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INTRODUCTION

Il y a environ un siécle, ERMANN observa que le sang
d’Escargot, quand 1l est aéré (oxygéné), posseéde une
coloration bleue. On a constaté depuis que le sang d'un
grand nombre de Mollusques et d’Arthropodes (Crustacés
et Arachnides) contient la méme espéce de pigment, pig-
ment qui fut dénommé oxyhémocyanine par L. FREDERICQ
en 1878.

Quand on soumet I'oxyhémocyanine & I’action d’agents
réeducteurs, méme trés faibles, elle se décolore et se trans-
forme en hémocyanine. L’oxyhémocyanine, étant une
combinaison oxygénée qui se dissocie aisément, constitue,
comme on l’a reconnu, un véritable pigment respiraloire.

Un autre caractere trés important de cette matiere
colorante, ¢’est qu'un métal lourd entre dans la constitu-
tion de sa molécule: I'hémocyanine est une subslance
cuprifere.

Enfin un dernier caractére doit étre encore mentionné,
¢’est que I’hémocyanine est une protéine complexe (pro-
téide).

En tant que pigmenl respiraloire métallifére et, par-
tiellement, proléique, 'oxyhémocyanine (des Invertébrés)
doit étre rapprochée, comme on I'a fait depuis longtemps,
de T'oxyhémoglobine (des Vertébrés et des Invertébrés).
Or, on sait que les hémoglobines qu’on extrait des sangs
provenant d’espeéces différentes ne sont pas identiques.
Quelques auteurs (CuENoT, REICHERT el BROWN, ALSBERG
et CLARK) se sont déja demandé si I'on ne devait pas éga-
lement admettre la pluralité des hémocyanines. Nos recher-
ches nous permettent, croyons-nous, de répondre a cette
question d’'une facon décisive; elles semblent prouver la
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diversité, la spécificité des hémocyanines suivant leur
provenance zoologique, et c¢’est en ce sens justement que
nous distinguons plusieurs hémocyanines.

L’étude des oxyhémocyanines est entrée dans une
phase nouvelle depuis qu’'on est parvenu a en préparer
quelques-unes a ’état cristallisé. On verra que la question
de la cristallisation des oxyhémocyanines tient une place
importante dans notre travail.

Notre thése comprend trois chapitres: Dans le premier
chapilre, nous examinons la question de la présence du
cuivre dans les sangs hémocyaniques et dans les hémocya-
nines elles-mémes.

Dans le second chapiire, nous nous occupons de la
cristallisation des hémocyanines.

Dans le lroisiéme chapilre, nous étudions le spectre
d’absorption des hémocyanines.

* *
i

La fin de nos recherches ayant coincidé avec le début
de la guerre, la publication de notre travail s’est trouvée
considérablement différée et n’est faite actuellement que
d’une facon tres abrégée. Le lecteur qui désirerait un exposé
plus étendu, plus complet, n’aura qu’a consulter la série
de Mémoires sur le sujet publiés par CuH. DHERE (voir la
Bibliographie a la fin de notre these). Ces Mémoires con-
tiennent notamment les indications historiques et criti-
ques que nous avons cru pouvoir omettre. Seul n’y est pas
cité un travail tout récent de G. QUAGLIARIELLO, privat-
docent & I’Université de Naples ?; or, cet auteur a précisé-
ment repris 'examen de plusieurs questions ayant fait
I’objet de nos recherches et de nos publications antérieures.
Les résultats qu’il a obtenus confirment les notres; nous
les mentionnerons & propos de chacune des questions aux-
quelles ils se rapportent.

1 Ricerche chimiche e chimico-fisiche sulla emocianina. (Nota
II1). Pubblicazioni della Sitazione Zoologica di Napoli, 1922.
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CHAPITRE PREMIER

Sur la présence du cuivre dansles sangs hémocyaniques
et dans les hémocyanines elles-mémes.

§ 1. Réaction de la formaldoxime.

Il est tres facile de constater la présence de cuivre
dans les sangs contenant de I’'hémocyanine: il suffit d’y
introduire un peu de formaldoxime (Réactif de Bachn) et
d’ajouter un petit exces de soude; on observe alors, au
bout d’une & deux minutes, une coloration intense d’'un
violet sombre 1. (Cest 14 une des réactions les plus sensibles
des sels de cuivre. Pour obtenir les meilleurs résultats, il
convient de prendre certaines précautions que nous avons
cherché a préciser dans une petite étude spéciale insérée
en appendice.

Faisons bien remarquer que, dans le cas d’'un échan-
tillon de sang, pour que la réaction soit significative au
point de vue de la présence d’hémocyanine, il ne suffit
pas de constater 'apparition d’une couleur violette, en
opérant comme il vient d’étre dit. En effet, le sang peut
contenir du cuivre sans contenir pour cela de I’hémocya-
nine.

Mais nous avons constaté en utilisant de ’hémocya-
nine pure (hém. d’Escargot crist.), qu’en alcalinisant méme
fortement avec du carbonate de soude la réaction est
négative, tandis qu’elle est positive des que I'on introduit
une trace d’un sel soluble de cuivre. En substituant le
carbonate de soude a la soude on peut donc reconnaitre
'l existe du cuivre qui n’est pas combiné a 'état d’hémo-

1 Nos essais ont porté sur les sangs de Helix pomalia, Helix
nemoralis, Limnea stagnalis, Murex brandaris, Arion rufus, Ele-
done moschala, Sepia officinalis, Palinurus vulgaris, Aslacus
fluvialilis, Maja squinado, Squilla manlis.
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cyanine. Comme la réaction est positive, dans le cas de
I’hémocyanine pure, en alcalinisant par la soude, il faut
admettre que la soude caustique détache du cuivre con-
tenu dans la molécule d’hémocyanine.

Ajoutons que nous avons reconnu que pour effectuer
cette recherche, d’une facon irréprochable, il convient
d’opérer toujours avec une solution de formaldoxime qui
préalablement.a été exaclement neulralisée au moyen de
soude. En effet, ce réactif préparé selon la formule de Bacu
est trés acide, et cette acidité a deux inconvénients :

10 elle peut décomposer I’hémocyanine avant I'intro-
duction du carbonate de soude;

20 elle peut transformer ’hémocyanine (et les autres
protéines éventuellement) en dérivé acide qui forme un
précipité treés génant quand on alcalinise .

§ 2. Réaction du biuret sans introduction de cuivre.

On sait que, si 'on ajoute & une solution de substance
protéique (albuminoide, par exemple) un exces de lessive
de soude concentrée, et un peu d’une solution trés diluée
de sulfate de cuivre, on obtient une couleur violacée :
¢’est la réaction dite du biuret.

[’oxyhémocyanine étant une substance protéique
contenant du cuivre, HENZE 2 s’est demandé si par simple
addition de soude on n’obtiendrait pas la réaction du
biuret ; et il a constaté qu’il en était bien ainsi avec 'hé-
mocyanine de Poulpe (la seule qu’