion d'un pigment voisin de "urobiline par les Coccinelles. Chez les
Diptéres, A, Cosas (83) mentionne la présence de biliverdine dans les larves
‘e Chironomus et chez les Hémiplires hématophages, en particulier chez
Fthodnius, V. B. WiccLeswontn (54) Mudie la transformation de 1"hémo-
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globine ingérés, dontl une parlie so trouve excrdtée & 1%Gtat de biliverdins
et d'urobiline,

L'¢tude des porphyrines el des pigments biliaires des coquilles de Mollus-
ques faisanl ['abjel du présenl travail, nous pensons préférable d'en donner
ultérieurement un historique détpallé el de ne citer pour Uinslant qua les
recherches effecludes sur les pigments pyrroliques des Limaces et des Aplysies,
Gh. Duninic el G, Bavmeren (65) conlirment la présenes dune porphyring
dans le derme d'Arion empiricorum, Alors que L. Don (66) considére e
pigment iégumentaire d'Arion rufus comme un carbonate d'wrobiline,
Ch, Dugng et G Bavsmeven (87, 58) le comparent & |a hiliruline el le nom-
ment rufine, Le pigment violel pourpre des sécrétions d’Aplysies el limaces
de mer [Aplysta punclala, A, depilans, A. imacina) fail l'objet de nombrouses
recherches exposées dans les Lravaux de M. Fonrtase et A, Rarry (58)
el do E. Lepgngn (60). Co dernior diévéle la présence de deux chromopro-
thides pouvant #re sépards, soil par relargage, soit par chromalographie
sur alumine, Lo groupements prosthéliques de ces chromoproldides gont
facilement dissociés du support proléique soit par 'alecol bulylique, soit
par acidificalion el séparés par chromalographie sur carbonate de ealcinm.
E. Lepenen congerve le nom d'aplvsiovicline au pigment violel el nomme
aplysiorhodine le pigmenl fouge. Ces deux pigments onl des propriélés
voigings de celles de la mésobilivioline, de la psendomésobilivioline et de
la mésobilirhodine. Dang un Lravail préliminaire avee E. LEDERER nous
avong chromatographié sur alumine les esters méthyliques des pigments
d'Aplysies ol séparé Lrois bilirnbinoides : un violel (aplysiovioline), un rouge
(aplysiorhodine) eb un brun analogue & une urobiline,

La seul lravail concernanl les Tunieiers est celui de D, A, Wesn (61)
sur leg Ascidies, dont le « vanadium chromogéne » esl poul-élre apparentd
aux pigments biliaires.

IVaprés cel oxposd il apparall que & la plupart des porphyrines des Inver-
Librds sont, semble-1-il, identiques aux porphyrines des Verldbrés, il n'en
eal pas de méme pour les pigmonls biliaires, donl 'tlude esl quelgque peu
approfondie : par exemple, la ptérobiline, I'hélioporabiling, la glaucobiline
des chromoproléides d'Orlhopléres, les bilirubinoides de Maollusques. ..
Nous sommes porsnadés gquiune connaissance approfondie des pigments
pyrroliques des Invertébris doit apporter de nombreuses surprises sur la
conslitulion chimique de ces biochromes ol montrer 'exislence d'isoméres
nouveaux, L'emploi d'¢lémenls marqués pourrail dans bien des cas permeline
de délerminer 'origine, jusqu’ici obscure, de ces pigments. Malheureusemenl
I'élude de cos dorniers sl presque Loujours ingrale ot décevanle ; il est, en
effet, diffieils de trouver le matérie]l désird en quanlilé suflisanle ; la lenour
on pigments est souvent trés faible et lenr purification rendue diflicile par
leur instabalité,
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TECHNIQUEs CHROMATOGRAPHIQUES

Depuis quelques anndées, les anciennes Lechnigques de séparation des pig-

menls pyrroliques, longues et imparfailes, font place & 'analyse chromalo-
graphique, donl l'emploi non seulement rond plus aisd isolement ol la
Purilication de cos biochromes, mais égalemenl apporte une plus grande
Précision dans leur éude, L'emploi de Panalyse chromatographique permat
B ellel de séparer des pigments isomdéres, o ‘isoler de nouveaux bioeliromes,
Wélucider le mécanisme de réaclions extrémement complexes, comme par
exemple celle de Gmelin pour les pigments hiliaires.
. Dans le domaine des porphyrines, les Lechnigques d'adsorption sont wli-
liséos woit pour concentrer ces pigments et en effectuer une purificalion
Erossidre, soil pour séparer leurs eslers mithyliques el les oblenir i 1'élat
pur. En 1936, J. Wirnexstrdu (B8] propose une leshnique de chromalo-
I_"iphic sur plumine d'urines porphyriniques, afin d'en édudier 'uroporphy-
fne ol les pigments rouges pathologiques, La méme annde, H. J. Horraans
(83), purifiant par adsorption sur lale Uester méthylique dune uropor-
phyrine de poinl de [usion 2869 en isole une uroporphyrine | [PF. 3020)
&L une yroporphyrine 111 (PF, 2619), identique i celle de J. WaLpEnsTniM
(B4, 85). 11, Fiscuxn ot 1, J, Hormaxs (88) expliquent ainsi les points de
":Ilinn- anormaux des diverses uroporphyrines nalurelles par la présence
Bimullande des isoméres | et 111, Ces auteurs identiflent également par celle
Mélhade la conehoporphyrine avee 1'uroperphyrine |.

G, Warson ol ses collaboraleurs mellonl au poinl 'analyse chromalo-
grophique des esters méthyliques de la protoporphyrine (67, 68, 89), des
eiproporphyrines (T0) el des uroporphyrines (T1, T2) en employanl comme
Mdsorbant soil lo carbonate de caleium, soit 'alumine. Cos ubeurs pensent
que 'wroporphyrine 11 de J. Warnexstaiu est encore un mélange d'wro-
Porphyring | et d'une porphyrine & sepl groupements carboxyles. 0. VoLken
(78} utilise la ohromalographie sur alumine, dans son élude sur les porphy-
Mnes des plumes dos Oiscaux, pour séparer 'ester méthylique de la copre-
Porphyrine 111, Personnellement nous employons la lechnique chroma-

phiqua pour purifier el idenlifier les porphyrines des coguilles de
Mollusques (78] ot les porphyrines de Pambre gris (75). Signalons tgalement
anpIni de la terre d'Infusoires par W. Groterass el A. Deravgue (76) of du
Rieselguhr par . Rimivcron (77).

A ces diverses techoiques d'adsorplion s'ajoute celle de la chromalogra-
Phie de partage sur papier, adaplée & I'ébude des porphyrines par R. E. H.

ICHowAs el . Riaxcrox (T8, 7T9). Les meilleurs résultals sonl obtenus
R employant le systéme lutidine - eau en almosphére ammoniacale, Lem-
Macement des porphyrines sur la bande de papier dépend du nombre des
groupes carboxyliques libres, le BRI diminuant quand le nombre des fonclions
Scides augmente. R. E. H. Nicworas et A. Comront (80) viennent d appli-
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guer celle méthode o I'élude des porphyrines des coquilles de divers Maol-
lusques et de montrer qu'une coproporphyrine accompagne 1'uroporphyrine
dans certaines espéces de Pinclada (Pleria), R, Mac Swiney, R. E, H, Ni-
cioLAg el F. T, G. Pouxty (81) 'emploient également dans 1'é¢tude de cas
de porphyrie aigué el décélent exislence de porphyrines dont le nombre
de groupements acides esl dilférent de celui des porphyrines connues,

Dans le domaine des pigments bilinires, I'analvse chromatographique
permel &4 W, SiepeL (88) de monlrer que la mésobilivioline 1Xg élait en
réalité un mélange de deux pigments isoméres : 'un pour lequel cel auleur
congerve le Lerme de mésobilivioline, 'autre qu'il dénomme mdésobilirho-
dine. W. SigpeL ¢ludie également Uisomérisalion progressive de la méso-
hilivioline X1llz en g mésobilivioline X111z (83), sépare les bilirubinoldes
correspondanl aux diverses phases de la réaction de Gmelin (mésobilipur-
purinez el miésocholétéline) (84, 85) el purific la mésobililuscine (88). De
miéme H. Fiscien (87) utilise 'adsorption chromatographique pour purifier
les eslers mébhyliques des biliverdines 1Xag oL 11lx lors de la synthise de
ces pigments. Ao cours de recherches antéreures (88, 89, 28), nous indiquons
une méthode de purification de la biliverdine Xz el de son isolement &
parlir des coguilles d'oculs d'Emen. La possibilité d'une soparalion de la
bilirabine par chromatographie est étudide par T. K. Wrrn (80). E. LEnERER
(60) utilise I'adsorplion sur alumine, pour séparer les chromoprotéides des |
sécrétions des Aplysics, el sur carbonale de calcium, pour isoler les groupe-
ments prosthétiques de ces pigments [(aplysiovioline el aplysiorhodine).
Signalons égalemenl le Lravail de E. Leoerer (41) sur le pigment verl
de Bonellia viridiz ot celui de H. WiLLstagnT (91) sur les biochromes verls
des ardles de Belone belone (Orphie) el de Zoarces viviparis.

Au cours du présent travail nous faizons constamment usage de 'analyse
chromatographique, tant pour l'isolement des porphyrines que pour celui |
des pigments biliaires,

Dans la premidére partie de cel exposé nous éludions les porphyrines des
coquilles de Mollusques apparlenant aux genres Plerta, Claneulus et Trochus,
puis les pigments biliaires des Lests de Turbo el d'Haliolis.

Dans la deuxiéme parlie nous exposons les recherches effecludes sur les
porphyrines de 'ambre gris, conerélion inlestinale da Cachalot {Physeler

macrocephilusz).
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TECHNIQUES PERSONNELLES

Les techniques ulilisées au cours de ce Lravail pour 'extraction, la puri-
fication et 'identification des pigments porphyriniques ou biliaires (soil
i partir de I'ambre gris, soit & partir des coquilles de Mollusques) étant
extrémement voisines, il nous semble intéressant de les résumer en un cha-
pitre commun.

I. — EXTRACTION ET ESTERIFICATION DES PIGMENTS

Les porphyrines eb_les pigments bilisires sonl extraits par de 'aleool
mélhylique chlorhydrique & 10 ou 12 pour 100, préparé par passage de
B3z chlorhydrique dans le méthanol. 1l est ainsi possible de dissoudre les
Pigments, de les estérifier, puis de les faire passer dans un solvant organique
el que le ehloroforme. Cette méthode rend possible V'isolement des bio-
f}il.::.mﬂ qui, direclement, ne peuvenl élre dissous dans les solvants orga-
n ur

Clest ainsi que les porphyrines de 'ambre gris ne peuventl &re extraites
N lotalité ni par les golutions alcalines ou acides, ni & 1'nide des solvants
Organiques ; seul, I'usage de 'aleonl méthylique chlorhydrique permet de
d.i“ﬂ"ullrc I"'ensemble des porphyrines. Aprés distillation de la liqueur alcoo-
lique sous vide, les pmgments sont repris par le chloroforme. L'extraction
directe des porphyrines de la solulion alcoolique par le chloroforme donne
0 effel naissance & des émulsions difficiles & détruire,

De méme, dans les recherches antérieures sur les pigments des coquilles
de Mollusques [Turbo, Trockus, Haliolis), il avait #¢& conslaté que ces bio-
thromes présentaient les réactions des bilirubinoides, mais qu'ils élaient
insolubles dans les solvanls organiques. Les coquilles élaient altaguées
Par des solutions acides diludes et les pigments, dissous dans les liqueurs
icides, ne pouvaienl étre enlevés par les solvants habituels des bilirubi-
holdes, L'emploi de I'alcool méthylique chlorhydrique permet de débruire
le substrat caleaire, de dissoudre les pigments, de les estérifier, puis de les
exbraire par le chlorolorme.

Cotte méthode semble assez générale, c'est ainsi que le pigment [hélio-
Porobiline) du Corail bleu (Heliopora cwrulea) (14, 15) ne peul ére dissous
Par un solvanl organigue qu'aprés Crailement par 'aleool méthylique chlo-
thydrique. Dans les cas oni les pigments sont insolubles dans l'eau acide
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(biliverdine des coquilles d'oeuls d'Emen (89), pigment bleu d'Heliopora),
il esl possible d'allagquer le substral caleaire par de Peau chlorhydrique,
puis de reprendre l= résidu par le méthanol chlorhydrique, Ce procéddé n'est
cependant pas universel | ainsi, la bhliverdine des coquilles d'oeuls ' Emeu
exisle sous deux formes ; |'upe fixée ay calcaire, qui est dissoute par I'aleonl
méthylique chlorhydrique, 'asulre & "¢tal de shromoproléde, qui ne peal
dlre Réparde par ce moyen.

Pour que l'estérificalion des porphyrines el des pigments biliaires par
I'aleanl méthylique chlorhydrique soil compléte, la solulion nellemenl
acide est laissde 24 heures & V'obseuritd (en général aprés 6 heures estiéri-
ficalion est lerminée). La durde de Peslérification peot dlre sbrégée en
portant la solution & Pdbullition pendant 14 ou ¥ heure,

Les porphyrines =t les pigmenls bilisires sonl en général extrails directe-
ment par le chloroforme ou Péther & partir de la solution aleoolique dilude
avee de 'ean distillée. Cependant dans cerlains eas les pigments ne peuvent
éire oplevés par le ehlorolorme qu'aprés neolralisalion de la lgqueur acide
par du bicarbonate de sodium (pigments des coquilles de divers Twurbe
el d'HWaliolis cracherodii), ces pigments ¢tanl d'autant plus solubles dans
l'eau que la liqueur est plus acide.

Les porphyrines el les pigments biliaires sont des éléments ampholéres,

L dans leur molécule b la fois des fonclions aeides el basiques. Par
action de 'aleool méthylique chlorhydrique, les radicaux acides sonl eslé-
rifiés el les fonclions basiques salifides (chlorhydrales d'esters mithyliques).
Les chlorhydrales sonl décomposés par lavages des solutions chlorofer-
midques & I'aide d'une solulion de carbonate de sodium & 5 9. L'ean distillée,
employie pour les lovages des solutions chloroformigques, doil #re exemple
de métaux lourds, ot en particulier de cuivre, qui provoqueraient la forma-
Lion de sels camplexes difficiles & détruire,

2, — PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE

Dans les recherches exposées au cours de ce Lravail, 'alumine est le seul
adsorbant ulilis¢ au cours des chromalographies, 1l est nécessaire d'employer
une alumine purifite pour éviter la formation de sels complexes. Dans Iy
cas des pigments bilisires du groupe de la biliverdine, la lormation des sels
complexes est immédistement visible par virage au vert de la solution pig-
mentée bleue. L'alumine commerciale ulilisée esl purifiée en employant
la technique préconiste par G, Sassaé (88). L'alumine est tamisée, _pqi
mise h macérer pendant 24 ou 48 heures dans de Upeide chlorhydrigque
conceptré eb chaud. Elle est ansuile lavée i grande eau jusqu’a dispariljon
de Vacidilé, puis séchée, ol enfin calcinde au four électrique & 402 Fndm'l'-
2 heures by, L'alumine minsi Lraitée étant trés active, il est nécessairy dans
cerlains cas de diminuer son pouveir adsorbant par lavages i 'aleool méthy-
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liggue (mgmeonts des cogquilles de Turbo), Dang nos derniéres recherches,
Bous avons ulilisé des alumines purifites plus ou moins désaclivées, soit
Par incorporation d'esu i 'alumine selon le procédé de P. B, Muiien (98,
84), poit par bumidification de 'sluming et standardisation & l'aide de colo-
rants agoiques selon les Lechniques préconisées par H, Brockmaxs (86),

Les solvants employés pour la chromatographie sonl, en géndral, purifiés,
Puis desséchés, Gependant, pour |"#ulion des pigments biliaires, le chloro-
forme Lechnique donne de meilleurs risullals que le chorolorme purifié ¢t
desséche, ce dernier ne détermine la formation de zomes colorées fqu'apris
Bddition d'un peu d'alcool méthylique.

Pour fixer les pigments sur la colonne d'alumine, nous employons des
mélanges de solvants ; le pigment est dissous dans un solvant approprié,
Puis la solulion est additionnée d'un volume variable d'un aulre golvant
dans lequel le pigment est insoluble. Pour développer le chromatogramme,
fous diminuons la proportion du solvant dans lequel le pigment est insoluble.
Cest ainsi que pour chromatographier les porphyrines des coquilles de Pleria
Macroplera, les pigments sont dissous dans du chloroforme, puis la solutjon
8l additionnée dup égal volume d'éther dans lequel la porphyrine est
insoluble. Dans ces condit ong, les porphyrines se fixent en haut de la colonne
@alumine, tandis qu'un pigment jaune el des substances incolores s'éli-
minent. Le chromatogramme esl ensuite développé & V'aide d'un mélange
de deux volumes de chloroforme pour un volume d'6lher.

Pour chromalographier les porphyrines de 'ambre gris, nous ulilisons un
mélange de chlorolorme et d'éLher de pétrole selon une technique comparable
"_H"I! indiquée par J. €. Watsox el ses collaborateurs (T1, T8). Pour les
Pigments biliaires, nous employons un mélange de chloroforme et d'éther
?1'!.“‘ fixer les bilirubinoides, puis nous développons le chromalogramme &
Vaide de chloroforme.

Lorsque les porphyrines sonl en pelites quantités et mélangéos & d aulres
Pgments brun rouge, il est utile de suivee le développement du chromato-
Eramme aux rayoms oltra-violels, afin de situer les zones porphyriniques.
Les pigments possédant des radicaux non salurés sont plus fortement adsor
h’f‘ qué ceux & struclure fondamentale identique, mais & radicaux salurds,
Cest ginsi que la proteporphyrine, qui posséde deux groupes vinyle i la

® des radicaux éhyle de la mésoporphyrine, est plus fortement adsorbée
‘ue celle dernitre el peut ainsi en élre séparde.

Dans certaing cas, nous sortons la colonne d’alumine du tube & chroma-
Lographier lorsque les zones sont nettement détachées, puis nous séparons
I?l zones pigmentdes el nous Eluons les pigments avee un solyanl approprié,
Lependant nous préférons en ginéral employer la méthode du chromato-
Eramme liquide, ¢'est-b-dire recueilliv séparément les liquides colorés, qui
liltrent lorsque les zones correspondantes atleignent respectivement le bas
de la colonne d'alumine.

Les pigments séparés par une premidre chromatographie sont purifiés
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par une nouvelle chromalographie sur alumine, puis recristallisds, La cris-
tallisation des pigments est effeclude dans des mélanges de solvants, le
pigment esl dissous dans un solvant approprié, puis la solution est additionnée
d'un égal volume de solvanl dans lequel le biochrome esl insoluble. Coest
aingi que ester méthylique de Puroporphyrine I, isolé des coquilles de Pleria
macroplera, el dissous dans du chloroforme, Ia solution chloroformigque étant
ensuite additionnée d'acélate d'éthyle ; par évaporalion spontanée, le pig-
ment cristallise au sein du mélange en longues aiguilles rouges. Pour les
porphyrines de 'ambre gris, les pigments sonl dissous dans quelques cm®
de chlorolorme, puis la solution est additionnée d'un égal volume d°aleool
méthylique & chaud ; par refroidissement les porphyrines cristallisent. Le
pigment beu des coquilles de Turbo cristallise au sein d"un mélange de chloro-
forme et d'acétlale déthyle,

3. — CARACTERISATION DES PIGMENTS

L'#ude des speclres d 'absorption des porphyrines o des pigments biliaires,
dans 'ultra-violel el dans le visible, esl d'une grande utilité pour la carac-
térisation de ces pigments ; en efel, & une telle éude ne peul suffire 4 la
détermination exacte du biochrome éludid, elle permel en géndral de le
ranger dans un groupe de pigments connus el d'avoir une idée de la structure
chimique fondamentale. C'est ainsi, par exemple, que lous les pigments
bilinires ayant une structure bils-trigne possédent des spectres d'absorplion
comparables dans I'ulbra-violet el le visible ; seules les positions des maxima
des bandes d'absorplion différent d'un pigment & I'autre, suivant la nature
des radicaux fixés sur les noyaux pyrroliques.

Au début de ce Lravail, 'dtude des speclres d'absorplion dans V'ullra-
violet est réalisée & I'aide du grand spectrographe pour chimistes de Zeiss
b optique de quartz, avec un dispositil photométrique & secteur Lournant.
Les maxima des bandes d'absorption sonl précisés i 'aide du micropholo-
mélre de Sansik (98). Les spectres dans le visible gonl examinés avee le
spectrophotométre d"Yvon el Jobin, Dans les deux cas, les courbes d’absorp-
tion sonl élablies en log. r. Au cours des derniéres recherches, les speclres
sont Mudiés & I'aide do spectropholoméire de Beckman et les courbes
d'absorption données en g Dans les divers cas les solvants employvés sont
I'aleool absalu, le chloroforme ¢t le dioxane,

Lemploi de la chromatographic permel de séparer des Lraces de pigmenls
pyrroliques dissimulés par d'aulres biochromes plos abondants. Dans ce
ca#, la quantité de pigment isolé par chromatographie dant trop faible pour
pouvair #lre éludide chimiquement, il est possible d'identifier le bioehrome
i I'aide des spectres dabsorplion, ainsi que par I'emploi de la chromato-
graphie mixte, Cesl ainsi que nous avons pu mellre en évidence des Lraces
d'uroporphyrine | dans des coquilles de Pleria margarilifera, de divers
Trochus el de Clanculus pharaonis.

Source ; WP FHN, Poris

B e
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Lorsque la quantité de pigment isolé est sullisante, nous prenons le point
de fusion mixte, nous effectuons une chromatographie mixte el nous exami-
nons les spectres d'absorption. Enfin, si le pigment obtenu est sulfisamment
abondant, nous en effecluons 'analyse élémentaire,

Nous avons également employé la chromatographic sur papicr pour préciser
le nombre de groupements acides conlenus dans les pigments biliaires des
eofquilles d'Haliolis cracherodi,

Nous devons signaler que le terme de biochrome, souvenl employé au

cours de nolre exposé, est préconisé par D). L. Fox (97) pour désigner les
pigments naturels.
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PREMIERE PARTIE

ETUDE DES PIGMENTS PYRROLIQUES DES
COQUILLES DE MOLLUSQUES

L'exposs sur les biochromes des coquilles de Mollusques se divise en deux
parties : 1"une concernant les porphyrines, 'autre les pigmenis biliaires.

CHAPITRE PREMIER
ETUDE DES PORPHYRINES

Bien que les recherches sur les porphyrines fassent l'objel d'un Lravaal
antérieur (28), nous en donnons un rapide apercu, car il nous semble intéres-
gant de rasgembler dans un méme cuvrage 'ensemble des connaissances
actuelles sur les pigments pyrroliques des coquilles de Mollusques,

A, — NOMENCLATURE

Les porphyrines sonl des pigments, naturels ou synthétiques, possédanl
quatre noyaux pyrrole reliés enbre oux on position x par quatre ponts mé-
thimes — CH =, Elles dérivent toutes d'un méme squelette : la porphine,
et ge différencient les uncs des aulres par les radicaux fixés sur les carbones
en position @ & la place des atomes d'hydrogéne.

H
R H

Porphing,
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L'une des porphyrines les plus simples est 'dioporphyrine qui ne contient

dans sa molécule que des radicaux méthyvle el éthyle. Suivant la position
de ces radicaux, il est possible d'envisager l'existence de gualre isoméres,

T

He CH
\ K ] /
HgCy Gl by, Co

Etloporphyrine 1,

disignés par les chiffres romaing I, 11, 111 et IV, 1l en csb de méme pour
les coproporphyrines et les uroporphyrines.

Pour la protoporphyrine, qui posséde des groupements méthyle, vinyle et
Propanoique, il existe quinze isoméres numdérolés de [ & XV. La protopor-
Phyrine naturelle est affectée du chiffre 1X.

A
W

Protoporphyrise TX.

Fre
l'I'.dl.',: e ®ily

La réduction des radicaux vinyliques de la protoporphyrine 1X en groupes
Ethyle conduit & la miésoporphyrine 1X,

B. — HISTORIQUE

En 1930, H. Fiscuen et K. Jorpax (88) isolent des coquilles d'une Hultre
Perlibre (Pleria radinln Lam.) un pigment rouge fuorescent: la concho-
Porphyrine, Ils signalent en outre ln Nuoreseence rouge des coquilles 4’ Avicula
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lenligenosa el d°A. costanea. En 192, H. Fiscuer et E. Haangn (99)
extraient le pigment fluorescent d'une aulre espéce d'Hultre, Pleria culgaris
schum., el l'identifient avec "wroporphyrine 1. Ge n'esl qu'aprés de nom-

2ES
N

Hh:'-ur:rhrrhul-l

breuses recherches synthéliques (100, 104, 108, 103, 104} oL analyliques [66)
que H. Fiscuern et ses collaborateurs peuvent attribuer & 1'wroporphyrine I
la formule swivante @

=
N

Uroporphyrine L

Finalement, H. Fiscuen conclut & Videntilé de la conchoporphyrine avee
I'uroporphyrine 1. En effel, les produits de dégradation de ces deux pigments
sonl identiques el l'analyse chromalographique sur Lale ne permet aucune
séparation des deux porphyrines mélangdes. Récemment, A, Comront (105)
examine la fluorescence en lumiére ultra-viclette d'un grand nombre de
coquilles, puis fait un exposé général sur les pigments des Mollusques (108)
et préconise 'emploi de leurs Lesls comme source pralique d'wroporphyrine 1
(107). R. E. H. NicuoLas et A, Comrort (BD), appliquant analyse chroma-
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Wographique sar papier & I'élude des porphyrines de divers genres, montrent
la présence de traces d'une coproporphyrine, 4 colé de Puroporphyrine,
dans les coquilles de Pleria radiala el de P. pulgaris. En outre, ils signalent
Vexistence d'une uroparphyrine dans les Lesls de Triviae europea, Bulla sp.,
Placung ceiln, IUmbonium ausivale, Malleus valgariz et Gibbula cineraria.

.. — RECHERCGHES PERSONNELLES
1. — PORPHYRINES DES COQUILLES DE PTERIDES

Les Plérvidis sonl des Mollusgues  Bivalves Anisomyaires appartenanl
W proupe des Plériaces, Nous avons éludié deux exemploires de Pleria
1= Avicula) macroplera Lmk et une valve de P, margarilifera L. Les coquilles
de b, macroplera provenaienl de Zanzibar ; leur surface exlerne brunblre
el plus particulitrement les bords noicibres de la face interne montraient une
Netle NMuorescence rouge en lumidre ultra-violette. Par contre, la coquille
de P, margarilifera ne prisentail aucune fluorescence, La Leneur en por-
Phyrine des cofuilles de P, macroplera étant relativement &levée, nous avons
M en faire une dlude détaillée,

a) PREFARATION
|* Extraction ef estérification des F-I.l',l!l:l.ll'l'l.l
Nous n'insisterons pas sur la Lechmgue d'exbraction des pigments [luo-
Péscenls, I'ayant déji mentionndée en délails antérieurement (28], Les
t'z"fi‘-““'l“-l- sonl attagquiées par de "aleool méthyligoe chlorydrigque & 10 pour 100,
M dissoul et estérifie la porphyrine, La solution alcoolique rouge brun,
nmfﬂ!ﬁr!nh*. sl reprise par du chloroforme ot de 'eau distillée. Finalement

la touche chloroformigque décantée est lavée avee une solution de carbonate
e sodium 4 5 pour 100, puis concentrée sous vide,

2" Isolement ei purification de la porphyrine par chromatographie.

Les travaux de J. C. Warson et de ses collaboraleurs (T1, T2) zur la chro-
Matographie des uroporphyrines n'élaienl pas connus en France lorsque nous
ivons enlrepris. ces recherches, La lechnique proposée donne d'excellents
Pésullals pour la séparation et la purification de 'vroporphyrine [

CHROMATOGRAPHIE DE LA PORPHYRINE DE Pleria macroplera.

La solution chloroformique, additionnée d'un égal volume d'éther
“}'!I"dl‘t'. esl filirée sur une colonne d'alumine. Les pigments se concentrent
: parlie supdéricure de la colonne en une conche grisitre & Pinlérieur de
“quelle apparait une zone rougelitre. En oulre un pigment jaune pen abon-

Mimomes ow Musdow, Zoslog, L V. )
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dant ¢'¢limine & travers la colonne, La zone rougeibre Muorescenle est ensuile
diétachée de la couche grisilre supéricure & 'aide d'un mélange de deux
volumes de chloroforme pour un volume déther anhydre (fig. 1, a). Gelle
rone nellement délimilée chemine jusqu’en bas de la colonne ; nous recueil-
lons e solvant qui fillre en entrainant le pigment rouge. A la suile de cetle
gone rouge se délache un anneau rouge violacé & fluorcscence orange ; la
couche grisitre, demeurant & la partie supércure de la colonne d'alumine,
ne présente plos aucune fluorescence.

La solution chloroformique rouge & fluoreseence rouge inlense presente
le speclre & cing bandes, caracbéristique des porphyrines neulres, Le pig-
menl de Panneau rouge violace n'#lant obtenu qu'en tris faible quantité,
nous ne poursuivons pas son élude.

/':.grl." ' grisitre
/
:ﬂ]]Iﬂ]]]It.mugr vialaed OTANTE
«TOUge TOSe
A b
Fam, 1.

Par évaporalion spontance de la solution chloroformique rouge, la por-
phyrine cristallise en longs el fins cristaux rouges, courbes, enchevilrés,
Ces cristaux sonk lavis avee un peu d'acélale d'éLhyle qui enléve des Lraces
de pigment orangé. Finalement, apr-éi. une nouvelle chromalographie, la
porphyring . est recrislallisée au sein d'un mélange ehloroforme-acélate

d'éthyle. Des deux coguilles de Pleria macroplera nous avons extrail 22 mg.
d'esler méLhylique de la porphyrine.

CHROMATGGHRAPHIE DE LA PORPHYIINE DE Meria murgariﬁ"'m.

L'analyse chromalographique est conduite selon la Lechnique précédente,
Le développement & Paide du mélange de deux volumes de ehloroforme pour
un velume d'éLher permel de séparer un anneau rose & fluorescence rouge,
pinsi qu'une xone orange i fuorescence orange [Hg. 1, &) La solution chlo-
roformigque roge, recocillic lorsque la zone & fluorescence rouge alteinl le
bas. de la colonne d'alumine, présente le spectre d'absorplion des porphy-
rines. La leneur en porphyrine des coquilles de Pleria margarilifera élant
trop faible pour pouvoir lenler Pisoloment de ce hiochrome, nous avons di
nous conlenler d'en faire un examen speclroscopigue.
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19 Porphyrine de Plerin macroptera.

lsolé sous forme de longues el fines niguilles rouges, |'ester méthylique
de la porphyrine de Pleria macroplera fond au bloc de Maguenne & 2069 ;
te point de fusion est analogue & ceux des esters méthyliques de 'uropor-
phyrine 1 (2932) (108). Signalons cependant que H. Fiscuer b H. F. Hor-
MANN (86) situcnl le point de fusion de I'ester méthylique de Pwroporphy-
mne 1, purifié par chromatographies sur tale, & 3019, Landis que M. Grins-
TEIX el ses collaborateurs (T2), aprés chromatographie sur carbonate de
caleium, indiquent pour ce pigment un point de fusion de 2840 ¢l prétendent
que les variations des points de fusion plus élevés sont dues & une saponi-
fication particlle ou & la présence de complexes mélalliques,

Comme D'ester méthylique de Puroporphyrine I, le pigment de Pleria
Mdcroplera esk Lrés goluble dang le chloroforme, insoluble dans 'éther, |'acé-
Lale I:l’ﬂhl-'lr. el ["acide acétique pur ou dilué,

La teneur en G, H, N s"accorde avec la formule dlémentaire Cgy Hg, Ogg Ny,
qui ¢st celle des esters méthyliques des uroporphyrines,

Prise d'esani GOy HyO

en mg. en mg. en mg.

3,32 7,000 1,777
HE H %
Troovd. .. . . . . 0,97 i8R
Caleulé. . . . . .. 61,13 0.77

Le dosage de I'N, effectué selon la microméthode de Dumas, indique une
teneur de 5,83 pour 100, le taux d’'N des esters méthyliques des uropor-
Phyrines est de 5,95 pour 100,

Speclre dans 'ullra-vilel,

Les solutions porphyriniques présentent i la limite du visible et de I'altra-
Violel une bande d’absorption dent le maximum se situe aux environs de
400 my ; nous avons ohservé, pour le pigment de Pleria macroplera en
solution chloroformique, un maximum d'absorplion i 3 408, m.

Speelre dans le visible,

Les maxima trouvés avee la solution chloroformique de Pester méthyligue
de 1a porphyrine de Pleria mocroplera se situent & : 15 620 my ; Laj 600 my, ;
115 570 g ; TR D32 my ; IV 3 000 my. lis sonl enli¢rement comparables &
Ceux des esters méthyliques des uroporphyrines : 1) 624 my ; la 3 597 my ;
11,669 my, ; 1117531 my ; IV 3 499 my, .

- Sel complexe de cuirre.
Uristallisé en fines aiguilles rouge vil, courbes, souvent réunies en amas
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(aspect de gerbes), le sel complexe de cuivre de la porphyrine de Pleria macrop-
fera fond & 345-340°. Le poinl de fusion du sel complexe de I‘nmpurphf—
rine [ esl de 346-3480 (108). L'on et 'aulre sont solubles dans le chloro-
forme, insolubles dans 'acélate d'éthyle ol Pacide acétique. Leurs spectres
dans le visible sont idenliques ; leurs courbes d'absorplion présentent en
effel deux maxima siluds, U'un b §, 565 my | 'aubre & 3 528 my,

20 Porphyrine de Pteria margaritifera.

La solution chloroformique rose & fuorescence rouge de la porphyrin®
de Pleria margarilifera présente qualre bandes d'absorption, dont les maxima
correspondent exaclement & ceux qgue nous avons observés avee 'esler méthy-
lique de P'uroporphyrine de P. macroplera @ 1 3 625 my ; 113 B70 my §
LI 3 532 g ;5 1V 3 500 my, .

e] CONCEUSION

Malgré de nombreuses cristallizations, H. Fiscuen n'a pu obtenir la por-
phyrine (conchoporphyrine) de Pleria radiala & I'élat pur, et oo n'est qu'aprs
de nombreuses années de recherches qu'il a fAnalement identifié cetle por-
phyrine avec |'uroporphyrine I, grice i I'HMude de ses produits de dégrada-
Lion ¢t a Vemplol de la chromatographie sur Lale, Par conlre la porphyrine
des coquilles de P. vulgariz n'étant pas souillée par davtres substances
colorées, H. Fiscuen I'a identifiée facilement avee 'oroporphyrine 1. La
technique de chromalographie sur alumine, que nous venong d'indiguer,
rend aisé 'isolement el la purificalion des porphyrines des coquilles de Mol-
lusques, lorsgqu’elles sont accompagndes de nombrenses impurelés.

Par son aspecl cristalling son analyse démentaire, ses spectres ol aes solu-
bilités, la porphyrine de . macroplera &'apparcnle sux uroporphyrines.
PPar son point de fusion el par eolui de son sel complexe de cuivre, elle 8'iden-
tifie avee l'uroporphyrine 1. Au cours de la chromatographie, nous n"avons
pas décelé la présence de Puroporphyrine 1 gqui accompagne généralement
I"uroporphyrine | dans les cas de porphyrie.

L'analyse chromatographique permel de mettre en évidence des Lraces
d'uroporphyrine I dans les coquilles de P, margarilifera. 1| seamble ainsi que
la présence d'uroporphyrine | dans les tests des Pléridés soit un fait général.
[Dans certaines espices (P. macroplera, P. valgaris, P. radiala), la proportion
d'wroporphyrine 1 esl relalivemenl importante, alors que dans d'aulres
eapdees (P, margarilifera) elle n'existe quh 'élat de traces, Lexistence d'une
coproporphyrine, signalée par H. E. H. Nicnovas el A Comront, dans les
coquilles de P, radiala el P, eulgaris est, par conlre, inconzlanle ¢l de faible
imparlance,

" S Rpp—
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II. — PORPHYRINES DES COQUILLES DE TROCHIDES

“:Ep]:mlutp. que les Trochudés sonl dez Mollusgues Gasléropodes Proso-
branches du groupe des Trochacdés. Noug avons examiné les pigments des
Couquilles de Clarenlus pharaonis, de Troehus cirgalns el de T, moculatus,

a) PREPARATION

La coquille de Clanculus pharaonis L., rouge corail avee des granulations
hoires et blanches, montre en lumiére ultra-violette une Auorescence rouge
sombre ; les coquilles de Trochus virgales Gmelin el de T. maculafus L.
prisenlent des Laches roses on brunilres,

Les pigments de eces divers Trochidés sont extrails selon la technigque
mdiquée anlérionrement, Le comportement chromalographique de leur
Porphyrine esl identique & celui de 'oroporphyrine [ de Pleria mucroplera,
Dans le cas des codqquilles de Clanewlus, la porphyrine cristallise en longues
aiguilles fines, réunies en amas feulrés (aspect de Louffes de cheveux des
uroporphyrines).

b} PROPRIETES

La porphyrine des coquilles de Clancafus pharaonis esl soluble dans le
chloroforme, insoluble dans 'éther, Le spectre de sa solution chloroformigque
€3l superposable & celui de ester méthylique de oroporphyrine de Pleria
Maeraplera : 13 G205 my 3 13572 my 3 T3 532 my ; IV L 500 my, Enfin
ine chromatographie sur alumine d'un mélange des deux porphyrines ne
donne liew & aucune separabion des pigments,

Les solutions chloroformiques roses oblenues avec les coquilles de Tro-
hits onl également des spectres d'absorplion superposables i celle de 'uro-
Porphyrine de Pleria macroplera : 13 625 my ; IELADT2 my ; T 3 533 my, ;
IV 3 500 my .

La quantité de porphyrine que renferment les coquilles des Trochidés
®5L Lrop faible pour pouveir lenler isolement el Pétude plus complide de

©& pigment,
o CONCELTSEION

Nous avons obtenu i I'étal eristallisé la porphyrine des coquilles de Clan-
Culus pharaonis el monkré la présence d'une porphyrine dans les coquilles
de Trochus virgalus el de T, maculalus. Ces diverses  porphyrines de Tro-
chidés onl un comportement. chromatographique analogue & eelui de 1'uro-
Porphyrine de Pleria mocreplera ; leurs spectres dabsorplion sont dgale-
Mment jdentiques. Cerlaines coquilles de Trochus possédent un pigment
vert, présentant les caracléres d®une biliverdine ; il aurait ébé intéressant
de pouveir isoler ce bilirubinoide el de comparer ¢ propriélés & celles de
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biochromes des besls de Turbo el d Haliolis. Nous n'avons pu malhoureu-
gomaont nous procurer le matériel nécessaire pour celle étude.

Enfin, l'observalion de ces divers Mollusques & 1'état vivanl permetirait
de rechercher 'origine de 'uroporphyrine 1 el de voir £l #'agit d'un pro-
duit de dégradation ou pluldt de biosynthése,

CHAPITRE 11

ETUDE DES PIGMENTS BILIAIRES

A, — NOMENCLATURE

Afin de rendre plus compréhensible l'exposé du présent travail, il nous
paralt utile de dire quelques mols sur la nomenclature el les propriélés géné-
rales des pigments biliaires. C'est surfoul grice aux nombreuses recherches
analytiques et synthétiques de H. Fiscuer eb de W, BigpeL que la consti-
tution chimique de ces pigmenls naturels, provenanl principalement de
la destruction de 'hémoglobine, est acluellement bien connue,

A e A

Protoporphyrine X,

N N e
¥

La nomenclalure employée pour désigner les pigmenta  bilinires  doil
tenir compte des porphyrines correspondantes. C'est ainsi qu'il existe quinze
womires possibles de la proloporphyrine, numérotds de 1 & XV, distinets
les uns des autres par les positions respectives des radicaux méthyliques,
vinyliques el propanofques des noyaux pyrroliques. Les pigments hiliaires
naturels, dérivant de la proloporphvrine 1X, seront affectés du chiffre 1X.
En outre, il est nécessaire de signaler 1'endroit of se produit la ruplure du

1
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eyele porphyriniqoe, eette ouverture pouvant aveir liew aux ponts z, 5,

7 ou §. Les pigmenls biliaires dérivant de la protoporphyrine IX par rupture
du eyele porphyrinique au pont e seront affectés du signe 1Xax

SO0
el oy, me G Nﬁ o, Moo ___ Cliclg
H;’i__""m‘ "'j L D CH = ju-:

H "
Hilirubin: 1Xa.

Signalons que le Lerme de pigments biliaires Lend & désigner les pigments
pyrroliques naturele provenant de la digradation du groupement prost heé-
Lique de I"'hémoglobine el possédant quatre ou seulement deux noyaux pyrro-
liques, I'expression bilirubinoides élanl réservée aux dérivés Létrapyrroliques
Naturels ou synlhéligues.

La numération, adoptée par H, Fiscugn (110) el par W, Siepen 111),
e8b indiquée dans le schiéma suivant :

k‘j’ : II s ¥ !—w
f=5ﬂ _QU"_m_gﬁ'—-?
" N M
b1 H

Elle va de 1 & 8 pour les substitulions en position 5 el de 1" 4 8 pour
celles en position x. R. LeMpERG (19) propose, pour éviler toule éonfusion
aver les groupes méthines (o, 8, v 8) des porphyrines, d'adopler pour
disigner les ponts carbonés des biliruhinoides les lellres a, b, e

Lez hilirabinoides variéa, isolés des diverses séerélions ou excrélions
de l'organisme humain, proviennent d'ane réduction plus ou moins compléle
de la biliverdine 1 Xa. Cos pigments doivent leurs propri¢tés générales et en
particulier leur couleur, non sux radicanx fixés sur les noyaux pyrroliques
1 position 3. mais & la présence el & la distribution des doubles linisons des
ponls carbonds. Clest ainsi qu'i la réduction de Loutes les doubles liaisons
correspond la disparition de la couleur [mézobilirubinogine, stercobilinogéne ),

e

Mimahilirubinogéng [Xg.

La présence d'une double liaison #ant signalée par le suflixe &ne, la dési-
Enalion ircdne indiquera la présence de trois donbles liasisons, Pour montrer
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qu'il s'agit d'un bilirubinoide, les auteurs allemand: emploient le préfice
bili-, auquel R. Lempenrc subslitue celui de bila-, Ainsi la biliverdine, qui

v

H H
SBtrwctare bila-didne (a, bl

posséde Lrois doubles liaisons, & une struclure bili- ou bila-trigne, La position
des doubles liaisons esl précisée & P'aide des lettres désignant les ponts

0o

Htreciare bila-didne (@, o)

carbonéz, Ainsi la bilirubine & une constilubion bila-diéne (o, ¢) et la mésp-
bilivioline une structure bila-diéne (a, b).

s

i
m-" Hh’uh:'r

Les pigments, qui possédent une conslilulion bila-Lritne, sont bleus,
leurs spectres d’absorption dans I"olira-violet st dans le visible sonl analogues,
leurs sels de zine sonl verls, ils donnenl avee "acide nitrique nilreox les
phases violette, rouge, orange el jaune de la réaction de Gmelin ; leurs sels
e zine, aprés oxydation par Uiode, deviennenl bleus el présentent une inlense
fluorescence rouge ainsi qu'un speclre caracbéristique. R, Lempenc désigne
ces pigmenls sous le nom générique de perdines. Les bilirubinofdes qui
prisentent des propriélés analogues & celles de la bilirubine constituent la
claste des rubines, landis que les pigments dont les caractéristiques sont
semblables & celles de la mésobilivioline fonl partie des piolines,

[0 0 |
A a.,Ué %ﬂ‘" ek ki,
@d o | .-L'I-I——-Jﬂli
E [ ]

Hiliverdins 1Xa,

F Cependant, si & uné méme structure correspondent des spectres analogues,
les positions des maxima des bandes d'absorption dépendent des radicaux
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fixés sur les noyaux pyrroliques. C'est ninsi que la biliverdine et la mésobi-
liverdine (ou glaucobiline), qui possédent, Pune et 'autre, la structure hila-
Lriéne, mais qui différent par la présence de deux groupes vinyliques dans |a
premibre, remplacés par deux radicaux éthyliques dans la seconde, onl

s Fat g % Bt =2
vy iy

H
(Haueokiline 1Xa,

des maxima d'absorption distincls, aussi bien dans 'ultra-vielet quejdans
le visible (88).

I'—'“': clude historique el une description délaillée des pigments biliaires,
fimiag fuun apercu de lewr distribution dans les régnes animal et Fﬁgﬂul
#onl donnés par R, LEmpenc ot J. W, Leoce dans leur livee @ « Hemalin
fompounds and Bile Pigmenls » (18],

B. — HISTORIQUE

La présence de pigments biliaires dans les coquilles de divers Mollusques
“ppartenant aux genres : Haliolis, Turbo et Trochus esl signalée pour la
Premidre fois par C. Fr. Krukexserc en 1853 (112), Les résullals oblenus
Par cet auleur sont confirmeés quelques anndes plus tard par F. N,

Uz (113). Alors que les pigments d'Haliolis donnenl hiew & un cerlain
Rombre de recherches nouvelles, cenx des coquilles de Turbe ne font 1'objel
Qavcun Lravail récent.

Jlu.ll.ll]mml, les coquilles de diverses especes de Turbo (T, olivacens, T.
“’_'d"-ﬂflﬂ. T, pelholains) par de I'acide acétique ou de Vacide chlorhydrigque
dilué, €. Fr. Knukexsene oblient des solulions verles ne presentant pas de
*pectre d'absorption el domnantk la réaction de Gmelin. Ge pigment, qui
monlre de grandes analogies avec la biliverdine, s'en distingue par le fait
‘;{:;Lhﬁ peul #lre extrait des solulions acides ni par le chloroforme, ni par

s

Par ailleurs, & parlic des coquilles de Turbo sarmalicus el de T, rigosus,
< Fr. Knukexpenc oblient un pigment, la turbobrunine, qui donne avee
Valeaa] chlorhydrique une couleur rouge pourpre el qui, dang cerlaines
“nditions, se Lransforme en pigment verl, En 147 nous avons présenté
e note préliminaire (114) sur les propriébés du pigment bleu des coquilles
de Turbo Regenfussi,

coquilles d'Halielis, donl la pigmenlalion a alliré Pallention des
ﬂh'“"*"l'l!lll‘!-. sonl Lantdl rouges (H. rafeseens), Lantdd blew fonce (M, grganteq,

- californiensis),
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Le pigmenl des coquilles d"Haltelis rufescens est ébudié par G, Fr. Knu-
KENBERG (118), pums par F. N, Scnviz (113). Apris destrucltion du substral
ealeaire, le pigment rouge, dissous dans "aledol ou Pean acidulée, présente
les réactions des pigments biliaires ; il donne en particulier la réaction de
Gmeling, celle d'Erlich e¢t, aprés réduction avee 'amalgame de sodium,
celle de I'vrobiline. Copendant I'insolubilité de ce pigment dans les solvants
organiques ¢l le comportement des speclres le distinguenl neltement des
hochromes de la série blirobnigue.

Cetle ftode est reprise en 1930 par Ch. Duirg et G, Baosmeren (117, 17).
Leg réactions el les speclres du pigment (rufescine) en solubion agqueuse
neulralizde ou alcoslique acide sont soigneusement analysés | Paclion des
acides, des bases el des oxydanls donne naissance 4 des produils de colo-
ration varide (haliolirubine, haliotiverdine, halioticyanine] ; les uns possddent
des specires distinets de ceux des biochromes hilirabiniques, d’aulres par
vonlre présentent des analogies évidente: avee les produits d'oxydation
de la bilirubine (bilicyanine, cholféline).

Bien qu'ayant rapproché, dans son premier mémoire (118], lo pigment
bleu d' Haliolis californiensis des bilirubinoides, F, N, Scnurz, dang un travail
ultérienr (118}, le compare & indige. H. Lesmserc (118), reprenant cetle
élude, réfute cells seconde hypothése ol réussil, en brailant In poudre de
coquilles par un mélange d aleool absolu el d'acide chlorhydrigque concente®,
i obtenir un produit présentant les salubilités des esters des pigments biliaires.
Cet auleur sépoare, grice & leurs solubilités différentes dang acida chlorhy-
drgque dilud, deux pigments qui, en 2olution chlorelormigque acide, gonl |"'un
verl (pigment A}, l'sutre blen-vert (pigment B). Ces biochromes ne pré-
senlenl aucunc analogie de spectres avee les pigments biliaires connus,
leurs sels de zine ne montrenl aucune fluorescence,

Signalons également le travail de T, Koozuka (180) concernant le pigmenl
blew-vert 'Haliolis giganfea. Aprés réduction du pigment & Pacide jodhy-
drique et d'iodure de phosphonium, cel auteur observe la réaction des
eopeaux de pin caractérisbigque du novau pyrroligquse,

Aprés avoir fail un brefl exposé sur le pigment principal (haliotivioline)
des eoquilles d'H. eracherodii i la géance du 23 juillel 1948 du X111*® Congrés
Internalional de Zoologie (Paris), nous publiongs une nole préliminaire sur
la parenté de ce biochrome aves les hilirubinoides (121). Enlre Lemps, A, Gos-
ront (128) considére de nouvesu le pigment bleu d°H, erackerodil comme un
dénvé de 'indigotine, Les arguments mvogués par A, Cosvont sont, d"une
part, l'analogie entre les spectres d'absorption dans le visible du produil
d'oxydation du pigment principal d'H. cracherodii eb de Puroroséine el
d'autre part, lo simmlitude entre les spectres dans Vultra-violel. du pigment
bleu d'Halioliz et de 'indigotine. Duranl un bref séjour & " Instilut de Biologie
physico-chimique, A. Comront prend connaissance de nos recherches, puis,
au cours d'wne nole récente (123) sur un biochrome jaune d'H. eracheradii,
il reconnaft la nature tétrapyrrolique du pigment principal blew,




FIGMENTS TRETRAPYREROLIGUES o7
. — REGCHERCHES PERSONNELLES
I. — PIGMENTS BILIAIRES DES TURBINIDES

Les Turbinidés sont des Mollusgues Gasléropodes Prosobranches. Leurs
coquilles sont turbinées, lisses ou rugueuses, avec une ouverlure arrondie,
O%ale ou subtétragonale, La surface extérienre est plus ou moins pigmentée,
alors que la surface interne de la coquille est nacrée.

A. — PIoMENTS BILIAIRES DES coQUILLES DE Turbe Regenfussi Desh.

Les exem plaires mis & notre disposition provenaient de Nha Trang (Indo-
thine). Une crofite caleaire recouvrail et protégeait la surface pigmentée,

a) PREPARATION
I* Extraction of estérification des pigmenis.

L) coquilles (D kg. environ) de Turbo Regenfussi sont Lrailées par 8 litres
d'aleool méthylique chlorhydrique & 13 pour 100, Tris rapidement la liquear
alcoolique se colore en brun, puis en verl, Apris 24 houres los coquilles, presque
“Bligrement décolorées, ne présentent plus que quelques zones bleues. La
Solution aleoolique acide est traitée par fractions de 2 litres, chaque fraction

ant additionnée de S0 cm® de chloroforme, puis dean distillée jusqu's
Iormation dun trouble blanchitre. Au cours de la neutralisation & 1"aide
e bicarbonate de sodium, le chloroforme se sipare en entrainant les pig-
ments, La couche chloroformique blen-vert est ensuile décantée, puis lavie
#Miccossivement 3 fois & 'eau distillée, 2 fois avee une solution de carbonate
d:*‘ 8odium & 5 pour 100, puis de nouvesu & I'eau distillée. Les pigments

tlinires, ayanl leurs fonclions acides estérifites, ne sonl pas enlevés par la
folution alcaline, qui décompose uniquement les chlorhydrates formés en
Milieu acide. Finalement les solutions chloroformiques provenant des diverses
Tractions sant riunies, puis déshydratées & 'aide de sulfate desodium anhydre.

20 Purification ei séparation des pigmenis par chromatographie.
Chromatographie ¢ l'aide d'un mélange élhéro-chioroformigue,

Apris filtration, la selution chloroformique est dvaporde & see ol le résidu
'5'?'- repris par un mélange & volumes dgaux de chloroforme et d'éther ; les
Mgments blew-verl sonl ainsi dissous eb débarrassés d'un régide bronflne
sbondant, La solution éthéro-chloroformique est alors filtrée sur une colonne
d_lﬂlllﬂ‘linn désactivie, qui fixe les pigments blen-vert dans sa portion supé-
Tleure, tandis que le filtrat, jaune an début, devient rapidement incolore.

chromatogramme cst alors diveloppé & Paide de chloroforme technique
m!!-'- 2, a). Une premidre zone bleu plile se détache et descend rapidement,
"ivie d'une zone principale bleu foneé nettement séparée de la premidre
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par un espace incolore. En haul de la colonne d'alumine demeurs une zone
brun verdiitre. Les liquides colorés, qui fillrent lorsque les zones bleves
albeignenl succesgivement le bas de la colonne d'alumine, sont recucillies
separcment,

Par évaporation spontande de la solulion chlorolormique blene eorres-
pondant & la zone [, nous n'oblenons avcun produil cristallisé, Ge pigment
clant en brop faible quantité pour ére étudid, nous nous sommes contentd
d'en prendre les spectres d'absorption, qui sont d'ailleurs idenliques i ceux
du pigment de ln zone principale (zone 1)

* ',',‘H!IE 13:““ - %z.ﬂ brund tre

ISRy 211 bleu péle

£.IT bleu foncd o2l bleu fonod

z,I bleu pale —eef? .1 Bleu pile

Fri, 2.

Par évaporation de la solution chloroformique bleos correspondant & la
zone principale, le pigmend eristallise sous forme de prismes blen foned réunis
en houppes. Ce pigmenl est rechromatographié sur alumine, puis recristallisé
dans un mélange de chloroforme et d'acétate d'éthyle. Nous oblenons
aing N mg, de pigment & élal d'ester méthylique,

Chromalographie ¢ Faide dun mélange ' acélale o élhgle ol d'éther.

A la suite d'une autre extraction & partie de B coquilles de Turbe Regenfussi
nous avons employé pour la chromalographie un mélange & volumes édgaux
i'acétate d'éthyle el d'éther. Les pigments dissous dans ce mélange sont
fixés sur la colonne d'alumine. Le chromatogramme est alors développt &
I'aide d'acétate d'éthyle pur (fig. 2, &)

Comme dans 'expérience précédente, nous dislinguons: une premiére
zone bleu phle suivie de la zone principale bleu foned (zone 11). En oulre,
une lroisiéme zone blen phle se détache de la zone supéricurs (zone 1V)
brune. Le pigment de la zone [T est en trop faible quantité pour pouvoir
étre étodié, Nous pensons que ces différentes zones bleu péle correspondent
i des pigments isoméres du pigment principal,

Le filtral correspondant @ la zone principale est recueilli, puis rechroma-
lographié selon la technique précidente. Le pigment est linalement recris-
Lallis¢ dans un mélange d'acétale d'éthyle et de chloroforme. Nous oblenons
amsl 3 a4 mg, de pigment enstallisé,
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b} PROPRIETES

Le pigmentl eristallisé, que nous proposons de nommer TURBOGLAUGH=
BILINE, esl Lrés soluble dans le chlorolorme, moins soluble dans acélate
d"ﬁ‘ﬂ'ljl'h' el 'alcosl méthyligue, Lrés peu soluble dans 1'éther, insoluble dans
Il'ﬂhtr de pélrole ; ces solubilités correspondant & celles des esters méthy-

liques des pigments bilinires,

Son point de fusion, pris au bloc de Maquenne, est de 5260, Nous
avons observé des points de fusion identiques pour les denx produits chro-

malographiés différemment.

L'analyse élémenlaire (effeciuée au Laboraloire du Muséum) nous a

fourni les résullats suivants :

1* pour G et H:

Prise d'essai Hgl} GOy
0 Mg, en meg. en mg.
3,841 2.14 8,37
2,882 ) Bl
C 9% H 2%
HLUE 622
09,72 6,31
o pour N (dosage elleclud selon la microméthode de Dumas)
Prise d'essai Volume d'N N
1 IngE. en cm?
240 — TH1 mm,
4,785 0,32 752
4 pour les groupements méthoxyle :
Prise " essai I Ag OGH; %
en Img. =0 g,
2,845 4 KK 188

Nous donnons & Litre comparabifl la Lensur en éléments des esters mébhy-
ligues e quelques pigments bilinires du groupe de la biliverdine, dont la

“P}*Ji;luur:nlﬁlmr prisente Loutes les propriélés.

balers méthyligues
Turboglaucobiline. . .

G % H %

59,72 6,31
Coproglaucobiline. . . . . . . 64,08 6,30
Biliverdine. . . . . « . . - . 68,80 6,22 W17
Gloncobiline . . . . .. . . . B8d 6,54 09,12

ST 6,22 752

OGH, %
18,8
16,54

10,16
10,000
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La turboglaucobiline posséde une constitution chimigue différente de celle
de ces divers pigments ; cependant les formules #émentaires, qui doivent
Mre retenues pour la bturboglavcobiline, ainsi que nous le verrons plus
lpin, sont voisines de celle de 'ester méthyvlique d'une coproglaucobiline ©

{ e

Yap g e % L Fat o
v-By By B -

Coproglagsobiline 1.

UapllygUeNy dont elles se différencient principalement par la présence de
2 4 3 atomes d'oxygéne supplémentaires dans leur moléeule,

Les formules élémentaires, s'accordant avee les valeurs analvliques Lrou-
viées pour nos préparations de turboglaucobiline, sonl les suivantes :

Caleulé

C % H % N %
CaaHuOhge & - (0o v 5,68 6,12 7,73
S fo s o
gl lgy grige &+ ¢+ 4 r 2 o= o+ & ¥ o4 ," ALl '
T e e R R T N 6,27 7,58
CaMi0uN,: (usaiae oo o v 80,93 b, 7,48
i HEOERE N daeht | inh o 60,77 6,18 758
[0 TR R e e 59,00 6,06 7,30
GaHa OalEas s vy oo b 1,38 5,068 7,34
{:'H“'I}"H‘ R e I T T R T m,ld :.J-.% ?,Ig

Toules les propriétés de la turboglaucobiline 8'aceordenl avee une structure
fondamentale bila-triéne (voir p. 64), & laquelle correspond la formule
CypHgUgNy ; en oulre, d'aprés la teneur en méthoxyle el Panalyse chromato-
graphique sur papier, elle renferme 4 groupes carboxyle estérifids soit G 04
il ne reste plus sur les novaux pyrroliques que 4 emplacements  disponibles
pouvant étre occupés par des radicaux — CHy soil GyHyy, les carbones supplé-
mentaires ne pouvant &re lits an maximum qu'a 2 hydrogines, Ces divers
élémenls dlanl addilionnés nous Lrouvons :

CapH 03N, + CyHy0y + CHyy = CyHggOpN,

Ce Lolal élant soustrail des formules pouvanl élre envisagées pour la
Lurboglaucobiline, on s'apercoil que seules les formules @ CgH 00N,
CagH g0y el GggHg0ga Ny, pour lesquelles il reste respeclivement CyH g Oy,
CaHyg0g ol CgHyOy, peuvent élre relenues ; les aulres formules renferment

en eéffel brop d'hvdrogéne par rapport au pombre d’alomes- de carbone.
Pour les formules CyghljOgeN, ol CgH g0 N, los teneurs en C sont vojsines

Em.rct.'.ﬂ.l'-l'-l'-.l..F:l-ﬂJ
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o celles trouvies pour la Lurboglaucobiline, par contre les tencurs en Het N
sont faibles ; pour ln formule CeHgy0gN, 1a teneur en G est Lrop élevée,
Par contre les Leneurs en H et N se rapprochent davantage de celles trouvies
pour la turboglavcobiline.

Réaclion de Gmelin.

La turboglaucobiline, en solution chlorolormique, donne avee 'acide
mitrique nitreux les phases vielelte, rouge, orange et jaune de la réaction
de Gmelin, Elle correspond en effel, comme la biliverdine, 4 la phase bleus
de la réaction de Gmelin,

Méaciion inda-sanciqie,

L'addition d'une liquenr aleoolique d'scétate de zine & la solution chloro-
Birmique de la turboglaucobiline proveque la formation d'un sel complexe
verl. La solulion verte ainsi oblenue ne présente pas de spectre caractéris-
lique, mais seulement une forte absorplion dans le rouge. Cependant, oxyddée
Bar Liode, celte solution devient rapidement bleue el présente alors une
lense fluorescence rouge of un spectre & deux bandes d'absorplion. Celte
Péaction, caracléristique des pigments biliaires ayant une structure bila-tritne,
5L due & |a formation de produits d'oxydation (mésobilipurpurines dans le cas
de la glancobiline) dont les sels complexes de zine blous offrent une intense

Orescence rouge ¢l un spectre & deux bandes d’absorption.

Spectrs @ absorplion dans "ullra-piclel,
L'examen du spectre d'absorption dans V'ultra-violet de la solution

a3 AY
AV A
A

N

3

300 400  B00 800 Ame
¥, 3, — Courbes d'sbsorptlon de 'ealor mlf-tl.r'lﬂu-q de la tarboglaacobiling
dana Moltrs-vialet ot Lo i1 5

“hloroformique de la turboglaucobiline o été réalisé & 'aide du grand spee-
trographe pour chimistes de Leiss,
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La posilion des maxima des bandes d'absorplion a élé précisée par
I'enregistrement microphotométrique. Ne connaissant pas la concentration
exacte en Lurboglavcobiline de la solution dudide, nous avons établi la courbe

) . e X : M
i i n &n prenant ' . L .
I"absorptio prenant arbitrairement la concontralion 10,000

a':’-.i
4,5 | //\I.

S AP
AR

1 g

Jﬂ;ﬁ
Fig. 4. == Courbis d'absorption de ester m ique de la biliverdine
ans "ulim-violet of ks visd

La courbe d'absorplion (fig. 3) présente deux maxima, 'un principal
situd & j 378 my , Vautre secondaire i 3 307 my . Par son allure générale,
celle courbe esl comparable & celles des esters méLhyliques de la biliverdine

Jog €
7 %

I
Ea

A
e

300 400 500 600 imm

g, 5, — Courbyas d' :lul'dltarm&hﬂlquhh;hmhiuu (=}
ddnhww =} d'apris A, STERN ot F. PROCENER

(fig. 4), de la glavcobiline el de la coproglancobiline (fig. 5). Copendant les
deux bandes d'absorplion secondaires de la biliverdine, de la glaueobiline

Emrct.'.i'l.l'-.l'-l'-.l_ﬁli::_l
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el de la coproglaucobiline sonl remplaciées par une bande unigue Lrés nelle,
En aulre, |a position du maximum principal (Max. 1) de la turboglavcohbiline
et intermdédiaire entre celles des maxima de la biliverdine (3 384 miy | d'une
parl (88), de la glavcobiline (3 2063 my | el de la coproglaucobiline (3 363 Mg )
d'autre part (115),

Les positions des maxima de ces Lrois biochromes sont donndes dans le
Lableau auivant

Estors méthyliques Max. | Max. 11 Max. 111
Ty Ty i

Biliverdine IXg . . . . . 359 316 282

Turboglaucobiline . . . . 378 307

Ulaucobiling IXa. . . . . 363 315 256

Coproglaucobiline lg . . . 363 H0H P

‘I!I'E't-il-dt' de |a courbe d'absorplion dans 'ultra-violel de la Lurboglaven-
biline montre nettement que ee bilirubinoide posside une structure analoguoe
i celle des pigments ayanl une constitution fondamentale bila-tritne (bili-
Verdine, glaucobiline). Les deux ou Lrois atomes d'oxygine supplémentaires
Tue posside ce pigment par rapport & ln coprogliveobiline ne peuvent #re
Fonlenus que dans certains radicaux fixés aux noyaux pyrroliques. Lo dé-
Macement du maximum principal d'absorplion par rapport & ceux de la
Elaucobiline et de la coproglaveobiline ne penl &re impuolé qu'a la présence
d¢ ces radicaux oxygénts,

Specires d'absorplien dans le visible.

a) Selulion neulre

L'absorption dans le visible de la solution chloroformigque neutre de la
l“"'b'ﬂ-g]aumh:il:inu a dtd éludidée i Paide do speetropholométre de G, Yvon ob
A Jobin qui nous permel de délerminer la densité apligue 4 des solulions

Seamindes, Le coellicient dextinelion csl caleulé d'aprés la formule : ¢ = é‘#'

® flant la concentration de la solution examinée, d I"épaisseur de la cuve.
Dhans Pappareil, I'épaisseur de la cuve ftant de 1 em., la formule devient :

T -EB el log. ¢ = log. % Ne connaissant pas la coneentration exacte en
turbaglaucobiline de la solution #ludite, nows avons arbitrairement priz la

SOneantralion pour élablir la courbe.

H.—
(XL
La densité optique de la solution chloroformique bleue de la turboglau-
“abiline croil & partic d'un minimum situé vers 3 490 My , passe par un
Maximum vers j, 655 my, puis décroll lentement (fg. 3). Nous avons em-
¢ la méme solution pour élablir les courbes d’absorplion dans le visible
L Pullra-vialet, eo qjui nous o permis de les réunir dans un méme graphigque.
Méwommms oy Musdun, Zoclogie, & V. q
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Le maximum d'asbsorption de la turboglancobiline dans le visible est
encore intermédiaire entre ceux de la biliverdine [3 G665 my | et de la glao-
cobiline (3 640 my ).

b) Solulion actde
La densité oplique de la solution chloroformigque acide blan-verl, ablenue
en ajoutant 2 goutles d'aleool méthylique chlorhydrique & la solution pré-
eddenle, eroll & parlir d’un minimum qui se silue vers 4 48 my el passe par
un maximum & § 665 my (fig. 6). La courbe d'absorplion esl enlidremend
comparable & celle de la biliverdine dont le maximom se place @ 4 G705 mg,

¢| Sels complezes de zine :

L adddition de quelques goultes d'une solulion alesolique d'acélate de
zinc a1 % a la solulion chloroformigue neulre de lurboglavcobiline pro-

- ma s

4,5

L

Fia. A, — Courbes d'absorption des esters mé-  Fio. 7. = Conrbe d'sbasrpiion des aels do

i il la furboglaveoblline (—] ef d zi iy Viple dde la tnrbogha
ﬂm:dh[llul l--—lunhl.hnl':id.f: hﬂuﬁ:lqlfi HF;L!.- bilbverding 1---::“-

voque le virage du bleu an verl par suile de la formation d'un sel complexe.
La densilé oplique de la solulion eroil régulitrement du violel au rouge,
sans qu'il soil. possible de déceler an spectropholomélee un maximum dans
le visible.

Par contre, aprés addition de quelgues goultes d'une solulion sleooligque
diiode &4 1 %, la liqueur devienl rapidement blewe el présente alors une
intense fluorescence rouge ol un spectre & denx bandes d‘absorplion carac-
Liriztique : 'une principale & 3 635 my Vsutre, plus Taible, & ) 585 my
(. 7).

La courbe d'absorption est comparable i celles des sels complexes de
gine, oxydés par Iiode, de la biliverdine (fig. 7) ol de la glaucobiline. Cepen-
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dant les maxima principaux se siluent pour la biliverdine & ) G40 my, o pour
I glaucobiline i i 627 my (1186).

Ainsi aussi bien dans le visible que dans "ultra-violel les solutions de tur-
boglaucobiline présentent des specires d'absorption entiérement comparables
b ceux des bilirubinoides du groupe de la bihverdine ; elles ne différent des
lulions de ces pigmenls que par les posilions des maxima des bandes
ﬂ'ihldlnriim:, les maxima de o lurboglavcobiline dant inbermdédiaires enbre
Sux de la biliverdine el de la glavcobiline,

o) CONCLUSION

Nous proposons de donner au pigment blen isolé des codquilles de Turbo
Kegenfussi le nom de Lurboglaveobiline,

Ce pigment, extrait sous forme d'ester méthylique, puis purifié par chro-
matographie, crislallise sous forme de prismes bleu-foncé (PF 260.2069),
est le premier bilirubinoide de Mollusques obtenu & I'éal eristallisé, La
Lurboglauco biline prisente Loules les propriélés des pigment biliaires pos-
8édant comme la biliverdine une structure bila-triéne (couleurs et apec res
des solutions, Lest de Gmelin ol réaclion wdogincigque ) ; elle doit ftre consi-
dirde comme un nouvean bilirubinoide du groupe des verdines. Les spee-
Ures de ses solutions onb #Lé soigneusement éludids et comparés i ceux de
I biliverdine, Les maxima des courbes d'absorplion dans I'ultra-violet &t
b visible ont des positions intermidiaires entre ceux de la glaucobiline et de
la coproglaucobiline, d'une parl, el ceux de la biliverdine, d'autre part.

L'analyse élémentaire s'sccorde avee les formules Copll 0™y CHes
OgaN, el CagHagya™Ny. Ces lormules, bien que voisines decelle de 'ester méthy-
Wque o une coproglaneohiline UggH 05, N,. 8'en distinguent cependant par
I'_ Prézence de 12 ou 13 alomes d'oxygéne au lieu de 10 pour une eoproglanco-
biline. Les deux atomes d'oxvgéne supplémentaires ne peuvent étre con-
Lenus fue dans les chalnes latérales fixdes sur les noysux pyrroligues en
Posilion 5. En eflet, ninsi que nous I'avons signalé antérieurement, & une
Structure déterminée correspond un ensemble de caracléres donnés ; loole
Mibstitution en position & entrainerail une modification de celte structure
L un changement des propriétés générales du pigment. Dans le cas de la

aucohiline, si les alomes d'oxyeéns supplémonlaires élaient situds
I position g, les propriétés de ce pigment ne pourrsient plus dre compas
Fables & celles des bilirubinoides du groupe des verdines.
h'ﬁp’ﬁ la teneur en groupements mélhoxyle, la turboglavcobiline pos-
fiuatre fonctions acides comme une coproglascobiline. Comme nous le
Verrons ultérienrement, 'analyse élémentaire de la lurboglavcobiline donne
if résnltals comparables & ceux oblenus avee 'haliotivioline, pigment
Prncipal des coquilles d' I, eracherodii. Tous les pigments bilinires naturels
“Onnus jusqu's ce jour derivaient de la proloporphyrine ; c'est la premitre
fois que des bilirnbinoides, ayanl une composition voisine d'une coproglan-
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cobiline, sonl signalés dans le régne animal. Happelons loulefois gque la
porphobiline semble possédor des chaines latérales analogues & celles de
Furoporphyrine ; ee pigment a éé oblenu par J. Warpesstrom (11) @&
parlir du porphobilinogéne, dipyerviméthane Lrouvd dans les urines de
malades atteints de porphyrie sigué.

La présence, dans diverses coquilles de Mollusques, d'uroporphyrine |
pouvant par décarboxylation donner de la coproporphyrine 1 noug incile
i penser que la turboglancobiline posséde une slructure analogue & celles
de cos pigmeonts el que les formules CgH 0™, ot CagH 04, N, qui font de
e biochrome une dioxy- ou une Irioxyveoproglavcobiline, sonl les plus vrai-
semblables,

Chaque noyau pyrrolique des uroporphyrines posséde un radical — GHg =
GOOH et un groupemenl — CHy — CHy — GOOH, Dans Loules les aulres por-
phyrines el par conséquent dans Lous les pigments biliaires pouvanl en déri-
ver, los radicaux ¢éLhanofgques de Puroporphyrine sonl remplacds par des
groupes méthyle — GHy. Aussi pensons-nous que la turboglancobiline posséde
dgalement quatre radicanx méthyle, fixés respeclivement sur chacun des
quatre noyaux pyrroliques of que les atomes d'exvgene supplémentaires de
e biochrome sonl contenug dans les chalnes propanoiques, pour lesquelles
il est possible d'envisager les formules — CHOH — CHy— COOH ou— CHy —
GHOH — COOH, de tels radicaux pouvanl conduire par décarboxylation
el déshydratation & des groupes vinyle : — CH = CHy. Dans ce cas la for-
mule développée de la turboglavcabiline renfermernil soil deux, soil Lraois
radicaux oxypropanaiques et correspondrail an schéma suivand

&
Bl e B n,cl\?cl, e BC,. R
H

R} = CHOH — CHg — COOH ou — CHy — CHOH — GOGH.

Alors que les coproporphyrines renferment quatre chaines lalérales pro-
panoiques, les proloporphyrines n'ont plug que deux resles propanoiques,
les deux aulres élanl remplacés par des groupes vinyle — CH = Glly, D apros
les travaux de M. Grxstein el de ses collaborateurs (8), la coproporphyrine
I serail directement synlhélisée par Uorganisme el se Lrouverail & |'ori-
gine de la protoperphyrine 1X, deux des groupements propanciques étant
transformés en radicanx vinyle par décarboxylation el déshydrogénation.
Lies donndes confirment la Lhéorie de W, J. Tuaxen (10) =clon laguelle les
groupe vinyle se formenl aux dépens des chaines propanoiques. Or on o
abservé que la décarboxylation biologigque n'était possible que dans les sys-
Lémes — GO — COOH,— (0 — GHy — COOH ¢t — CH (NHg) — COOH. Si

Lo formule proposée pour la Lurboglaucobiline ¢lait confirmde, il Taudrail consi-

|

Sn.rct.'Her.F:l-HJ
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dérer les chatnes latérales oxypropanoiques de ce pigment, soit comme des
formes de paszage enlre les radicaux propanoiques b vinvliques, soil comme
des précurseurs de ces denx groupements,

Nous ne pouvons momentanément proposer cette formule développie
fue comme une hypolhése de travail, n'avant en & notre disposition qu'une
trop faible quantité de pigment pour pouveir en éludier les produits de
digradation.

Ainsi, bien que 'étude de la turboglaucobiline ne permette pas d*émetire
une lormule définitive pour ce nouveau bilirubinoide, elle donne toutefois
Un premier apergu sur la constitutjon chimique des pigments biliaires des
Coquilles de Mollusques,

B, — PIGMENTS DILIAIRES DES copuiLLEs pE Turbe marmorafus L.

a) PREPARATION
I* Extraction et estérification des pigments.

Une coquille (450 g. environ) de Turbo marmorafus est allaquée par de
Valcoal méthylique chlorhydrique & 12 %, La liqueur alcoolique s¢ eolore
Fapidement en blew-vert. Aprés 24 heures les pigments sonl extrails par
du chloroforme selon la Lechmigque décrite antértenrement. La  conche
“"]m'ul'urmiqu-: décanlée, puis lavée avee une solulion de carbonate de
"':*i'lll;ﬂ i 5 pour 100, est finalement desséchée avec du sullate de sodium
anhydre.

20 Purification et séparation des pigmenis par chromatographie.

Apris filtration, la solution chloroformique est évaporée & see et le résidu
Tepris par un mélange & volumes égaux de chloroforme et d'éther. La solu-
tinn ethiro-chloroformique est alors fillrdée sur une
“olonne d’alumine, préalablement  désactivée  par lz 1T
lavages & I'alenol méthylique. Lo chromatogramme brun rouge
8L ensuite développt & Iaide de chloroforme pur,
Une: premiére zone blea clair descend le long de la

E:;Eﬂﬂ tl'ullllmirw. auivie d'une gone principale bleu HH. foncd
(fig. 8).

En haut de la colonne demeure une zone brun 1
Touge. Lorsque les zones bleues atleignenl respecti- :.iﬂ pile
Yement le bas de la colonne, nous recueillons Sépare=
Menk les golutions bleues qui filtrent. Pia, 8.

I-'? chromatogramme ainsi obtenu esl idenlique &
“elui observé dans les mémes conditions avee la solution pigmentaire de
« Regenfussi. Dons les deux cas nous constatons ln formation de deux
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zones bleues @ 'une inlérieure (zone 1), ne correspondant qu'h des Lraces
de pigment, 'autre supfrioure (zone 11), plus importante,

Par évaporalion sponlante de la solution chloroformique correspondant
i la zone 1, nous n'oblenons qu'un produit impur, mal cristallisé, constibué
par quelques aiguilles blewes,

Par évaporation de la solulion chloroformique correspondant & la zone [T,
le pigment cristallise ous forme de prismes blen foncé, réunis en houppes.
Le pigment est rechromatographié sur alumine el recristallisé dans un mélange
de chloroforme et d'acélale d'éthyle,

Nous oblenons ainsi guelques milligrammes de pigment. cristallise.

b) FROPRIETES

Le pigment, isold des coquilles de T. mormoralus @ 'élal cristallisé, esl
identigue & la turboglancobiline. Sa forme cristalline et ses solubilités sont
comparables, gon poinl de fusion pris au bloc de Maguenne est de 30522060,
Le mélange des deux pigments ne montre aucun abaissement du point de
fusion. L identilé des deux pigments a ¢t en outre élablie par une chroma-
tographie mixle. Une solution chloroformique des deux pigments est addi-
tionnée d'un égal volume d'éther, puis filtrée sur upe colonne d*alumine,
Le chromatogramme #tant développé avee du chloroforme pur, une seuls
zone 8¢ forme ob descend le long de la colonne.

Les spectres d'absorption du pigment, izolé des coquilles de T. marmo-
rafus, sonl dgalement semblables & ceux de la turboglavcobiline, Le spectre

d'absorplion dans I"ultra-violet de la solution chloraformique présente deux -

maxima donl Jes positions sont identiques & celles des maxima de la turbo-
glaucobiling ; le maxima principal ¢ situe & 3 378 my , lo maximum secon-
daire & 3 307 my, . La courbe d'absorplion dans le visible de la solulion chloro-
formique neutre est également superposable & celle de la turboglaucabiline.
La densilé oplique croll d'un minimum vers } 400 my pour passer par un
maximum & j 650 my , Le spectre d'absorplion du sel complexe de zine,
oxydé par l'iode, est aussi comparable & celui de la turboglaucobiline. La
solulion chloroformique, aprés addition d'acétale de zinc el d'iode, présente
une coloration bleue, une intense Muorescence rouge et deux bandes d°alsorp-
Lion, donl le maximum principal se situc & 3 635 my , le maximum secon-
daire & 3 BEH my .

¢l DONCLEITSION

Les pigments bleus des coquilles de Turbo marmorafus gonl eomparables
i ceux des coquilles de T. Hegenfussi. Le pigment blen principal, obtenu
o 'état cristallisé, présente des proprictés identiques & celles de la Lurbo-
glaucobiline,
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. — PIGMENTS BILIAIRES DES cOQUILLES DE Turbe elegans Phil,

a) PREPARATION

1o Exiraction et estériflication des pigments.

2 eoquilles (0 gr. environ) sonl immergées dons de Paleool méthylique
@12 8 Apris 24 heures les pigments sont extraits par du chloroforme selon

technique décrite antérieurement. La couche chloroformique, aprés décan-
Lalion ol lavages avee une solution de carbomate de sodinm 4 5 9, est finale-
menl déshydratées avee du sullate de =odiom anhydre,

20 Séparation des pigmenis par chromatographie.

La solulion chloroflormique, aprés filtration, eil concentrée a O em® el
additionnéde d'un égal volume d'éther. La solution éthéro-chloreformigue
#8l verads sur une colonne d'slumine préalablement désactivie par lavages
aver 'aleool méthylique, Le chromatogramme, développé avee du chloro-
forme pur, esl identique & celoi oblenu avee une solulion pigmentaire des
Coquilles de T, Regenfussi,

Une zone principale bleue se détache ol descond le long de la colonme
dalumine, pricédée d'une zone blen péle.

Par évaporation spontande de la solution chloroformigue, correspondant
i la zone principale, le pigment cristallise sous forme de prismes bleu foneé,
Téunis en houppes.

b PROPRIETES

La gquantité de pigment obtenu & I'élal cristallisé¢ étant trés faible, nous
B'avons pu effectuer qu'une chromatogeaphie mixte el examiner les spectres
d'absarption dans le visible,

Une solution ehloroformique du pigment cristallisé el de la turboglauco-
biline est additionnée d'un égal volume d"éther, puis filtrée sur une colonne
Palumine désactivée. Lo chromalogramme esl développé & 1'aide de chloro-
lorme pur. Une seule zone se forme of descend lentement le long de la
colonme d'alumine, Aucune séparation des deux pigments n'étant observée,
s pouvons penser qu'ils sont identiques.

La courbe d'absorption de la solution chloroformique neutre du pigment
cristallisé est superposable 4 celle de la turboglaucobiline. Le maximum
d'abgorption se situe i j 655 M,

Le spoctre d'absorption du sel complexe de zine, oxydé par liode, est
fgalement comparable & celui de la turboglaucobiline, obtenu dans les mémes
Condilions, Le maximum principal se sitoonl & 3 635 my, le maximum
Becondaire & 3 B85 my,
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o] CONCELESION

Lo chromatogramme, oblenu avec la solulion pigmenlaire des eoquilles
de Turbo elegans, esl comparable & celui observd dans les mémes conditions
aver les biochromes des coquilles de T. Regenfussi. Le pigment principal,
eristallisé, a é0é identifié avee la turboglaveobiline par une chromalographie
mixte ; les specires d'absorption dans le visible de ces deux pigments sonl
analogues,

II. — PIGMENTS BILIAIRES DES HALIOTIDES

Les Haliotidés sont des Mollusques Gastéropodes Prosobranches, Leurs
enquilles sont ovales, avee une spire courte, excentrique ; elles sont pourvoes
d'une rangte de perforalions permanenies, Ces coquilles sont recherchées
pour leur nacre,

Nous avong examindé les pigments des coquilles Meves d'Holiolis erache-
rodil Leach, originaires des edles de Californie, Le malériel, dludié anlérieure-
ment par les divers auleurs sous le nom d'H. californiensis Sow., cst sclon
toute vraisemblanes identique & H. eracherodii Leach, donl H, ealifornien-
sis n'esl qu'une voriélé pou commune.

a) PREFARATION
I® Exiraction ef estérification des pigmenis.

Les diverses extraclions des pigments d'Haliolis effecludées au cours de
ce travail ont ¢4¢ conduites selon la techoique suivante : b coquilles d° Halio-
lig cracheradii (300 gr. environ) sonl immergées pendant 12 heures  dans
4 litres d'aleool méthylique chlorhydrigque & environ 12 %, Les pigmenls
sonl ainsi dissous ol eslérifiés. Aprés concentration sous vide & environ
1500 cm?, la solution alcoolque bleu-verl est additionndée de D0 cm?® de
chloroforme, puis le mélange oblenu est dilué avee de eaun distillée jusqu’h
apparition d'un trouble blanchitre. Une partie du chloroforme se sépare
en une couche verte, Landis que la hiqueor surnagesnte resle colordée en bleu,
Au cours de Ja neulralisalion progressive de cetle dernidre & P'aide de bicar-
bonate de sodium, des goullelettes de chloroforme se séparent el se rassem-
blenl en una nouvelle couche violelle, Finalement Lous les pigments passent
en solution chloroformique el la fraction aqueuse ne présente plus gqu'une
Leinte vert pale.

Apris un premier lavage & 'ean distillée, lasolution chloroformique est
agilée & dewx reprises avee une solulion de carbonale de sodium & 5 %, puis
de nouvean avee de 'eau distillée,

20 Béparation des pigmenis par chromatographie.

Aprés distillation du chloroforme sous vide, le résidu pigmentaire est
repris par 50 em? de chloroforme neutre el see, La solulion vislelle gblenue
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el fillrée sur une colonne A alumine désaclivie (0 g qui retienl les pig-
ments dans sa pnrlinn supérieure. La colonne exl alors lavée an ¢hloroflorme
Pour éliminer les substonces #rangéres, qui ne sonk pas relenues par alu-
mine, puis le chromatogramme esl développé & aide de chloroforme conte-
nant 05 9 d'alcool méthylique [(fig, Sa).

En premier licu, une zone verte (zone 1) se délache de la portion eolorée
suptérieure ot desesnid progressivement le long de la eolonne d'alumine, suivie
d'un annean violet rouge (zone 11). Lorsgue ces denx zones colorées atle-

i Z£.¥V bleus
M 2.1V viclette L

-- 12111 brun rouge N:.ﬂ vielette

jonmmm e I wioletts

=4 I'a:. Mo e '.III m ml’.

= 2.I varts

Fia. @,

Enent 'une aprés 'aulre le bas de la colonne, les solutions correspondantes,
¥erle puis violelle, sont recueillics au moment de leur filtration. Durant
¢ premier développement, un anneau brun rouge (zone 111} se forme juste
Mi-dessous de la zone violel foncd supéricure (zone 1V),

L'emploi de chloroforme additionné de 1 2, d'alcool méthylique permel
N nowveau développement du chromalogramme (fig. 96). La zone brun
fouge (zone 111} chemine le long de la colonne d'alumine, Landis gqu'une
Zone violette (zone 1V) correspond aun pigment principal, se détache & son

ur de la portion supéricure qui reste colorée en bleu (zone V). Les solulions

N-rouge puis violette sonl recueillies lorsque les zones correspondantes

ignent respeclivement le bas de la colonne d'alumine,

30 Purification des pigments.
Pigment de la zone 1.

Lavée & I'eau distillée, puis concentrée & quelques em?, la solution chloro-
wiue verte esb i nouvean flirde sur une colonne d'alumine, Du chloro-
r“m“!. contenant 0,1 puis 0,2 9 d"aleool méthylique, est versé sur la colonne,
Le n'est que lorsque la proportion d’aleool méthylique alteint 05 % qu'une
!‘"_M verle homogéne descend lentement e long de la eolonne, tandis gu'une
Milice couche violelte demeure dans la portion supérienrs. La solulion
Verle, recucillie lorsque la zone eolorée atteint le bas de la colonne, est
malographiquement pure. La quantité de pigment étant trop minime



=3 L. TIXIEDR

pour pouvoir tenler son isolement, nous n'étudierons que les propriéles de
se8 solulions, en parliculier leurs spectres d'absorplion.

Pigmenl de la zane I1.

Ce pigment est également purifié par une nouvelle chromatlographie de
sa solution chlorolormique concentrée, Aprés fixalion du pigment, la colonne
il'alumine est lavée avec du chloroforme, contenant des proporlions crois-
samtes d'aleool méthylique, Lorsque la proportion atteint 1 9, une zone
violette nettement délimitée se forme el chemine jusqu'au bas de la colonne
d'alumine. Par suite de la faible teneur en pigment violel rouge de la solo-
Lion ainsi purilide, nous avons di nous contenter d'une ftode qualitative.

Pigmeni de la zone I,

Lovie a l'eau distillée puis concentrée, la solulion chloroformique hrun
rouge est de nouveau passée sur une colonne d'alumine. Aprés adsorption
du pigment brun rouge, la colonne est lavée avee du chlorolorme contenant
1 puis 2 9% d'alcool méthylique, qui entraine des traces de pigment violel.
Le chromalogramme est finalemeént développé avee du chlorolorme ren-
fermant 3 %, d'aleool méthylique. Une zone rouge orange se sépare el descend |
le long de la colonne précédée el suvie d'anneanx jaunes, tandis gqu'un
pigment violet demeure & la parlie supéricure. Le filtrat jaune d’or, corres-
pondant & la zone rouge orange, est recueilli lorsque cette dernitre atleint
le bas de la colonne.

Afin d'obtenir une solution pure du biochrome principal rouge orange,
le filtrat recueilli est soumis & une dernidre analyse chromatographique qui
permel. d°éliminer tonte Lrace de pigments drangers,

e biochrome est finalement précipité par addition d'éther de pétrole
i &n solution chloroformigque concentrée, Dans ces condilions nous avons
obtenu environ 1 mg. de précipilé amorphe sec. Les quelques cssais de
cristallisation effectués sonl demeurds sans résullal,

Pigment de [a zone IV,

Dishydralée & 'aide de sulfale de sodium see, puis coneenlrée i environ
o oem?®, la solution chloroformique violette est additionnée de deux fois son
volume d'éther anhydre. Le pigment principal est alors précipité par passage
e gae chlorhydrique seo au sein du mélange de solvants. Sdpard sous forme
de fMlocons bleus amorphes, le chlorhydrate du pigment est recueilli, lavé
i I'éther, puis dissous dans du chloroforme. 4

Apriés lavages i 'aide d'une solution de carbonate de sodium & 5 9, 1a
solotion chlorolormigque esl de nouvesu chromalographide sur alimine
désactivée. Le pigment violel se sépare en une zone netle, qui descend le
long de la colonne d'alumine lorsque la proportion d'alcool mdéthyligue
ajoutée au chloroforme, est de 3 9. Lorsque celle zone arrive au bas de la
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eolonne, le fillral violet correspondant esb recueilli, En haul de la colonne
demenre une nouvelle zone résiduclle Blowe,

Réduite & quelques cm?, la solution chloreformigue violetle est additionnée
d'éther de pélrole, puis mise & la glacibre, Le précipité formé est recueilli,
#8s0ré of séché. Nous avons ainsi oblenu environ 14 mg. de pigment amorphe,
Une préparation antéricure, conduile d'une fagon un pen différente, nous
avail donné une quantité équivalente de pigment,

b) PROPRIETES DES PIGMENTS

1® Pigment de la zone L.

Les solutions chloroformique ou aleoolique du pigment vert présentent
tdes rénctions ot des gpeclres dabsorplion qui montrent nellement la parentié
du biochrome avee les hilirnbinoides du groupe des verdines [voir pages 63
el B4), o'esl-f-dire des pigments hiliaires possédant trois doubles liaisons
{I’ilﬂ'lﬂ'ﬁnﬂi]. Cependant, bien que possidant les propriélés générales des
Verdines, ce pigment se distingue par diverses particularités, qui indiquent
Wne différence de détail dans sa conslitution chimigue.

Ses solulions neulres sonb plus vertes que celles des esters méthyliques
de la hiliverdine ou de la turboglavcobiline, qui lendent vers le blen, Avec
I:“"'-'itlﬂ nitrique nitreux, elles virent au blew, puis au violel, au rouge el A
Iﬂiﬂngu.', donnant aingi les diverses phases duo test de Gmeling & 'exception
de 1n phaze jaune finale de cetle réaction. Additionnées d'acélale de zine
L d'iode (réaction fodo-zincique), les solulions passent rapidement du verl
1?“111: au bleu ; on méme Lemps apparait le spectre d’absorplion caractéris-
lique & deux bandes des sels de zine des Bilipurpurines, mais aucune uores-
“ehee rouge ne peut étre dicelée, Cetle absence de fluorescence des complexes
Hhviques se relrouve dons Loute la série des pigments d'H. eracherodii ;
“esl I'une des proprittés qui distingue ces bilirubinoides des biochromes

la série bilirubinique. Des conslatalions similaires ont éL6 faites par H, Fis-
“HER (124) pour quelques dérivés synlhétiques des esters méthyliques de la
bilirubine ¢t de 1a biliverdine, dont nous parlerons ultérieurement.

SFECTREE D' ABRORFTION.

a) Salulions nenfres

L'allure de ln courbe d'absorplion du pigment vert dans le chloroforme
&L enlitrement comparable & celle des courbes observées avee les esters
'"."I-'Ilh!-'h'qmrs de la biliverdine 1Xg, de la mésohiliverdine 1Xa (ou glauco-

line) ot de In turboglaucobiline, C'esl ainsi que dans 'ultra-violel celte
m'f"hﬂ présente un maximom principal 4 3 402 my el deux maxima secon-
Mairos & 3 322 my el b 3 2T my (fig. 10). Le maximum principal esl
Beplace vers los grandes longueurs d'ondes par rapporl & celui de Iealer
Méthylique de la biliverdine, qui se situe & 3 384 my (fig. 4). Un tableau
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donnant les positions des maxima de In biliverdine, de la mésobiliverdine
(glaucobiline] el de la coproglaveabiline est donné au cours de 'élude des
propri‘iés de la Lurboglawcobiline (voir page 73,

Dans le visible, In courbe d'absorption du pigment vert est également
comparable & celle de la biliverdine, mais le maximum se silue &3 702 my au
liew de j 665 my pour la biliverdine (fig. 10). C'est la premidre fois qu'il nous
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est donnd de conslaler un décalage aussi sensible des maxima d'absorption
vers les grandes longueurs d'ondes chez un pigment du groupe des verdines.
Il esl & noter également que les maxima des solulions chloreformigque ou
aleoolique du pigment verl dans le vizsible sonl wdenliques | or, comme
nous le verrons ullérieurement, la polanle du selvant exerce une influence
margudée sur les positions des maxima du pigment brun rouge de la zone 111

h) Solulions acides :

Apris addition de quelques goutles daleool méthylique chlorhydrigue,
la solulion chloreformique vert vil présente une courbe d'absorplion dont
le maximum se gilue 4 § 655 my (fg. 10) ; or, dans le cas des verdines un
décalage inverse s¢ produit, le maximum élant & 3 675 my pour la bili-
verdine acide,

o) Sels compleres de zine :
Lorsque quelques gouttes d'une ligueur aleoolique d'acélate de zine &
1 0/ sont wversées dans la solution chloroformigque neutre, la teinte de
celle-ei vire au jaune vert el le maximum d’absorplion passe & 3 750 my,
5i nous ajoulons ensuile une ou deux goultes d'une solulion aleoolique
d'iode & 1 0/, la teinte passe progressivement au vert puis au blen ;en
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mime temps apparail le specire caraclérnslique 4 deux bandes des sels
de zine des bilipurpurines, le maximum principal étant & } 665 my el o
maximum secondaive & ) 615 my (g, 11). Dans des conditions identiques,

I'ester méthylique de la biiverdine présente
n maximum principal & j 640 my el un
maximum secondaire & 3 D90 my .

Dans le cas de la biliverdine apparail égale-
ment une intense fluorescence rouge ; avee le
pigment vort d' Haliolis cracherodii aucune fMluo-
rescence n'est visible,

Aingi le pigment vert d'H. eracherodii pré-
sente de nombrenses analogies aved les verdines,
mais des différences notables dans les positions
des maxima d'abzorplion el 'absence de fluo-
Fescence du complexe zincique oxydé montrent
et ce biochrome posséde une constitution
Quelgue pen différente des autres bilirubinoides
4 slructure bila-tritne (voir page G4).

Signalons qu'au cours d'une fude suecinele

pigments d'Haliolis rufescens, nous avons
par chromatographie sur alumine un

£
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du plgment vert apeds bon
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MEment vert, dit & une oxydalion partielle du biochrome rouge des couuil-
°5 &n milien aleoolique acide, Les soluliong de ee pigmenl donnenl, avee
Varide nilrigue nilreux, les phases bleue, vieletle, rouge el orange du Lest
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Fra, 18, — Courba d'aleorplion d'un pigment vert d°Haliotis mifesorme,

de Gmelin, Additionnées d'acétate de zinc et d'iode, elles passent an bleu-
Veri IIJll'-is au Meu, mais ne monlrent ancune Muorescence rouge (réaction
m':l':Eml'iLilli'_:l. La courbe d'absorplion en milien chloroformique présenle
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dans Pultra-violel un maximum principal & L 36 my el deux maxima
secondaires & 3 316 my el & 3 272 my ; le maximum dans le visible se sitoe
4% 685 my (g, 12).

Les propriétés de ce pigment sont done comparables & celles du biochrome
vert d'H. cracherodii ; cependant ces deux bilirubinoides ne sont pas iden-
Liquos, car leur comportement chromatographique est différent, le pigment
verlk d°H, rufescens ne pouvant élre détache de la parlie supéncure de la
colonne d'alumine qu’h Paide de chloroforme contenant b % d'aleool méthy-
lique. Celle éude préliminaire, dont nous reparlerons an cours de 1élude
du pigment jaune orange de la zone 111, devail élre signalée, car elle indigue
une parentd probable enbre les pigments d'H. rufescens et d"H. eracherodii.

REpucTion.

Afin de savoir si le pigment vert de la zone | devail ére considéné comme
un produit d'oxydation du biochrome jaune orange de la zone [1I, nous
'avons réduit & 'aide d'hydrosulfite de sodium pour passer du stade verdine
i celuy de rubine (voir page 64},

Agitée avec de I'hydrosulfite de sodium en poudre el quelques em® d'eau
distillée, la solution chloroformique acide, vert wif, devient rapidement
verl, jaung, puis jaune orange, Laviée & V'eau distillée puis avec do carbonale
de sodium & 5 %, la solulion chloroformique jaune orange esl examinée au
speclrophotométre de Beckman, puis versie sur une colonne d'alumine.
Les pigments élant absorbdés & la partie supdérisure de la colonne, cetle der-
nitre esb lavée avee du chloroforme, contenant des proporlions croissanles
il"aleool méthylique. Quand la proportion d'alesol est de 1 %, une zone verte,
correspondant au pigment non réduil, e détache puis 8" limine & Lravers
la tolonne ; lorsgque la gquantité dalcool atteint 3 9, le pigment encore fixé
i la partie supéricure 8¢ rassemble en une zone orange unique qui chemine
peu & peu jusqoan bas de la eolonne ; le filtral jaune d'or correspondant
& celte zone est alors recueilli.

Pour essayer d'élablic 1'identilé de ce pigmenl jounc orange avec celui
de la zone 111, nous avons toul d'abord examine les gpectres d absorplion
des solulions chloroformique ot aleoolique, puis procédé & une chromato-
graphie mixle de ces deux biochromes.

Une particulants intéressanle du pigment de da zone T réside dons les
modifieations nolables que subissent les specires d'absorplion quand Ia
polarité du salvant varie. Clest aingi que le maximuam d'absorplion qui &
gitue & 3 440 my en milieu chloroformique passe i ) 4% my quand le 2olvant
utilisé est de Paleool absolu.

Un déealage analogue des maxima «d absorplion se proaduit avee le pigment
joune arange provenant de lo réduction de bochrome verl gquand le solvant
varie, L'examen specltroscopigque des solulions ehlorolormigque ol aleooligue
avant chromatographie donne des courbes d'absorplion donl les maxima
sont identiques & ceux du pigment 11 3 440 my dans le chloroforme e
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.':l. 4 my en milicu aleoolique). Par contre, la solution chloroformique
Jaune d'or du pigment chromalographié présente un maximum dont la
Position est quelque peu différente du biochrome de la zone 11T (i 452 my
au hew de 3 440 my | ; cependant en milicu aleoolique le maximum se situe
Loujours i 3 495 my,
Aprés avoir filtré le mélange des solutions chloroformiques jaunes des
pigments sur une colonne d ‘slumine (qui fixe les biochromes doans sa
Parlie supéricure), du chloroforme, conlenanl des proportions eroissantes
Sabeoaol mebhylique, esl pew & pen versé sur la colonne, Lorsgque la propor-
bion o aleosl alteint 3 o une zone unigque se forme el descend le long de la
Colonne ; cependanl la teinte de cetle zone, orange dans le haut, plus rouge
Vers le bas, n'¢lant pas uniforme, aucune conclusion ne peut &tre réellement
toduile e el i,
Ainsi, bien que Uidentilé de ces deux pigments jaune orange soit probable,
essals effecludés n'ont pu 'établir avec certilude,

¢ Pigment de la zens IL

Les propriétés du pigment violet de la zone 11 sont comparables & celles
dlu biochrome de la zone 1V, auquel nous avons donné le nom d'halioti-
Violine, 11 s'agil vraisemblablement de deux pigmentz isoméres, que seule
Pana) yue chromatographique permet de différencier. Cependant, alors que
It biochrome de la zone IV constilue le pig-

Menl principal des coquilles d'Maliolis, celui E
la zone 11 n'exisle qu'en trés faible quan- Oy
b, Les essais de chromatographie mixte sur
umine montrent qu'il s'agit de deux pig-
Menls différents, bien que leurs réactions el o,
specires d'absgrplion soient jdentigues.
solutions neulres rouge violel devien-
fent bleu indigo aprés addition d'acétate de 0,6
Bne, oL bleues ou bleu verl par acidification.
Aver I'acide nitrique nilrenx, elles passent du

U oau violel el au rouge, sans donner les Q
Subres phases de In réaction de Gmelin, Cepen- 92 P4
dunt, agitée avee de 'hydrosulfite de sodium i
L de I'eay distillée, la solution chloralormi-
1?[li-l", devenue jaune orange, donne avee Pacide Fio. 18, — Courhes d'sbeorption
Nilrique pitreux les phases bleus, violetle, dia pigment viole, (—) om solur
Touge el grange du test de Gelin, O gt de

Les courbes d'absorplion dans ke visible des  sine.

Slutions chlorolormigques neolre ¢l acide onlt
maxima silués respeclivement & 3 D0 my el & 3 620 my , celle du
omplexe zincique ayanl un maximum & 3 60 my (fig. 13)
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Ces courbes sonl superposables & celles de Phaliotivioline, Por les cou-
leurs de ses solulions, le pigment de la zone 11 s’apparente aux bilirabinoides
jqui, comme la meésobilivioline, ont une structure bila-diéme (a, b) (voir
page 64). Cependant, de méme que Uhaliotivioline, il ¢ dilférencie des aulres
violines par I'absence de fluorescence de son complexe zineique, Par réduc-
Lion de ce pigment & aide de poudre de zine en milien acétigque, il est Loule-
foie possible d'oblenir des produils fluorescents ; la solulion acéligque bleue,
devenue brun rouge puis jaune pile, redevient, apris séparation de la poudre
e zine el agilalion & I'air, brun rouge puis vielette ; elle présente alors une
inlense (luorescence rouge.

Les réactions indiquées pour le pigment viclet de la zone 1] sonl ana=-
Iysises on détail dans élude de 1"halistivioline.

4% Pigment de la zone III.

Les golutions chloroformiques du pigment de la zone 111 sont rouge orange
ou jaune d'or suivant leur concentralion en biochrome ; les solulions aleoo-
liques =ont brun rouge Lerne. Ce changement de la teinte dez gol ulions, sui-
vant la polarile du solvant, &'accompagne de modifications speclroscopigques.

Avee Iacide nitrique nitreux les solulions de ce pigment passent do jaune
au verl, puis au bleu, au violel, su rouge el & 'orange. Ces diverses phases
colordées sonl identigues & celles donndes dans les mémes condilions par les
pigments hilinireg du groupe des rubines (bilirbine par exemple) ; cepen-
danl. la |:||'lB.II|" jaune finale dua lesl de Gmelin fal défaul.

Additionndée d*acélale de zine el diode, la solution chloroformique jaune
d'or vire progressivement au verl, puig su bleu [réaction iodozincique).
Celle dernitre solution présente la couleur et le spectre caractéristique &
deux bandes d'absorplion des purpurines, mais ne montre pas la fAuores-
eemce rouge des complexes zinciques de ces hilirubinoTdes. Celle absence de
Muoreseence, déja signalée lors de éade do pigment verl de 1o zone I,
esl parliculiére & la 8érie des biochromes des coquilles d'H. eracherodit.
Elle a également élé signalée par H. Fiscugn pour divers dérivis syntheé-
tigues de la bilirubine ; ¢'esl ainsi que les esters méthyliques des bilirubines

nﬁmcc
CH=Clly Myl J rgi:

e )=~ =

dont les groupements — OH en position 1° ou 8 sont remplacés par des métho-
xyle — OGHy (124), ainsi que ceux des bilirubines dont le carbone en b est
lie: i — (Hy —) donnent

U
aviee acclale de zime el 'iode des golulions non Muorescenles,
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L.“ solulions acides du pigment jaune orange de la zone 11 deviennent
fapidement verles par oxydalion & Pair ; par contre, les solulions neulres
sonl relalivement stables & "obscurild,

SPRCTHES D" ABBGRITION,

Les solutions de co pigment prisentent des particularibés speclroscopiques
“aractéristiques, En effet, suivant la polarité du solvant, les couleurs des
*olutions sont sensiblement différentes el les spectres présentent un déplace-
Menk important des bandes d'absorplion, Des modifications comparables
de couleurs el de spectres onl déji élé signalées chez les carolénoides possé-

Lune fonclion eélonique en conjugaison avee une chaine ayant plusieurs
d'f'“'-"lﬂﬂ- linisons (rhodoxanthine) (126). De telles modifications de speclres
Wavaient pas encore ébé signalées dans la série des pigments biliaires ; elles
e sonl d'ailleurs sensibles qu'avec le pigment orange de la zone 111, co qui
Semble indiquer que la présence d'un carbone saluré au pont b est néces-
Saire. Ces modifications sont dues, selon Loule vraisemblance, & la prisence
dans les chamnes latérales de groupements céloniques pouvant &'énoliser,

& reviendrons ultéricurement sur cette question, au cours de linter-

Ffﬂﬂlllfm générale de nos observalions sur les propriélés des pigmenls
UH, cracheradii.

E
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a) Soelultons neilres ;

La solulion jaune d'or recueillie lors de la chromalographie du pigment
prisente dans l'ultra-violet une bande d'absorption & j 285 my et dans le
visible deux bandes d'égale intensité, dont les maxima se siluent & 3 442 my
el & 3 480 my (lig. 14). La présence de deunx bandes d'absorplion dans le
visible esl dus au fail que le solvant ezt un mélange de chloraforme ot d’aleool
méthylique. En effet, la solution jaune d'or, oblenue en dissolvant 200 »
de pigment dans 10 em® de chloroforme, posséde une courbe d'absorplion
ne prisentant plus que deux maxima, 1'un & 3 270 my , aotre & 3 440 my
(¢ sp = 26, cependant une inflexion subsiste & ) 470 my, De méme In
solulion alcoolique brun rouge, de concentralion idenlique, montre deux
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Fii, 18, — Courbs d'sbsorplion du pigment oranga (=] dana lo ehborolorme, (- - =
mrnmj-:ll:ut-:tm = ‘

maxima 'un & 3 W00 my et Vaubre & 349 my (¢ sp = 20), ainsi qu'un aeei-
dent & 3 445 my, (Ag. 15).

Ainsi, suivant le solvanl employé, les positions des maxima varient il
suflit d'ailleurs de diloer la solulion chloroformique avec de 'aleool absolu
pour provoquer un alfaiblissement de la bande & 3 440 my ol le diéveloppe-
ment de la bande & 3 4% my 5 Vaddition de chloroforme & la solution alcoo-
ligque provoque lo phénomdéne inverse. Il semble exister un état d'équilibre
entre denx stroctures chimiques différentes, probablement enlbre une fone-
Lion eétonigue el sa forme énoligue,

L'énolisalion dune fonclion eflonique en présence d'un solvant polaire
enlraine la formalion dune double hason entre deux alomes de carbomne.
Or, la prégence de doubles liaisons dans les chaines lalérales des pigments
biliaires provoque un décalsge des bandes d'absorpltion vers les grandes
longueurs d'ondes ; le déplacement virs le rouge des maxima d'absorplion
du pigment jaune orange en milien alcoolique s ‘expliquerail ainsi par Uappa-
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Fition de doubles liaisons, due & "#nolisalion d'une ou de plugicurs fonelions
céloniques, contenmes dans des chaines latérales. Notons que la maximum
de la solution chloroformique du pigment de la zone 111 se situe dans la
mime région du spectrs que celui de la bilirubine (maximum vers § 450 Mg ).

b) Solulions acides ;

Additionnée de deux gouttes d'aleool méthylique chlorhydrique, la solu-
lion chloroformique jaune d'or passe au jaune verl, mais ne présente pas
"l? modification spectroscopique sensible, La courbe d'absorption dans le
vigible posside un maximum & % 440 my ot une inflexion & 3 480 my ; en

£

0,1
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Fig, §i. = Coarbes d'absorpiion du pigment jaune omnge en miliow acide
(=) dans lg chloroforme, (- - =) dons Palesol absoka,

Gulry apparail une nouvelle bande 4 3 612 my due & la présence du pigment
vert (fig, 16).
La solution aleaoligue acidifite présente un verdissemendl plus intense,
Mais son spectre d'absorplion reste comparable & celui de la liquenr neutre,
: Maximum principal se siluanl & 3 4% my, La prisence d'une bande
ﬂ-Jll.'l!Iavu-lpl:i|:||| i) G630 my est due i Poxydation parlielle du pigment en ver-
dine (fig. 16) (voir page 64).

¢) Sels de zine:

Apris addition de quelques goulles d'une liquenr aleoolique d'acétate de
ane b ] % la solution jaune d'or, provenant directement de la ehroma-
bographie, passe an rouge cerise, Blle présente Lrois bandes d’absorplion
dont les mascima se situent respeclivement &3 460 my 3 49 my el 3 535 my
(g, 17}, Le solvant employé au cours de ln chromatographic #ant un mé-

fige de chloroforme el d'aleool, le spectre oblenu correspond & une super-

Msition des bandes d"absorplion observées soil avee le chloroforme pur, 2oil
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avec aleool absolu, En effel; le speclre du complexe zincique en solulion
chloroformique esl caractérisé par deux bandes, I'une principale & 3 460 my

0,5 ﬁjﬂm
¢/

Fuin. 17, — Cparbe 4 lon du phgment janns orange dans un ihnndrl:hllwhtm
el o neéthylique apeis addition d'sefato d-e

oyl

I'autre secondaire & 3 32 my, Par conlee, en milieu aleoolique, le maximum
principal se situe & 3 490 my et le maximum secondaire 4 3 535 my (fig. 18).
Ainsi I'influence du solvantl sur les spectres du pigment de la zone 111 se

0,7

Oy g
w‘j ,
W
i
0,1 _I=
! 3|/ 450 Amps
Fup, 18, = Coarbes d'absorpdion (u i jure ldllH.I.m
acitate Go sint (—) dans Jo 7} dans Lialoool absaly

manifeste aussi bien en milieu neulre ou acide qu'en présence du complexe
zineique. Signalons que A, Comront a fail parallre récemment (123) une
nole suceincte sur un pigment joune des coquilles ', eracherodin ; ¢ 3
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biochrome, isolé par chromatographie sur Llale, montre cerlaines analogies
Epecirozcopiques aver nolre produil jaune orange, dont il =e distingue
tependant par la Muorescence orange de son complexe zincique.

Additionnée de quelques goutles d'une solution alesolique d'iode & 1 9,
la liqueur aleoolique du complexe zincique devient verte puis bleve. Elle
Prisente le specire caraclérislique & deux bandes des sels de zine des purpu-
Files, I'une principale & 3 G635 my , Pautre plus faible & 3 615 my (fig. 19),
Ce spectre cst identique & celui, observé dans les mémes condilions, avee le
pigment verl de la zone 13 aueune fuoreseence n'est visible en lumidee
ultra-violetle, Celle identité des spectres est en faveur de la filiation de ces
deux bilirubinoides,

E E
0,5 0,5
0, Ay o,3|1,
i)
-
o 0,1l
T 60 Ampe b
Fia, 1§, = Coarbe d'absorplion o4 Fra, 20, = Cowrbea d'absorplion d i
Eﬁquh Jsune orango aprts !l'll:“uﬂ: juune orange d°H. ﬂj’m,{—.}m
‘aedate de zies el d'bede. ehlorod e [=a = =}  malotbon

e TR Py .
chloraformbyos aebile, [- » =) ael de zine.

Dans une recherche fragmentaire sur les pigments d'Haliolis rafescens,
fious avons isolé par chromatographie sur alumine un pigment vert, dont
s avons parlé antérieuroment, el un biochrome jaune orange, La solo-
tion chloroformique de ce dernier est joune d'or; elle montre les mémes
Phases eolordées de la réaclion de Gmelin que le pigment de la zone T11
Avee I'acétate de zine et iode, elle donne également une liquenr blewe non
fMiorescente, Les courbes d'absorplion des solutions chloroformiques neulre
et acide présentent un maximum i 3 440 my et une inflexion vers J 480 my
 fig. 20, Le maximum du complexe zincique se situe & 3 460 my, Cette dbude
!]"'Himinairr. permel de déceler de grandes analogies entre les pigments
Iaune orange d"H, rufescens et d'H. cracherodis.

4° Pigment de la zone IV.
Ayant séparé ce pigment par chromatographie, puis par précipitation
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sous forme de chlorhydrate, l'ayanl & nouveau chromatographié puis pré-
cipilé par I'éLther de pétrole, nous pensons 'aveir obtenu & I'élal pur et nous
proposons de lui donner le pom d'waioTivionisg. Signalons que certaing
pigments biliaires, par exemple la bilifuscine et la mésobilifuscine, n'ont
pu étre ni isolés, ni syolhélisés & 1'élal cristallisé,

L haliotivioline, solée sous forme d'esler mébhylique, esl Lrés soluble
dans |'alcoo]l méthylique et le chloroforme, pen soluble dans 1'éther, inso-
luble dans I'éLher de pétrole. Ces solubililés sonl comparables & celles des
eslors méLhyliques des pigments bilinires,

Les analyses clémentaires, effectuées, les unes & Oxford, les aulres &
Lurich, sur des produits provenant de deux préparations différentes, ont
fourni les résultals suivants ;

12 pour Gel H :
Prise d'essai Hyl Gy
en g, e mg. on mg.
3,745 2,180 8,370
b L) 2,064 B 466
C % H %
(FIREY 6,5
(AT i, 01
20 pour N @
PPrise d'essai Volume d'N N &L
&R M. on oem®
3.281 0,219 T b

Los chiflres Lrauvis G 9 : 60,96 el 6054 ; H 965 ot 6,01 ; N 9 735
s'acgordent avee les formules ;

ﬂuilﬁﬂnﬁl_ calendd ;G % 6093 ; H 9, 5,92 ; N 95 7,48 ;

CagHlaglis Ny, colculé : G 8 60,77 ; H 9 6,18 ; N %, 7,46 ;

GiggHlygOye Ny, citfould : % 60,61 ; H 2, 6,43 ; N % 7,44 ;

CgeH Oy, caleulé : G 9, 61,38 ; H 9,6,08 ; N 9,734 ;

CagH g 01g Ny, caleulé : C % 61,23 ; H % 6,33 ; N 9, 7,32,

© Le dosage des groupements méthoxyle, elfeclué sur une prise de 1,003 mg.,
donne une Leneur de 11,87 %, Ce dosage indique la présence de Lrois groupes
carboxyliques dans 1'haliotivioline. Cependant nous pensons que la teneur
trouvde est Lrop faible el nous accordons plus de erédit & I'analyse chro-
matographique sur papior qui indique la présence de quatre groupements
carboxyliques.

Les formules sonl voisines de celle de 'ester méthylique d'une copromdés
sobilivioline : CagHgOpN, : elles s'en distinguent cependant par la pré-
senee de 12 atomes d'oxygéne au Heu de 10 pour une copromésobilivioline.

Afin de savoir si haliotivioline avait bien une constitution tétrapyrro-
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lique, nous avons essayé d'en délerminer le poids moléculaire selon le pro-
oiddé de K. Rast, en emplovant la technique suivanle ; 0,62 mg. de pigment
el 9,07 mg. de camphre sont pesés & la microbalance dans un tube de 3 mm,
de large et de 20 mm. de long ; apris aveir ¢bé scellé, le Lube, fixé & 1'extré-
mild d'un agilatenr, eal plongd entiégrement dans un bain d"huile & 1809,

ey Py By

H
Coprom ésabiliviolioe 1.

Puis agilé par rolation de facon & homogéndiser le mélange fondu ; apris
relroidissement, la tube est ouvert, puis le mélange introduil dans des tubes
Capillaires, & intéricur desquels il se répartit sous forme de fins copeaux ;
les tubes capillaires seellés sont préts pour 'examen duo point de fusion.
Le mélange fondu élant trop coloré pour pouveir délerminer le point de
Tusion par transparence, nous avons nolé Pinstant o le mélange commence
# couler le long des parois (1719%) el le moment ob Loul le liquide se rassem-
ble au fond du Lube capillaire (1729). L'abaissement de Lempérature observ
eitre le point de fusion du camphre utilise (17695) et celur du mélange cst
fompris entre 4% el 09, ce qui indigue que le poids moléculaire de 'halio-
livialine se situe entre T30 el 800, Ces chiffres sant en aocord avee les for-
Mules propostes @ ealoulé pour GgH 05Ny 1 700, ol pour Cgg H 004Ny 1 764,

Les teneurs en (G, H el N de Phaliotivioline sonl voisines de celles trouvies
Pour la turboglaucobiline : (2L 5946 ot 59,72 : H 24 6,22 et 6,31 ; N 9%, 7,52
Ces doux pigments possident 12 ou 13 alomes d'oxygéne dang leur molé-
“Ule el semblent appartenie, non & une méme gérie, mais & deux familles
Voisines de bilirubinoides. En effet, alors que la turboglaucobiline posside
loutes fos propriétés des pigments bilinires, avant une structure bila-triéne,
Phaliotivioline et les autres biochromes d'H. eracheradii se distingnent net-
tement des autres bilirubinoides connus.

Les solulions neutres de Phaliotivioline sont rouge violet, ses solutions
Acides blewes ; elles ne présentent les unes of les autres aucune Auorescence
ielte en lumitre ultra-violelte, Le pigment esl partiellement enlevé & sa
Solution chloroformique par les acides dilués ; co phénomiéne, également
Observd aven les pigments des coquilles de Turbo, ne se produil pas avee les
bochromes de la série bilirubinique.

Avee Pacide nilrigue nitreux, la solution chloroformique acide bleue vire
a0 viglel ot au rouge ; elle ne donne pas les phases ullérienres orange b
une de la réaction de Gmelin.

Additionnée dacétale de zine, la solution chlorplormigque neulre passe au
bleu indigo, mais elle ne montre aucune uorescence en lumiére ullra-vio-
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letle. Celle absence de fuorescence, commune & lous les pigments d' M. era=
cheradie, distingue "haliotivioline des bilirubinoides du groupe des violines,
dont les sels de zine présentent une inlense fluorescence rouge, Cependant,
aingi que nous le verrons ullérieurement, 'élude des produits d'oxydalion
el de réduction de "haliotivioline confirme la nature V&trapyvrrolique el |a
struclure bila-digne (a, b) de ce pigment (voir page 64),

SPFRECTRES D ADSORPTION,

 a) Solulions neulres :

Lexamen au spectropholomélre de Beckman d'une solulion d’halioli-
violine (17  par em®) dans I'aleool absoluy montre V'existence de Lrois bandes

Em Fal
: f/*a}
% 1\
v/ ‘
10 h‘ /‘ k
N LY

200 00 00 500 E-W.I'.-gu

Fra, 21, =— Courbes d'a fon o 1"halioiiviolisg, FET |
hant] = :hl'-nr'::!nrm [} dans 'nlcool absols,

d'absorplion dans 'ultra-violel (fig. 21). Le maximum de la bande prinei-
pale se situe @ 3 240 my (e 8p = i) el les maxima des deux bandes secon-
daires & % 270 my (g sp = 23) el & 3 300 my (¢ sp = 24). La solution chlo-
roformique présente également une bande principale & 3 245 My (esp = 30),
mais une seule bande secondaire & 3 300 my (¢ sp = 21} (Hg. 21).

Les maxima des courbes d'absorplion dans le visible s¢ Lrouvent respec-
tivement & 3 M0 my (e sp = K} pour la solulion alcoolique el & § 555 My
(g sp = 47) en milien chloroformique (fig. 21). Rappelons que le coell-

cient. d'extinction spécifique est calculé d'apris In formule : ¢ sp = —_ 3,

oit ¢ est la concentration de pigment en grammes par litre, d I'épaisseur de
Ja cuve ol § la densité opligque.

b) Selulions acides ;
Le précipité du chlorhydrate d'haliotivioline, obtenu par passage de gaz
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chlorhydrique see dans un mélange de chloroforme ol d'éther, ot lavé &
& I'dther puis séché sous vide, Ses solutions (9 - par em?) aleoolique bleue
£t chloroformique bleu-verl ne présentent aucune bande d'absorplion carsc-
Leristique dans 'ultra-vielet, mais seulement des inflexions vers 3 280 My
EL 3310 my ou 3 320 my (fig. 22). Dans le visible les courbes d'absorption,
identiques par les deux solvants (aleool et chloroforme), montrent un maxi-
murm & ) 635 my (¢ sp == L2 et D) (fig. 22).
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Fua, 22, — Courbes Qabsorpbion du chlarhydrate Fio, 3. — Courbe d"absorption
do I'kalictivieline, (—) dans lc chloroforme, Ao complege sinelque do 1ha-

{= = =} dans 'aleoa]l absolu, Hetivicling.

¢) Sel complexe de zine :

i quelques gouttes d'une liqueur aleoolique d'acélate de zine & 1 %
Sont ajoutées & la solution chloroformique neutre, celte derniére vire au
blew indigo et présente alors dans le visible nne courbe d'absorption dont
b masimum se silue & J, GOG my (fg. 23).

Les caractéristiques de la mésobilivioline (83) et de U'haliotivioline sonl

nées dans le tableau suivant :

Compisik solvant Couleur Max. d'absorplion

Mésohilivialine chloroforme  violet-rouge % 570 my
* [chlorhydrate) chloroforme bleu & GOTF my
¥ (sel de zinc) méLhanol bleu (fluo. rowge) # G20 my

= 2 D7D my
Haliotivioline chloroforme  violel-rouge 3 560 oy
* [chlorhydrate) chloroforme bleu-vert & G20 my,

¥ [sel de zine) chloroforme  bleu indigo 3 B3 my,

(pas de Nuo, |
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Les bandes d'abeorption de ces deux pigments se situenl dans les mdmes
régions du spectre ; copendant, alors que les maxima des eomplexes zineiques
de I'baliotivicline et de la mésobilivioline se trouvenl respeclivement &
A BE my ¢Ld 625 my, coux des solulions ncides sont inversement & 3 625 my
pour le premier de ees pigments ol 4 3 607 my, pour le seeond,

Oy DATION,

Le fail que le pigment principal d"Haliolis cracherodii ne donnait pas une
réaclion de Gmelin Lypique a &4¢ invoqué par A, Comront [128) pour justi-
fier la nature indigotique de ce biochrome, le produit final de la réaction
présentant un spectrs comparable & celui de 'uroroséine. En réalilé, solte

Bl *“U?WE@““_%_*“ o

H
observalion ne peut &tre invoquée contre la nature LELrapyreolique de Phalio-
tivioline, car les bilirpbinoides du groupe des violines ne donnent pas la
réaction de Gmelin, Cesl ainsi que la mésobilivioline s"oxyde en oxo-ure-
biline, dont les propriflés sonl comparables & celles de 'urobiline [couleurs
des solubions, spectres, Muorescence verle du complexe zincique) (83),

£ .-!EF.E |
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Foo, 24, == Courls o absorptbon Fua. 25, — Conrbe d'absorption do salfsts
ile Uhaliotivialine cxydiés (on darorosdine daprks W, P. Framon et
milieu acide]. W. A. BosgosT. ;

Additionndes d'acide nilrique, les golulions o haliobivioline virenl au
violel, puis au rouge. Aprés neutralisation, ces solulions, devenues oranges,
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donnent avec 'acélate de zine un complexe rouge cerise non fluorescent.
Ainsi que nous 1'avons déji signald, 'absence de Auorescence des sels com-
Plexes est particuliére & colle série de pigments,

La solution acide rouge présente une courbe d’absorplion dont le maximum
8e situe & 3 530 my (g, 24). Celle courbe est comparable & eelle donnde
Par A, Comront (122) pour le dérivé rouge du pigment d'Halislis, elle est
différente de celle élablie par W, R. FEanox et W, A, Bocousr (186) pour
le sultate d'urorostine (maximum principal & } 484 my ¢t maximum secon-
thaire & 3 535 my (g, 25). En outre I'uroroséine ne donne pas de complexe
ﬂ‘“ﬁqul: el ses propri¢lés géndrales sont nettement différentes de celles des
Mgments biliaires, 1l nous semble aventureux d'aliribuer une struclure
mdigotique au pigment principal d°M, crasherodii en e basant uniquement
Sur quelques vagues analogies de speclres, alors que toules les propriflés
de co pigment sont en accord avee une structure Létrapyrrolique, 11 nous
‘Parall plus vraisemblable d'assimiler le produit d'axydation reuge de 1'halio-
H_"E“HHE 4 une oxo-urobiline, malgré I'absence de fluorescence du complexe
Zncique,

Hﬂhl::;rm.'i.

1* Réduction aver I hypedrosul fite de aodium :

Cetle réduction, qui conduit & un pigment jaune orange, idenlique &
“tlai de la zone 111, apporte une nouvelle prauve de la nature tétrapyrrolique
de I'haliotivioline.,

Agitée avee de I'hydrosulfite de sodium el de 'ean distillée, la solution
ﬂ'hmmrmiqur- Bleu-verl du chlorhydrate d’haliotivioline vire rapidement
S jaune-verl, puis au joune orange. Aprés décantation, la couche chloro-
'““hii‘iuu esl lavée & Peaun distillée, puis avee une liqueur alealine déeinor-
Male, Elle est ensuite filirée sur une colonne d'alumine, qui fixe les pigments
ﬂ.‘“! #a portion supéricure. Lorsque la proportion d'aleool méthylique,
Moulée au chloroforme, est de 3 9, une zone rouge orange principale se
Bache et deseond, tandis que le pigment violet, non transformé, reste

en haul e la colonne, la solution jaune d'or, qui fltre, est recoeillie,
Mg distillée sous vide,

La solution alcoolique du résidu d'évaporation est d'une Leinle brun
g terne ; la solution chloroformique concentrée esl rouge orange, dilute

® devient jaune d’or.

Avee l'acide nitrique nilreux, les solutions passent du jaune au wverl,
Puls ay bleu, au violel, au rouge et & P'orange, donnant ainsi les mémes
Phases colories du Lest de Gmelin que le pigmenl de la zone 111

I-"'Lﬂd:'ﬁannﬁu d'acélate de zine el d'iode, la solulion ehloroformique jaune
Tor vir progressivement au verl, puis au bleu. Bien que présentant la
“Oulenr et o spectre & deux bandes des complexes zinciques des purpurineg,
tetle liqueur ne montre aucune Muorescence rouge. Cetle absence de fuo-
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rescence au cours de la réaclion iodo-zincique a déja élé signalée pour le
pigment jaune orange de la zone 111 et pour le biochrome vert de 1o zone 1
Par acidificalion la hiqueur bleue devient violetle, montrant ainsi la couleur
des solutions acides des purpurines (phase violelle de la réaction de Gmelin).

Speclres dabsorplion :

Les solutions de ce pigment Jaune orange montrent des modificalions
speciroscopiques dentiques & eelles observiées aver e bochrome de la
rone 111, quand la polarité du solvant varie. Cest ainsi que la solulion chloro-
formique jaune d'or posside une bande principale donl le maximum se
situe & 3 440 my et une inflexion & § 480 my (fig. 26), landis que la courbe
d'ahsorplion du pigmenl dans "aleool absolu monkre un maximum & 3 495 my
et seulement un accident & ) 445 my (g, 26).
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roforme, (- = <) dana "alooel.

Le gpectres des solulions acides jaune-verl sont comparables & ceux
oblenus en milien neutre : les maxima des courbes d'absorplion se situant
respectivement & 3 440 my pour la liqueur chloroformigque el & § 495 m
quand le solvant est de aleool absolu (fig. 27). L'amorce d'une nouvelle
bande dans la région rouge du spectre est due & la formalion du pigment verl.

Les changements de coloralion et de speclres, provoqués par Paddition
d'acélale de zine aux solulionz neulres de ce pigment, sonl identiques A
ceux obtenus dans les mémes conditions avee le biochrome de la zone 111
Les maxima des courbes d'absorplion se siluent respectivement i 2 460 my, el :
3 530 my pour I solution chloroformique el & 3 490 my el 3 535 my en
milien aleoolique (fig. 28). L'addition d'wne goutte d'aleool méthylique aus
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Solutions du complexe zincique proveque le virage de la teinle rouge au
Jiune-verl avec apparition des speetres des liqueurs acides.

La réaction wdo-gncique donne des résullats également identiques &
teux abservis avec le pigment de la zone 111 ; passage progressif de la teinte

Fouge au verl ot an blew, apparnition d'un spectre caraclénse par les denx
bandes d'absorption des complexes zineiques des purpurines, absence de
Muorescence rouge. Le maxima principal se trouve b 4 665 my et |l maximum
Secondaire & 3 GID my (fig. 29).
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Fo riduction de Thaliotirictins (soune
plexe sinckque oxydd par Plode)
Chromalographie mixle :

Lea propri¢lés du pigment jaune orange, oblenu par réduction de halio-
"i"i‘-'“rll.‘_. ¢lant analogues & celles du biochrome de la zone 111, nous avons
Procédé & un essai de chromalographie mixte pour vérifier Uidentité de ces
ey bilirubinoides,

It-I'.";II']I":"!'-"-Gl avoir prépard Lrois colonnes d'slumine identiques, nous avons
L

ialographié sur 1'une la solution chloroformique du pigment de la

“ome 11, sur P'autre celle du pigment jaune orange provenant de la réduction
Phaliotivieline, enfin sur Ia derniére le mélange de cos deux biochromes,

: 08 les Lrois cas les pigments sonl relenus i ln parlie supérieure des colonnes
_‘I'-"“inE en une zone rouge orange. Du chlorolorme, contenant ies propor-
s croissanles d'aleool méthylique, est versé sur chaque colonne, Lorsque
s Leneur du chloroforme en alcool ableint 3 %, ls pigment chemine dans

168 trois colonnes on une zone unique, gituée & un méme niveau, Ainsi 1'essai

I'k

“_hmmn‘lngﬂphit mixle confirme identité du produoit de risduction de
Illl:rl'i"p'il"llil'lll WV !E p'tgme-nt v Lo wismee 111,



T H. TIXIER

20 Réduclion avec le zine ol Uacide acélique :

L'une des objeclions, qu pourrail élre formulé contre la nalure Lélras
pymolique de Uhaliotivioline, esl Vabsence de fuorescence du complexe
zincique de ce pigment, Or, o esl possible d ollenir, d parlir de [ baliolivioline,
des produils donl les selg de zine présenlend les fluorescences lypigues des com=
plexes des pigmends bilimires,

La solution acétique blewe du chlorhydrate d'haliotivioline, conlenant
de la poudre de zine, esl chaullée aver précaulion de fagon & provogquer le
dégagement d'hydrogéne. Peu 4 peu la solulion passe au verl, au brun rouge,
puis au jaune pile. Aprés Gliration, la solubion se réoxyde inslanlanément
par agitalion & Pair el pea & peu viee au brun rouge, puis au rouge violel,
en méme Lemps apparail une inlense [luarescence orange.

Aprés extraction des pigmaents & |'side de chloroforme, la solution violetle
oblenue esk lavée & I'eau distillée pour diminer les Lraces de zine, puis aves
une liquenr alealine ol finalement & Pean distillée. La solution chloreformigque
devenue rouge ne présente plus aucune Nuorescence.

Apris adsorplion des pigments sur alumine, le chromalogramme est déve-
loppé & I'mide de chloroforme, contenanl 1 % daleool méthylique. Une
rone violelle se détache el chemine le long de la colonne d alumine, suivie
d'une gone orange, Lorsque ces zones colordes alleignent successivement
le bas de la colonne, les liquides colorés correspondants sont recueillis.
Nous eblenons ainsi en premier licu une solution rouge violel, puis une
liqueur orange, Ces solutions non fluorescentes montrenl, aprés addilion
d'actlale de zine, lo premidre, une inlense Muorescence rouge, la seconde
une fluorescence verle. En milieu acide, M'une conserve sa fluorescence
rouge, l'sulre présenle une fuorescence orange.

Les spectres des solutions du pigment rouge violet sonl comparables &
ceux de I'haliotivioline, dont ils ne différent que par les positions des maxima,
qui se Lrouvent décalés d'environ 200 my vers les courles longuenrs d'ondes.
Les maxima des courbes d'absorplion se situent en effet & 5 540 my pour
les solutions neulres, & ) 600 my pour les solutions acides bleu-violet eb
i, D80 my pour le complexe zincique violel (fig. 30),

Ce pigment, dont le sel de zine prisente une intense fluorescence rouge,
posside vrasemblablement une constitution chimique Lris voisine de celle
de Ihaliolivioline, puisque les spectres d'absorplion restenl eomparables.
Par ailleurs, il s'apparente droitement aux pigments bilinires possédant uné
structure bila-diéne (a, b} (voir page 64), telle que la mésobilivioline, dont
il 8o distingue cependant par ses gpectres d'absorplion,

Par contre, les solutions du pigment orange montrent de grandes analogies
aver celles de I'urobiline, dont les bandes d'absorplion se situent doans la
méme régon du spectre, Les courbes dabsorption des solutions neulre
[rouge orange) el acide (rose) possédent an maximum & 3 5006 my e maxi-
mum du complexe zincique & Quorescence verbe se situe & ) 482 my (fig. 31).
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De méme que dans le cas de Uhaliotivioline, le maximum d'absorplion
du sel de zine du pigment orange se trouve décalé vers les courtes longuenra
d'ondes par rapport & celui de la solubion acide, Clest le phénoméne inverse
qui esl observé dans le cas de la mésobilivioline d'une part el de 'urobiline
d'aulre part. Les maxima d'absorplion de P'urobiline sont en effel vers
A my pour les solulions acides el vers 3 B10 my pour le sel complexe
de zine, Enfin, de méme que pour la pigment de la zone 111, les solutions
Beulre el acide onl des speclres identiques.

E— - -
r "~l :
A ;
0,7 l'"- i |I 0,8
X b
: | 0,8
ﬂ..ﬁ. ’I! ||' A ¥
L
P Lo
i R 0,4 ~
(] 3 ||" r" R - i X
¥ Pl B il ) E
:—J": _-l"i I="-._ 1"|, Oy2 w 3 .
.-.-"' b I"l L ."Iu_| "L Y
t -
0,1 | b R \E
Fia. 30 ? fhﬂﬂ:ﬂalwnﬂ-luﬂr;i: Firo. 31, — Cowrbes d.'.ll:mr;:.l.::: t
Fouga ¥ prove it [V EnRAT
réduetion da I'hllhi::h]mi.m =} - uﬂmm‘?'bﬂlnﬂﬁuﬂﬂ. =1
soluthon newtee, (-.-.-} solution solution  mewtre, (= - =) solution
Sido; [= = <) complexe do zine. aclde, (- = ) complrme .

Ainsi par réduction, puis réoxydation spontanée & I'air, I'haliotivioline
m‘:l“i‘t i des pigments dont les sels de zine sonl fluorescents. Celle obser-
Vation apporte une preuve supplémentaire de la sbruclure bétrapyrrolique
e I'haliotivioline st de sa parents chimique avec les bilirubinoides du groupe

= violines,

5° Pigment de la zons V.

Apris séparalion des pigments correspondant aux zones anlérieures, il
“!:' Poszible d'obtenir de nouvelles zones colorées en lavant la colonne d'alu-
mine & aide de chloroforme, conlenanl des proportions croissanles d aleool
Méthylique (5 puis 10 %), Les solulions rouge el violelte, recueillies au

de la colonne, ne sont que des mélanges de pigments, d'ailleurs i 1'#tal
df: braces. Additionnée d'acétale de zine, la solution rouge prisenle, apres
Vifage au violel, une fuorcscence verle ; acidifide, elle prend une teinte
VYerle. Les maxima d'absorption des solulions neutre el acide se¢ siluenl
CEpeckiverent & ) 475 iy el 3 B2 my . celui du complexe  zincique b
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A G0 my, Ces speclres sonl comparables & ceux de haliotivioline. Ainsi,
i citd des pigments principaux, ¢udiés antéricurement, dont 'une des
caractéristiques est de donner des complexes zinciques non fluorescents,
il existe des Lraces d'un biochrome dont le sel de zine présente une intense
Muoreseence verle,

e} CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

R. E. H. Nicnoras et &, Risisoros, appliquant la chromalographie de
parlage sur papier & 'ébude des porphyrines (78, 78), préconisent emploi
du systéme lutidine-eau en présence de vapeurs ammoniacales. L'empla-
cement des Laches colordea sur la bande de papier (Whalman n® 1) ||L—':|'h|,:rlll
iu nombre de groupes carboxyliques des porphyrines éludides, le B (rapport
entre la distance parcourue par la porphyrine el celle parcourue par le
solvant) élant inversement proportionnel au nombre des fonclions acides.
Quelques-unes des valeurs de RI, trouvées par ces auleurs pour des porphy-
rines & nombre différent de groupes carboxyliques, sonl reporlées dans le
Lablean suivanl :

Nb da groupes

Parphyrines Bl Valeurs de R
Uroporphyrine . . . . . . . . H L)
Coproporphyrine . . . . . . . 1 G
Proloporphyrine . . . . . . . 2 s
Deutéroporphyrine . . . . . . 2 0.8
Mésoporphyrine. . . . . . . . 2 04
Hématoporphyrine . . . . . . 2 05
Porphyrines esbérifites. . . . . U 1.0

R E. H. Nicwovas el G Rimisaron donnent guelques exemples d'appli-
cabion de leur lechnigue & Vexamen des porphyrines conlenues dans des
milieux naturels ou des liquides pathologiques. Cetle méthode esl également
ulilisée par . E. H. Nicnovas el A, Cosront (80) pour I'élude des pors
phyrines des coquilles de diverses espéees de Mollusgques, Préalablement
purifides par adsorplion sur Lale, puis éluées avee de 'ammoniaque 10 N,
los porphyrines sonl disposées sur la bande de papier. Des traces de copro-
porphyrine peuvent ainsi étre décelées, & eilé de 'uroporphyrine, dans les
vaquilles de Pinclada eulgaris, Les valears de BRI données par K, E, H, Nicuo-
Las el A Comront sonl pour la proloporphyrine de 075, pour la copro-

porphyrine de 005 el pour wroporphyrine de 007 (0,12), celle dernigre

porphyrine donnanl deux taches colorees,

L'application de la chromatographie de partage sur papier aux pigmenls
biliairez nous semble devoir fournir d'uliles renseignementz sor la conslitu-
tion chimique d'un grand nombre de bilirubinoides naturels, dont |'étude
esl rendue délicale par le mangue de matidee premidee,

Liinléreét de cetle Lechnigque riside dans le Gt ol sufllit e gueliques

s e M L R

T R U——

PR

Source ; M0, Fl:rﬂ]
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Bamma de substance powr: 19 déterminer le R du pigment éludié el
avoir ainsi une caracléristique  pouvant servir & son  identification ;
2 connattre le nombre de groupes carboxyliques conlenus dans sa molé-
cule ; 3o virifier zon homogéndilé, celle Lechnigque permeliant non seule-
ment de distinguer la présence de biochromes & nombre de groupes carbo-
Ayliques différenls, mais dans cerlaing cas de séparer des hilirubinoldes
voiging [bilirubine el biliverdine par exemple .

En premier lieu, nous avons chromatographié diverses porphyrines el
fompare nos résullals i cenx des aubteors precédents, Nous élant ains assurd
de la valeur de la Lechnigque employvie, nous avons chromatographié simulta-
ment des porphyrines (preloporphyrine el mésoporphyrine) et des pig-
menls biliaires [(bilirubine el biliverdine) ayanl un nombre denbigue de
Fadicany propanolgques. Ces essais avanl montrd que le comporlement des
Pigments biliaires est analogue & celui des porphyrines, nous avons finale-

ment procédeé & Pexamen des bilirubinoides des coquilles de Turbo et d'Ha-
Holis,

Fio, 3%, — 1. Lutidine ssturds  ean =
2 Faa starde de lothdiee ; 3, Lewt
4. Emplscenaent de la tache colords
5, Bupport du fuwbe b cssabs ; 0. Bande

Comme les aulenrs précédents, nous employons le systéme lulidine-ean,
'Ti!-;zn ulilisant la chromatographie ascendante el un dispositil simplifid

g 32).

Dans un tube & essais (hauteur : 240 mm., diamiee : 24 mm.| contenant
2 em? d'ean saturée de lutidine el 2 goulles d'ammoniagque est introduil un
Second lube (hauteur : G0 mm., diamélre: 17 mm. ), renfermant G em® de
Wtidine saturée d'esu. Le pigment, dissous dans de 'ammoniaque approxi-
Malivement 10 N, est prélevé & P'aide d'une pipetie tris fine et déposé o
*MViron G0 mm. de l'extrémilé inférieure d'une bande de papier Whatman
1% 1 (longueur 230 mm., largeur 9 mm.) en une Lache de 3 mm, de diamétre,

We bande de papier, lestée & Paide de deux attaches métalliques & sa
Parlie inférieure, est fixée par gon extrémileé supdriceure an bouchon de hiége

Mimeines oy Mesdvw, Eoologie, L Y, ]



s K. TIXIER

i l'aide d'une bande adhésive, Elle est inbroduite dang le Lule & casais de
telle sorte qu'elle plonge dans la lulidine saturde d'sau sans toucher aux
parois du pelil lube ; puis le bouchon esl enfoned soigneusement, Au boul
ile qualre heures environ, ln bande de papier est sortie du tube & essais,
séchin el examinde,

Ce disposibif, employe en série (8iX Lubes par exemple), permet de Lravail-
ler rapidement el de ne manipuler que de faibles quantités de lulidine
(mélange de 2-4 el de 2-5 diméthylpyridine). Signalons que L. B. Roc-
kKLAND ek M. 8. Dunw (127) onl préconisé pour I'étude des acides aminés un
syeléma encore plus simple, puisqu'il consiste en un seul tube & essnis ren-
[ermant du phénol soluré deau, Fextrémité supdrieure du papier élant
assujeltie entre le bouchon et les parois do tube.

Les valeurs de HIP des diverses porphyrines éludides sont eomparables
i celles donndées par H. E, H. Nichowas et A, Coumront (80) ; elles sont
consignées dang le Lableau suivanl :

Porphyrines -:EIE};E[ILL::E Valeurs de RI
Mésoporphyrine IX. . . . . . 2 0,74
Hémaloporphyrine [X . . . . 2 0,73
Deutéroporphyrine [X . . . . 2 0,70
Protoporphyrine 1X . . . . . - 0,69
Uroporphyrine I. . . . . . . bl 0,06

Les valours de BRI Lrouvées pour les porphyrines & deux groupes carbo-
xyligques soml woisines, mais copendant différentes ; contrairement aux
constalations de R, E. H. Nicioras el A, CoMronT, nous n'avens oblenu
qu'une seule Lache colorde pour 'aroporphyrine 1.

Nous avons observé pour les pigments biliaires, ayant deux grouges carbo-
xyliques, des R semblables & ceux des porphyrines possédant deux fone-
tioms acides. Les emplacements sur une méme bande de papier des Laches
colordes de la bilirubine (Rl = 0.75) el de la biliverdine (Rf = 0,70) sont
nellement dislinels,

Pour &tudier la turboglaucobiline, Uhaliolivioline el l'ensemble des pig-
ments d'Halislis eracherodii, nous avons saponifié leurs esters méthyligues
i Paide d'une solution alesolique de potasse & 05 % (15 minules & GOP).
Etendue d'ean puis acidifite par quelques gouttes d'acide acétique, la solution
aleoolique est agitée avee du lale qui adsorbe les pigments. Aprés centrifu-
galion ou cssorage, ce dernier esl lavé avee de 'ean, puig avee une solulion
légbrement ammoniacale. Los biochromes étant dluds avee de 'aleool ammo=
niacal, la solution colorée ablenue esl dvaporde sous vide el le résidu reprid
par | goulle d'smmoniague.

Les valeurs de R oblenues avec la Lurboglaucobiline (0,45), 1"halio=
Livioline (0,60) et Pensemble des pigments d'Haliolis cracherodii (0,61) sont
comparables & celle donndée par K. E. H. Niciouas el A, Comvort pour le
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Bf de 1a coproporphyrine ((0,5). Cos résullats non seulement confirment la
prisence de qualre groupes carboxyliques dans la turboglaucobiline, mais
encore indiquent Vexislence de qualre foncliong acides dans 1"haliobivioline
&l dans les aulres pigments d' Halielis eracherodii.

L'ensemble des résullals oblenus avee les porphyrines ol les pigments
bilisires est schiémalisé dans la figure 33,

e
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¥io. 33, — 1 ; mésoporphyrine 1X ; 2 : hématoporpbyring I1X ; 3 1 deutére 1x
4 : protoporphyrine 1X ; 6 aroporphyrioe 15 6@ bibirabine ; 7 ¢ bili '3 uthﬂf
¥iclino § 0 : pigments d'Hablelis ; 10 ¢ turbogleucobiline. ok

d) CONCLUSIONS

En dehors du pigmenl principal rouge violel, suguel nous avons donnd le
om d'haliotivioline, "analyse chromalographique sur alumine permel de
Béparer Lrois autres fraclions colorées : 'une jaune orange, 'aulre verte et la
dernitre violelte. Ces divers biochromes sont étroitement lids les uns aux
Aubres of constiluent une nouvelle série de pigments bilinires. G'est ainsi que
# réduction de I'haliotivioline & Uaide d’hydrosulfite de sodium conduit & un
MEment jaune orange, donl les propriélés sont entitfrement comparables &
telles du biochrome naturel jaune orange. L'analyse chromatographique du
ilange de ces deux bilirabinoides permel de conclure & leur identité, De

Eme, un pigment jaune orange, semblable aux précédents, est oblenu par
r?d“litrll du biochrome verl & 'aide d'hydrosulfite de sodium. Enfin le
Mgment violel présenle des propriébés analogues i celles de 1"haliotivioling
“L seule |'analyse chromatographique permel de dislinguer ces deux bio-
':,h'“mﬂl!. problablement isoméres. En oulre une élude préliminaire montre
]“‘iﬂmu d'une¢ cerlaine parenté entre les pigments d'H. rufeseens ¢l d'H.

I,
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Par l'ensemble de ses propridlés, le biochrome verl sapparenle aux bili-
rubinoides du groupe des verdines [bila-tridnes) ; le pigmenl jaune orange
enlre dans la classe des rubines (bila-diénes (a, ¢} ; enfin les pigments violels
prisentent les propriéliés des violines (bila-diénes a, b)) (voir page 64). Ces
hilirubinoides se distinguent cependant des autres pigments biliaires naturels
par cerlaines particularites.

est ainsi que P'une des caractéristiques du pigment jaune orange réside
dans le changement de Leinte el les modificalione gpectroscopigues pri-
senides par ses solulions suivanl la polarité du solvanl, Des constalalions
analogues onl ébé signalées chez les caroténoides, possédant une fonction
célone en conjugaison avec une chaine lalérale ayant plusieurs doubles
linisons (rhodoxanthine) (126). Il est sinsi permis de penser & Vexistence
d'une lonclion celonique dans le prgmenl jaune orange, qui, comme Lous les
hilirubinoides, posside un grand nombre de doubles liaisons. [es speclres
analogues sonl présenlés par le pigment joune orange d°M, rofescens,

Une aulre parlicularilé des pigments d'H. erachersdii esl Pabsence de
fluorescence de leurs sels de zine. A nolre connazzance, aucune conzlatal ion
de cel ordre m'a encore é¢ signalte chez les pigments biliaires nalurels.
Parmi ceux-ci, les uns ontl des complexes mnciques & fluorescence verte
(urobiline) ou rouge [mésobilivioline), les sulres [bilirulane ou biliverdine ],
donl les sels de zine ne sonl pas fMuorescents, peuvenl #re oxydés en bilis
rubinoides & complexe fMuorescent (réaction iedo-zincique). A des Nuores-
eences semblables correspondent des struclures chimagues analogues avee
une distribulion identique des doubles liaisons, C'est ainsd que les mésobi-
liviolines el les mesohilipurpurines onl une structure bila-diene (o, b) ; la
seule différence enlre ces pigmenls réside dans la saluration de Pon des
ponls carbonés par deux stomes d'hydrogéne dans les premiers, par un
oxygene dans les seconds, 1l esl évidenl que loule modificalion dans la
siructure chimique, qui entralnerail la disparition de la loorescence chez
les misobiliviolines, la supprimerail fgalement chez les mdsobilipurpurines,
L'absence de fluorescence des sels de zine de DVhaliotivioline, d'une  parl,
el des produils d'oxydalion des pigmenls jaune orange el vert, o aobee
part, ne peul gqu'élee due d une couse w=ntique, gqui doit #e recherchée dans
une modificalion de la constitution chimique de ces biochromes par rapporl
i eelle des aulres bilirbinoides naturels,

Celle modification est légére, car il esl possible, en partant de "halioli-
violine, de passer & une mouvelle série de bilirubinoldes d sels de zine fluores-
certle, 1l sullit en effel de réduire 'haliolivioline a 'aide de poudre de zine
en milieu acéligue, puis de laisser la liqueur s& rhoxyder i 'air pour oblenif
une solution fluorescente. L'analyse chromatlographique permet de séparer
un pigmenl rouge orange, donl le sel de zine posséde une Nuorescence verle,
el un hiochrome vialel, donl le complexe zincique présenle une luorescenee
rouge ; le premier de ces produits s'apparente & 'wrobiline, le second & la
mésobilivioline, L'analogie des spectres d'absorplion du bischrome violel
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ﬂunmm-g-nl el de Mhalistiviohne montre que la réduction zincique n'apporte
qu'une légire modificalion dans la constitution chimique de I'haliotivioline,

Les relations exislant entre la conslilulion chimique des pigments bilisires
eL lenr possibilité de¢ donner des complexes fuorescents n'ont fait Mobjet
d'avcune Hude particulitee, Coependant H. Fiscuen (124) a remarqué que
les eslers mét hyliques des bilirubines on des biliverdines dont P'un des grou-
pements hydroxyles en posibion 1’ ou 8 esl remplacse par un radical miétho-
Xyle (voir page 88), donnent par oxydalion des produits dont les 2els de zine
Ne sonl pas fluorescents. De méme cel auleur a fail la synthése d'une bili-
rubine [vair page 89) dont le carbone du ponk b est hé & un noyau benzt-
Bicque (124) ; apris addition d'acétale de zine et d'iode, la solulion alcoslique
il e pigment presenle e spectre des sels complexes des ]Jiii'lllf'ﬂ.ll‘iilr!.,
mais aucune flusrescence n'apparall. Dans les deux cas, le remplacement
d'un hydrogéne, soil dang un des groupements hydroxyles, soil dans un pont
carboné, par une linison avec un alome de carbone détermine la dispa-
Filion de la Muorescence des sels de zine. Dans le cag des pigments d' Holiolis
il esl permis e penser gque absenee de fluoreseence esl due & une cause
dalogue ol que la réduclion zincique ou bien restaure un groape — OH en
Pogilion 17 ou 8°, ou bien reslilue un hvdrogéne & un pont carboné,

Bien que nous n'ayons pu oblenie Uhaliolivioline & I'élal erislallisé, nous
Penzons 'avoir solée i I'étal pur, grice & analyse chromatographigque et
i ides précipilabions suceessives, Rappelons que cerlmns pugments biliaires,
Lels que la bilifuscine et la mésobilifuscine, n'ont pu #re ni isolés, ni synlhé-
bisds & I'élal eristallisé. La palure Lélrapyrmolique du pigment principal
' H. crackerndii a ¢ mise en doule par divers aulcurs (118) (122), qui lui
ok attribué une slruclure indigotigue, Cependant, avanl priz connaissance
des résullals que nous aviens oblenus, A. Cospont vient de reconnaltre la
nabure tétrapyrrolique du pigment principal J'H. eracherodic (123).

Il nous semble qu'aucune conlestalion ne puisse dorénavant subsister
BLF |5 parenieé de I'halistivioline aves les pigments biliaires. En elfel la sbrc-
Wure Létrapyrrolique de ee biochrome est confirmée par son analyse élémen-
I-Iil'l.'r par la déterminalion de son paoids mmaléeulairs, par sa risduclion soik
0 pigment. donnant la réaclion de Gmelin, soil en bilirebinoides dont les
fomplexes zinciques sonl fluorescents,

Les formules pouvanl ére allribudes & Phaliolivieline (voir page 94)
snl voisines de celle d'une copromésobilivioline [Cgghl g0, ™, ) (voir pages
M el 95), dont elles se distinguent principalement par la priésence de denx
alomes d'oxygine supplémentaires, La teneur en groupements mélhoxyle
Saccorde avee la prisence de trois fonctions carboxvle ; toutefois nous
Pensons que ce dosage, effectué sur | mg. 9 de pigment, mangue d'exacti-
bude ol pous accordons plus de erddil & la chromalographic sur papier qui
Indique 'existence de qualre fonclions acides. Lanalyse élémentaire de
Uhaliotivioline donne des résullals extrémement voising de coux Lrouvés
Pour la turboglancobiline. Ces deux pigmenls possédent 12 ou 13 alomes
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d'oxygéne dans leur molécule el leur conslilulion chimique est probablement
Lrég voisinge, quoique différente. En effet, la turboglaucohbiline présents toutes
les propriélds des verdines, alors que Uhalistivioline se distingue netloment
des autres viclines par 'absence de fuorescence du complexe zincigque,

Envisageant la constitution chimique de Ia turboglaveobiline, nous avons
Admis 'hypothise dela présence de groupements propanolfgques, renfermant des
fonotions aleool secondaire ; tels qus —CHy—CHOH—COOH ou—CHOH—
CHg—COOH, Cetle hypolhése est également valable pour haliotivioline ol
par conségquent pour le pigment jaune orange. Toulefois les modificalions
de speclres, observiées avee ce dernier biochrome, sonl pluldl en faveur de
I'existence d'une fonelion célonigque dans les chalnes latérales des biliru-
binofdes d"H. cracherodii. Rappelons que le maximum d'absorplion de la
miésobilirubine se situe & 3 425 my ot celui de la bilirubine 4 3 A0 my (19),
le déplacement de la courbe d'absorplion de ee dermier pigment vers les
grandes longueurs d’ondes étant di & la présence de doubles liaisons [grou-
pements vinyle) dans les chaines latérales. Le déplacement des bandes
d'absorplion du pigment jaune orange vers ln parlie rouge du spectre, lorsque
le solvant esl polaire, s'expliquerail ainsi par 'apparition de doubles lianisons
dues & I'dnolisation de fonctions cétoniques :

— GO—CH— 000 H-— (= (H — COHH,
I’I_‘Ill

Il est cependant curieux que nous n'ayons pu observer de modifications
apectroscopigques aussi netles avee les autres pigments d'H. eracherodii.
Dang le tas de haliotivioling il faul noler toutefois 'apparition d'une troi-
sidme bande d'absorption dans 1'ultra-violel lorsque le solvant est polaire
et de légers changemenls damg les teintes des solutions ehloroformique
el aleoolique. Bignalons par ailleurs un décalage imporlant vers Pextréme
rougee des bandes d'absorplion des pigments verts d'H. eracheradii el d' 1.
riifesceris par rapporl & cellez de la hiliverdine, auszi ben dans ultra-violet
que dans le visible,

L'hypothége la plus plausible pour expliquer l'absence de fuorescence
du complexe zincique de 'haliotivioline et celle d'une lisfson enlre 'on des

ponls carbonés el I'une des chaines latérales, Par analogie avee les chloro-
phylles, il est possible de pensér & une constitution correspondant au schéma

suivant :
_f&"
jra— C = —_—
K'f aﬂf

Une Lelle constitulion permel d'expliquer :
~= l'absence de fluorescence des sols de zine des pigments d'H, cracherodii
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par suite du remplacement de 'hydrogéne du ponl carbond par une liaison
enkre deux alomes de carbone ;

= le passage, par réduction zincigue de haliotivioline, puis réoxydation
# des pigments bilisires donl les sels de zine sonl fuorescents, la chaine
lalérale devenanl libre el le pont carbone relrouvant un alome d hvidro-

Béne -

CO-CH,, o
N N

— les dillérences de comportement des sels de zine de 'haliotivioline
el de la turboglaucobiline, malgré des formules Sémenlaires voisines ;

~— les analogies de spectres énlre 'haliotivioline et le pigment violet &
Nuorescence rouge, oblenu par réduction zincique ¢l rdoxydalion, les diflé-
fences enbre ces deux pigments ne portant que sur la disparition de la linison
tiikre le ponl carbond et la chaine lalérale,

En réalilé, nous devons constaler qu'il serait vain, dans I"#lab actuel de
hox connmizzances, de vouloir donner une formule de Uhaliotivioline, les
hﬂ}nlhé‘:su:; efvigaghes ne pouvanl servir qu'h orienter un Lravail ullériear,

ur établir la constitution des pigments d Hafioliz, il faudrail pouveir
0 Hudier les produils de transformation el de dégradation. Malheurcuse-
ment, |'un des obatacles & I'élude de ces biochromes régide dans In difficullé
doblenir des quantilés suffisantes de produil pour en entreprendre une
e chimique plus poussée,
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE DES PORPHYRINES DE L'AMBRE GRIS

Al HISTORIOUE

L'ambre gris esl une conerétion intestinale du Cachalol (Physeler macro=
cephafus). 11 se présente sous forme d'amas foneds presgque noirs, de Laille
variable el d'odeur caracléristique. Le processus de formation de 1"ambre
gria est encore trés mal connu, Une revae réeente de la chimie de "ambre
grig sl donnée par E. Leperen (128).

La présence, dans I'ambre grig, d'un pigment apparenlé aux porphyrines
est signalte par M. Svzuki (128) en 1925, Quelques anndes plus Lard,
Y. Okanana (130) donne & la porphyrine le nom d'ambroporphyrine. Apres
avoir extrail la porphyrine par de 'acide chlorhydrique ot 'avoir purifice
par des dissolutions successives suivies de précipitations par Peau, auteur
oblient une poudre brun rouge amorphe soluble dans I'éther, 'alcool, le
chloroforme, les acides diluds el les alealis, insoluble dans P'eau el 1"¢Lher
de pitrole. 8i le spectee de ce pigmentl en solulion éthérde est comparable
i celui de la coproporphyrine, il s¢ montre différent en milieu alealin, Par
estérificalion de la porphyrine libre & Paide d'aleosl méthylique chlorhy=
drique, Y. Oxkanana oblient un produil eristallisé en aiguilles brun rouge,
reunies en houppes, Dans son livee « Die Chermie des Pyrrols = (1957 (131),
H. Fiscukn consacre un paragraphe spécial & ambroporphyrine, qu'il
semble considérer comme une nouvelle porphyrine,

B. — RECHERCHES PERSONNELLES

La maliére premidre ulilisée est la fraction de "'ambre gris insoluble dan#
I'éther ; elle représente environ 156 9 du poids de "ambre. Au cours d'une
élude préliminaire sur 20 g de résidu d'ambre gris, nous avons jsolé par
chromatographiec 8 mg. d'une porphyrine que nous avons identifide avet
la protoporphyrine 1X. Puis, dans une nouvelle séric d'essais, & partir de
150 g, de résido d'ambre, nous avons sépard par chromalographie 30 mg.
de proloporphyrine el 10 mg. d'une aulre porphyrine identique & la méso-
porphyrine 1X. Les deux séries de recherches avanl ¢1¢ conduites différem-
ment, nous pensons qu'il est wlile de les exposer séparément,

L el B
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a) ESEAIS PRELININAIRES
| Extraction eif estérification.

20 g, de résidu d'ambre sonl Lraités par 100 em?® environ d'aleool méthy -
ligue chlorhvdrgue 4 12 25 & 'thullition pendant O minutes, La solution
brun foned, séparée du résida par filtration sur Biichner, présente en lumiére
Ulira-violetle une intense Auorescence rouge, Elle est additionnde de 200 om®
de chloroforme, puis d'eau distillde ; le chloroforme s¢ #épare en une couche
brunitre & Auorescence rouge intense, alors que la couche agqueuse, également
bruniitre, prisente une fluorescence verditre. La solution chloroformique
eal dicanldies, lavie trois foiz & Peau digbillée, deux [ois avee une aolulion
de carbonate de sodivm & O o5 el de nouvean Lrois [ois & Peau ddislillée,
Finalement, Ia solution chloroforminque est déshyvdralée avee du suliale de
Sdinm anhydre,

Apris filtration, la solulion chloroformigue est évaporée & sec el le résidu

nitre esb repriz plusieurs fois par de 'éther 4 U'ébullition jusqu’s concur-
Tence de 100 em® La solulion éthérdée rouge présente une intense fuores-
Lenee rouge én lumiére ullra-violelle, Aprés concenbralion i 10 em® environ,
elle est abandonnde pendant une nuil & la température du laboraloire, Le
Produit cristallisé, recueilli par centrifugation, esl laveé avee quelques em?
déther, puis recristallisé dans un mélange de chloroforme et d'alcool mithy-
lique houillant. Les cristaux obtenus sont caractéris] ques de Vester micthy-
lique de In protoporphyrine (PF @ 2240.22509),

20 Purification par chromatographie.

Le produil cristallisé est dissous dans la plus petile quantité possible de
hloroforme, puiz la solulion esl additonnée de 25 em® de benzéne et de
2 em?* d'éther de pitrole. Le mélange est filted sur une colonne d alumine
qui fixe les pigments dans sa porlion supérieure. Le chromalogramme esl

loppé & I'aide d'un mélange d'un volume de chlorolorme pour 4 volumes
'éther de pétrole. Une zone rose se forme el descend le long de la colonne
illllll‘ru'm':_ Cetle zone principale est précédée dune mince zone violacte,

ue la zone principale atleint le bas de la colonne, le liquide colord,
Gui filtre, est recueilli.

Par évaporalion de eelle solution, la porphyrine cristallise au sein du
Elvant sous forme de losanges arrondis aux angles, Ges cristaux sont recueillis
Par centrifugation, puis dessicheés sous vide, Nous oblenons ainsi § mg. de
Pigment eristallisdé

do Jdentification.

Les divers aspects eristallins de la porphyrine ainsi isalée sonl comparables
i_ﬂ'!!.lx de l'ester méthylique de la proloporphyrine observiés dans des condi-
tions jdent ques de eristallisation. Son poinl de Tusion est de 2240-F0,
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Le mélange de ce pigment el de U'esler méthylique de la protoporphyrine
ne monbre aucun abaissement du point de fusion (2249-2259),

Le spectre d'absorption dans le visible de la solution chloroformique est
superposable i celui de Uester méthylique de la protoporphyrine : [ 3 6350 my 3
L3 BT0 mig 5 TG 538 mg 5 IV 3 04 my,

Enfin, la chromatographie sur alumine d'on mélange de ee pigment el
de 'ester méthylique de la proloporphyrine ne donne qu'une scule zone
colorée,

bl ESS4I5 DEFINITIFS
[ % Extraction el estérification.

150 g de résidu d'ambre gris (correspondant & environ 1 kg, d'ambre)
sont traités par 1 litre d’alcool méthylique chlorhydrique & 10 9. Le solvant
acide reslant plusicurs jours en conlacl avec Pambre gris & I'obscurité, les
porphyrines sonl dissoules et eslérifiées. La solution alcoolique brun rouge,
sétparde de la fraction insoluble par filtralion sur Bichoer, présente une
intense Muorescence rouge en lumidre ultrasviolelle, La fraction insoluble
reprise par de 'alesol méthylique chlorhydrique donne une nouwvelle solu-
tion bruniitre, mais celle-ci, exposée aux rayons ullra-violets, ne présents
plus de Auorescence rouge. maig une fusrescence verditre.

Aprés distillabion a gee sous vide de Vexbrail aleoolique initial & Nuores-
cence rouge, le résidu esl repris par du chloroforme qui dissout les porphy-
rines. La solution chloroformigque brun rouge est d'abord lavée & Ueau distillée,
puis deux fois svee une sslution de carbonate de sodivm & 5 25, enfin de
nouveau & 'ean distillée. Apriés filtration, la solution chloroformigue est
iléshydratée avee du sullate de sodium anhvdre,

2% Séparation des pigments par chromatographie.

Aprés concentralion & environ W cm?, |
==s.VI1 beun sale i 0r chloraformique eal additionnde 'un
e 17, St volum dhor d pétrole, pls o milange

eal versd sur une colonne d'alumine (150 g}
=1V rouge brun | ooue la solution coloriée est adsorbde, nous
Bpocar+ 111 rose continwons  d'humecter o colonne d'alumine
avee un mélange & volumes fgoux de chloro-
forme el d'éLher de pétrole.

Le chromalogramme oblenu monlre loute
une serwe de zones colorées (fig, 34). Les pones
Fin, 34, principales, superposées (111 el 1Y), présentent

une inbense Quorescence rouge en lumidre ullra-

violelle, Les diverses zones colordes sont sorlies du lube & chromalogra-
phier el sont dudes séparément & 'aide de chloroforme,

e
2t
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8} Purificalion de la porphyrine de {a cone 111,

Le produit d'é¢vaporation de I'#luat de la zone 11T est un mélange de la
Porphyrine et d'une substance incolore cristallistée, Pour séparer ces deux
fonstituants, le produil d'évaporation est ropris par un peu de chloroforme,
Puis la solution st dilude avee de I'dher. La porphyrine est ensuite extraite
4o la solution éthérde & plusieurs reprises avee de D'acide chlorhydrique &
&4 "% Aprés neulralisalion des solutions acides par addition d'acétate de
Sodium jusqu's virage de la teinle violetle au rouge, la porphyrine est
extraile par du chloreforme, La solulion chloroformique est ensuite lavée
Suivant la technique habituelle avee une ligueur alealine, puis déshydratie
Wee du sulfate de sodium anhydre,

La porphyrine de la zone [11 est finalement purifide par une nouvelle
“Whﬂlum;rhiu sur alumine. Apris conconbration & environ 15 cm®, la
Solution chloroformique est additionnée de 3 fois son volume d'éther de
Pétrole et e mélange est filtré sur une colonne d'alumine (30 g.) : le chroma-
Logramme est ensuile développd & 'aide d'un mélange composé d'un volume

chloroformae pour 3 volumes d*éther de pétrole. Une zone principale,
forrespondant au pigment de la zone 111, descend le long de la colonne
'Ii'lnlurm'm:1 suivie d'une zone rose pile (porphyrine de la zone IV),

La zone principale ¢tant sortie du tube & chromatographier, la porphyvrine
®8L éluée avee du chloroforme. Finalement, la solution chloroformique,
aprés concenlration & quelques em?, est additionnée d'aleool méthylique
bouillant, Par refroidissement, la porphyrine crislallize souz forme de

mﬁhs tablettes, Nous obtenons ainsi environ 10 mg. de porphyrine cris-
lisite,

b) Purificalion de la porphyrine de la sone IV,

La porphyrine de la zone 1V est également extraite de sa solution élhérée
Iar de I'acide chlorhydrique & 27 %. Aprés neutralisation avee de 'acélate
e sodium, |a porphyrine esl extraite au chloroforme, puis la solution chloro-

Mique esl lavdée avee une solution de carbonale de sodiom & 5 9 et déshy-

Falée avec du sullate de sodium anhydre,

Apris concentration & environ 10 cm®, la solulion chloroformique est
Sdditionnée de 3 fois son volume i'éther de péitrole, puis le mélange est versé
SUr une colonne d'alumine (30 g.). Le chromatogramime est cnsuile développé
W¥ee un mélange d'un volume de chloroforme pour 3 volumes d'éther de

’ le. Une zone principale descend le long de la colonne d'alumine, précédée
Tune zane rase, correspondant & un peu de porphyrine de la zone L1

L'éuat chloroformigue du pigment de la zone principale, aprés concen-

bion & quelques em®, est additionné d’alcool méthylique bouillant. Par
H'rmid!'utmnnl, la porphyrine cristallise. Nous oblenons ainsi environ 30 mg.
9% produil cristallist,
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3° Identification des porphyrines isolées.
a) Propriélés de la porphyrine de la zone 11,

L aspect cristallin de la porphyrine de la zone 111 est identigque d r;'tlf
de l'ester méthylique de la mésoporphyreine IX. Son poinl de Tusion esl
e 21002142, Le mélange de colle porphyrine of de 'ester méthylique de I
mésoporphyrine ne montre sucun abaissement du point de fusjon (2109
2140).

Cette porphyrine esl trés soluble dans le chloroforme, peu soluble dans
Péther et 'aleool méthyvlique, insoluble dans '#her de pétrole, .

Les analyses élémentaires des porphyrines de Pambre gris ont #é effess
Lutes au Laboraloire de Chimic du Muséum de Paris, L'analyze eléme nl_mrll
e la porphyrine de la zone 11 s'accorde avee la formule CagH 0,8, l]ll
esl celle de Pester méthylique de la mﬁulmrphyﬂnr

Les résultals, fourniz par deux mierodosages G H, sonl les mut'nnl-l-

Prise d'es=ni 0 iy

N . o g, ST

b G bl HHEID

= 2350 097
G o H oL
calenlds 7204 7.11
Fronwd 72308 7,16
7206 7A8

La courbe d'absorplion dans le visible de la solution chloroformiquer
délerminée & aide du spectrophotométre d'Yvon et Jobin, présente le8
3 bandes d'absorplion (I, la, 11, [11, 1V) caractéristiques des porphyrines
dérivant des foporphyrines. La bande la, Lrés faible, n'esl vigible qu'avee
une solution suffisamment concentrée ; intensilé de I'nh.-'nrplinn des aulres
bandes erofl de 1 & IV. Les posilions des maxima sonl : 1 3 623 my | I_
159!5:11“. 1015 567 myy s TNEA 632 my 5 IV 3 499 my . Le spectre 1I:huﬂ1'P"'
Lion de 'ester mélhthue de la ml'm-npurph}nnr 1 mlnlln:m chloroformiquee
est identique, les positions des maxima des bandes sonl comparables ©
TR623 my ; Ta 3 D00 my ; 112 568 my, ¢ 1113 582 my 3 TV 3 A% my,

L'identité du pigment de la zone 111 avee la mésoporphyrine 1X est égales
menl éablie par une chromatographie mixte. Pour cela une solulion chloro=
formique des denx pigments est additionndée de 3 fois gon volume ¢
de pétrole, puis le mélange cst versé sur une colonne d'slumine. Lorsque
golution pigmentée esl adsorbde, la colonne est humectdés avee un méla
d'un volume de chloroforme pour 3 volumes d'éther de pétrole. Une seul
zone rouge se forme el descend le long de la colonne d'alumine.

Il apparait ainsi que la porphyrine correspondant & la zone 111 esl identi
i Vesler méthyvlique de ln mésoporphyrine 1X (voir page SH6).
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b) Propriélés de la porphyrine de la zone 1V,

L'aspect cristallin de la porphyrine de la zone IV est idenlique a eeluoi
de V'ester mélhylique de la protoporphyrine 1X. Son point de fusion est
te 2040290, e melange de ce pigment el de 'ester méthyvligue de la prolo-
Porphyrine ne monlre avcun abaissement du point de fusion [2248.2950),

Celle porphyrine est Lrés soluble dang le chloroforme, peu soluble dans
Ildl'ﬂ'lll melhylique et 'éther & [rod, imsoluble dans 'élher de pélrole,

I..'lnalyup dlémentaire s'accorde avee celle de l'ester méthvlique de la
Protoporphyrine : CggHag O Ny Le microdosage G, H, donne en effel les rézul-
taks suivants ;

Prise d'essai Hgl} Gy
01 I, o g Lal ] I!I'IF.
1.755 2 1) 101,006
G % H %
alon): 73,19 6,02
rouv 72,71 G40

Le spectre d'absorplion de celle porphyrine, en solulion ehlorolormigue,
Présente les 5 bandes (1, Ta, 11, 111, IV} des porphyrines dérivant des &io-
Porphyrines. La bande la, trés faible, n'est visible quavec une solulion
Sllksamment concentrée ; Uinlensilé de Iabsorplion des aulres bandes
CrolL de | & TV, Les posilions des maxima sonl respeclivement @ 15 G630 my ;
lli}.ﬁlr.! my 113 57 iy ; B0 Dt "y ; IV 3 Dk mpy, Lo e lse |I‘:|1:|a¢|.;|-|'p-
Lo e esbor midl hyligue de la |rr-|||.l.rp-l.r]‘|'lh1'g'rl'lh' en salulion chlorelormique
®5L identique el les posilions des maxima sonl comparables : 1 3 630 my ;
185 602 my, 5 103 575 mye 3 1113 540 mge 3 IV 3 504 my,

Une chromalographie mixle de celle porphyrine el de Uester méthylique
de 1q protoporphyrine, effectuée sur alumine el dans les mémes conditions
e pour le pigment de la zone 111, ne donne qu'une seule zone colorée,

apparall ming que la porphyrioe de la zone IV est denligque & PVesler
Wil hylique de la proloporphyrine 1X (voir page 65),

o) CONCLITSION

Le pigment dénommé ambraporphyrine par Y, Oxanana (130) el consi-
par H. Fiscuen (181) comme une nouvelle porphyrine esl, en réalité,

"f' milangs de protoporphyrine IX el de mésoporphyrine 1X. Ces deux
Behromes, extraits & Pétat d'eslers méthyliques, onl pu étre sépards par
“'h"ﬂﬂﬂlugrnphin sur alumine. Bien qu'ayant une constitution chimigue
®Xlrémement. voisine, la protoporphyrine, qui posséde deax groupes vinyle
la place des denx radicaux élhyle de la mésoporphyrine, est plus fortement
Msorhie, Ces deux pigments ont #é caractérisis par leur point de fusion,
leue analyse élémentaire el leur spectre d'absorplion dans le visible. Leur
de a M4 poursnivie conjoinlement avee celle des esters mélhyliques d'une
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profoporphyrine ol d'une mésoporphyrine préparées & parlic de ["hémine.
lls ont pu amnsi dre idenlifiss respectivement par chromatographic mixte.

A 1 kg. d'ambre gris correspond environ 30 mg. de protoporphyrine el
110 mg. de mésoporphyrine.

Signalons que la protoporphyrine [X se Lrouve en pelile quanlilé dans
lzs fécia do I'homme el qu'elle a été signalée dans lintestin, en particulier
lors d'hémorragie ol d'ingestion de sang (131). Par ailleurs, Uhémoglobing
el le sang, attaguis par les bacléries inlestinales, donpenl de la prolopar-
phyrine. De méme la mésoporphyrine a éL¢ isolée des [tods de malades du
foie el d'un eas de porphyrie (132) (T8).

La présence de porphyrines dans I'ambre gris pourrail s'expliquer de
la fagon suivante : les bees de Seiche, avalés par les Cachalots el retrouves
danz 'ambre gris, provoquent des hémorragies dons Pintestin de ces Célacds §
I'hémoglobine esl transformée par les bactéries en protoporphyrine dont
une parlie esl ensuite réduile en mésoporphyrine. Aingi que nous 'avons
signalé antérieurement, la réduction des radicaux vinyligues de la prote-
porphyrine en groupes dthyle conduit & la mésoporphyrine. Celte rédoction
des radicaux vinyle des pigments Librapyrroliques par les bacléries intes-
tinales a surtoul ébé éludide dans le cas des hilirabinoides (133, 134, 135).
Il semble ainsi que la formation de I'ambre gris est due & un processus patho-
logigue.
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CONCLUSION GENERALE

Les Lechniques employées pour Uextraction, la purification el la carac-
?&hllim: des pigments Wtrapyrroliques étudiés an cours de ce Lravail sont
Wdiquées dans un chapilee préliminaire. Doans les divers cas les pigments
Sonk, en effel, extraits et eslérifiés & 'aide d'aleool méthylique chlorhydrique,
Puis purifits par chromatographie sur alumine el cristallisés dans des mié-
langes de solvants ; I'a nalyse élémentaire en esl ensuile offectude el les pro-
Pri¢bés ibudices,

Dans |n premicre parlie de col oxposé, nous examinons les porphyrines,
Puis les pigments biliaires des coquilles de Mollusques.

L'emploi de Panalyse chromalographique nous a permis d'igoler ol de
taractériser les porphyrines des coquilles de divers Mollusques appartenant
S0k & la famille des Prégidés | Pleria maeroplera, . margarilifera), soit & colle
es Trochidis (Clanculus  pharaonis, Trochus virgalus et T. maoculalus).

A partir de deux coquilles de Pleria macroplera sonl oblenus 22 mg. de
Porphyrine cristallisée. Par son aspect eristallin, son analyse élémentaire,
BE8 spectres ol ses solubilités, cotle porphyring s"apparente aux uroporphy-

s parson poinl de fugion el par celui de son sel complexe de cuivre, elle
identific avee I'ester méthylique de 'uroporphyrine 1. Au coors de la chro-
Malographie, la présence i'uroporphyrine 111 n'est pas révélie,

Les coquilles de Plerin margarilifera ne renferment que des braces d'une
Mrphyrine dont le comportement chromatographique et lo spectre d'ab-
Sarplion sont comparables & coux de Iester méthylique de 'uroporphyrine 1.
L méme les porphyrines isolées des coquilles de Clanculus pharaoniz, de
Trochus virgalis et de T. malaculus onl un comportement chromatographique
Walogue et des spectres identiques & ceux de P'uroporphyrine de Mleria
Macroplera,

Ges résultals, joints a ceux oblenus par H. Fiscuen (89, 66) ol par A.

Mrorr (107), montrent que la présence d'uroporphyrine dans les coquilles

Pléridés est un fail général ; chez cerlaines espices (P. macroplera,

- Wulgariz, P. radiala), celle uroporphyrine se renconbre en quantilé rela-

Vemenl importante, chez d'antres elle ne se trowve qu'h U'élat de Lraces

« margarilifera). L'exislence d'uroporphyrine I dans les coquilles de la
lammille des Trochidés n'avail pas encore élé signalée ; cerlaines espbces de
Trachys reniferment un pigment verl présentant les caractéres d'une bili-
Yerding ; faute de maliére premidére, nous n'avons pu éludier ce bilirubi-
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nofde qu'il surail éié¢ cependant inléressant de comparer & celui du lest de
Turbs.

Nous avons examind ensuile les pigmenis biliaires des coquilles de Mol-
lusques de la famille des Turbinidés |[Turbe Hegenfussi, T. marmoralus,
T elegans) el des Haliobidés (Haliolis erackeradii),

A partir de 30 coquilles de Turbe Regenfussi nous isolons 30 mg. d'un pig-
ment blen que nous proposons de dénommer furbogloucobiline. Extrait
sous forme dester méthylique, puis purifié par chromatographie sur alumine,
ce pigment est oblenu & I'elat cristallisé (PF 2000-3062). 11 présente loules
les propriélés des pigments biliaires, possédant, comme la biliverdine, une
slruclure bila-triéne (couleurs el spectres des solulions, Lest de Gmelin ot
réaction indozincique). Cependant les maxima des bandes d'absorption de la
turboglaucobiline dans ultra-violel el dans le visible ont des positions inter-
midiaires enlre ceux de la glaveobiline ¢ de la coproglaveobiline d° unl ?
parl ol de la biliverdine d'aulre part.

esl le premier pigment biliaire de Mollusques oblenu d Félal erislallisé.
L’analyse élémentaire s'accorde aver les formules UggH g0 N, E'II.(]"H‘ A
ol Uogy HygOhaN . Nous pensons que les formules en (g, qui font de ce biochrome
soil une dioxy- soit une troxycoproglavcobiline, =ont les plus vraisem=
blables. Les deux ou Lrois atomes d'oxygéne supplémentaires ne peuvent étre
conlenus que dans les chaines lalérales fixées sur les novaux pyrroliques en
posilion 5. En effel, Loule substilution en posilion & enlrainerail une modi-
fication de la strocture bila-tridéne ol un changement des propri¢tis L
rales du pigment. IVaprés la Llenear en gmupﬂm-qtl méthoxyle, confirmée
par Vanalvse chromalographique sur papier, la lurboglageobiline pu.ﬂdl!'
quatre fonctions acides comme une coproglaucabiline. L analyse #lémentaire
de I'haliolivisline, pigment principal des coquilles d'Haliolis cracherodity
donne des résullats comparables & ceux obtenus avee la turboglaucobiline.
Tous les pigments biliaires nalurels connus jusqu'h ce jour dérivaient de la
proloporphyrine ; ¢'esl la premiére fois que des bilirobinoldes, ayant u
compasilion voisine d'une coproglavcobiline, sonl signalés dans le rigne
animal. v

Nous exposons les raisons qui nous font envisager Uexistence de groupe=
ments oxypropanciques :— GHOH—GH—COOH ou—GH—CHOH—CO0OH
dans la turboglancobiline, pour laquelle nous proposons une lormule déves
loppée. Si cetle formule éLait confirmée, il faudrail considérer les chalnes
oxypropanoigques de la turboglaveobiline soil comme des formes de ;
enilre les radicaux propanoiques el vinyvligues, soil comme des groupemen
précurseurs de ces radicaux. Toulelois celle formule ne doil #lee consid
momentanémenl que comme 'hypothése de Lravail la plus probable,
quantité de pigmenl oblenu n'ayant pas permis d'éludier les produits ﬂl-
H!ndlum de la turboglaucobiline, .

La présence de lurboglavcobiline est également mise en i-u.m-lmmd,.mlﬂ
codquilles de Turbe marmoratus ol de T, slegans.
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L'snalyse chromatographique des pigmenls eslérifiés o' Haliolis crache-
Podii permel de séparer un biochrome principal rouge violet, que nous dé-
hommons haliolivioline, el diverses fractions colorédes : I'une verte, I"autre
Violetle el la dernidee jaune orange. Ces divers biochromes, qui cons-
tituent une nouvelle série de pigmenls biliaires, sonl étroitement lids les uns
X aulres. En effel, un prgment jaune orange, identique au biochrome natu-
rel, est oblenu par réduction de Uhaliotivioline & 1'aide d'hydrosulfite de
Sodium. De méme la réduction du bilirubinoide vert conduit & un pigment
June orange analogue aux précédents. Enfin les propriétds du biochrome
Violel sont comparables i celles de Uhaliotivioline et seule I'analyse chroma-
Lgraphique permetl de différencier ces deux bilirubinoides. En oulre, une
#lude préliminaire montre I'existence d'une certaine parenlé entre les pig-
ments ' Haliolis rufescens el d"H. eracherodii.

Les réactions el les spectres d'absorplion dans I'ultra-violet et le visible
de ces divers pigments sont éudiés en détail. Par leurs propriétés générales
“:I #'apparenlent aux bilirubinoides actuellemenl connus, mais ils #'en dis-

L par diverses particularités. Glest ainsi que par l'ensemble de ses
Flactions ol de ses speclres le pigmenl perl se rattache & la classe des verdines,
C'esl-i-dire des bilirubinoides & structure bila-tritne. Il donne en effet la
Maction de Gmelin et prisente des spectres analogues & ceux de In bili-
Verdine, Copendanl, bien que donnant le spectre d’absorplion caractéris-
lique de la réaction wdo-zincique, il ne montre aucune Nuorescence @ en
“utre ges solutions neulres présentent un décalage exceplionnel des maxima
"lh:rrpl.inn vors les grandes longueurs d'ondes. Le pigment piolel ainsi que
Phaliotivioline prisentent les principaux caractéres des bilirubinoides de
Ia classe des violines (bila-diéne (s, b)) ; ils s'en distinguent cependant par

maxima d'absorption el par 'absence de fluorescence de leur sel de

Eine, Enfin le pigmeni jaune erange, qui donne les phases verle, bleue, vio-
« rouge el orange de la réaclion de Gmelin, appartienl i la classe des
Pubines | hila-diéne (a, ¢)) ; les maxima d'absorption de ses solutions se situent
dans In mndme région du spectre que ceux de la bilirubine, Toutefois, de méme
9 duns le cas du pigment verl, aucune fluorescence n'apparait au cours
'_h la réaction iodo-zineique. En oulre, I'une des particularités du pigment
Wune orange réside dans les changements de Leintes el les modificalions
mll'ﬂm-]iquu priseniés par ses solulions lorsque la polarité du solvant

Aucune constalation de cel ordre n'avait encore ébé faite dans la série des
Mgment s biliaires ; par contre, des modifications semblables ont &4 signa-
thez certains carolénoides possédant une fonclion célonique en conju-
Baison avec une chalne ayant plusieurs doubles liaisons. Leos bandes d'absorp-
tion des solutions aleooliques neutre, acide ou zincique sonl déplacées vers
l'._' Erandes longueurs d'ondes par rapporl & celles des liqueurs chlorofor-
Migues, 1] semble exister un élat i dquilibre enlre deux stroctures chimigues
"'ﬁ'unlu. probablement entre une fonclion célonique el =a forme énolique.
Mimsinss 60 Mosivs, Loologs, L V. 8
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Nous Lrouvons des spectres analogues pour un pigment jaune orange, isold
des coquilles d’Haliolis rufescens.

A partir de 10 coquilles d'Haliolis cracherodii, nous oblenons environ
25 myg. d'haliotivioline, sous forme d'un produit amorphe violet fonee
Ayanl purifi¢ ce pigmenl par des chromatographies el par des précipita-
tions successives, nous pensons 'avoir oblenu & 1'#tal pur. Ses solubililés
sonl. comparables & celles des esters mélhyliques des pigments biliaires.
Les valeurs analyliques Lrouvées pour deux préparations différenles s'ace
cordent avec les formules : CagH g0y Ny, CagHlg0ya Ny, CagHgO Ny el Gy
ChygMy. Ges formules sont voisines de celles de |'ester méthylique d une copro-
mésobilivioline, dont elles se distinguent cependant par la présence de
12 atomes d'oxygiéne au lieu de 10 pour une copromésobilivioline. Comme pour
la turboglaucobiline, nous pensons que les lormules en Cgy sonl les plus pro-
bables. Le dosage des groupes méthoxyle indique la présence de Lrois grou=
pements carboxyliques ; il nous semble Loutefois gque celle analyse, effec-
Lude sur une trés faible quantité de pigment, mangue dexactitude et nous
accordons plus de erédit & la chromalographic de parlage sur papier qui
monlre l'existence de quatre fonclions acides dans I'haliotivioline, La déter-
mination du poids moléculare par la méthode de K. Rast s'accorde avee |28
lormules proposées el confirme ainsi la nature bélrapyrrolique de ce pig-
ment. Les valeurs analyliques Lrouvées pour les préparations o halioti
violine sonl voisines de celles oblenues avee la Lurboglavcobiline, Ces deux
pigments, qui possident 12 ou 13 alomes doxygéne dans leur moléoule,
semblent appartenir, non & une méme série, mais & deux familles voisines
de bilirubinoides,

Les spectres d'absorplion des solulions neulre (rouge violel), acide (blen}
el zincique (bleu indigo) sont examinés et comparés & ceux de la mésobili-
violine. Ces golutions ne présenlenl sucune fluorescence,

L'oxydation de I'haliolivioline condoit & un pigment rouge, qui, & nolré
avis, ne peul ébre assimilé & une uroroséine, mais doit dtre considérd comme
une « oxo » urobiline.

L'étude des produits de réduction de Phaliotivioline confirme, si celd
étail nécessaire, la nature Létrapyrrolique de ce pigment, aingi que sa parent®
avee les bilirubinoides & structure bila-diéne (a, b). En effet, la réduction
i laide d'hydrosulfite de sodium conduit & un pigment jaune orange donnant
la réaclion de Gmelin. Les propriétés el les spectres de ce pigmenl sonl sem-
blables & ceux du biochrome naturel jaune orange ; l'identité de ces deux
bilirubinoides esb élablie par I"analyse chromatographique. L'une des abjoc-
tions contre la nature tétrapyrrolique de I'haliotivioline est 'absence de
fluorescence de son complexe zincique ; or la réduction de ce pigment &
l'aide de poudre de zine en milieu acélique, suivie d'one réoxydation & 1air,
conduit & des bilirnbinoldes donl les sels de zine soni fluorescenls. L'analyso
chromatographique permel de séparer un pigment rouge orange dont le
sel de zine posséde une fuorescence verle et un biochrome violet dont le
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eomplexe zincique présente une flucrescence rouge ; le premier de ces produits
B'apparenie & l'urobiline, le second 4 la mésobilivioline, L'analogie des
Speclres d'absorption du bivehrome violel Quorescent el de I'haliolivioline
Wontre que la réduction zincique n"apporte qu'une légére modification dans
la constitution chimique de I'halistivioline.

De méme que dans le cas de la burboglaucobiline, il est possible d’envisager
la présence dans 1'haliotivioline de deux groupements propanoiques, renfer-
mant des fonclions aleool secondaire. Toutefois, les modifieations de spectres
observiées avee le biochrome jaune orange sonl en faveur de |'existence
d'au moins une fonction eétonique plutit que d'un groupe alcoalique dans
Fune des chatnes latérales oxypropanoiques des bilirubinobdes d'Haliolis
tracherodii. Le déplacement des bandes d'alsorplion du pigmenl jaune
orange vers la parlie rouge du spectre, lorsque le solvant est polaire, s"expli-
Querail ainsi par Vapparition d'une double liaison, due 4 I'énolisalion de
la lonction cétonique. Nous exposons finalement une hypolhise suseeplible
dexpliquer & la fois les analogies et les différences observies entre les pro-
pri¢iés de I'haliotivioline et des autres bilirubinoides naturels,

En résumé, si le présent travail ne permet pas d'attribuer des formules
définitives aux pigments bilisires des coquilles de Mollusques, il précise
leurs propriétés et leur filiation, donne un premier apercu de leur constitu-
Lion chimique el propose des hypolhéses devanl aider & 'orientation de
Fecherches ulléricures. En outre, il montre I'existence dans le régne animal
de pigments biliaires, dont la constitution chimique est différente de celle
des bilirubinoides acluellement connus, Nous pensons que origine des
Porphyrines et des pigments biliaires des coquilles de Mollusques pourrait
#lre recherchée dans des phéinoménes de hiosynthése, actuellement rudimen-
laires el sans utilité pour I"animal.

Au cours de ces recherches, nous avons appliqué pour la premitre fois
r"llljrm chromatographique de pariage sur papier & 1'étude des pigments
biligiires, Cette technigue permet de déterminer le nombre de groupes carbo-
Xyliques des pigments éludiés, d'aveir une caractéristique de ces biochromes
L un critére de leur purelé, Elle est susceplible de rendre de grands services
dans la caractérisation des bilirubinoides naturels,

Dans la deazidme parlie de cet exposé, nous éludions les porphyrines de
Fambire gris. Nous monlrons que le pigment, dénommé ambraporphyrine
Par Y, Oxanana et considérd par H, Fiscuer comme une nouvelle porphy-
Fine, esl en réalité un mélange de proloporphyrine 1X el de mésopor phyrine 1X.
s deux pigments, malgré leur constilution voisine, peuvenl dtre sépards
Par chromatographie sur alumine ; en effel, la protoporphyrine, qui posside
deux groupes vinyliques & la place des radicaux éthyle de la mésoporphy-
fine, est plus fortement adsorbée, Ces deux porphyrines sonl caracliérisées
Par leur point de fusion, leur analyse élémentaire et leur spectre d'absorplion

le visible. Leur élude est poursuivie conjointement avee celle des esters
Méthyliques d'une protoporphyrine et d’une mésoporphyrine, préparées
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i partir de I'hémine (comparaison des aspects cristallins, points dl: Tusion
el chromatographies m1:~:ln:-:l.:|

A 1 kg. d'ambre gris correspond environ 30 mg. de prnl.,npmph'_l.rnn!
et 10 mg. de mésoporphyrine. La présence dans 'ambre gris de becs de
Seiche, pouvant provoquer des hémorragies dans Pintestin du Cachalot,
permel de penser que la protoporphyrine provient de la transformation
de 'hémoglobine par les bactéries intestinales, une partie de la protopor-
phyrine #ant ensuite réduile en mésoporphyrine.
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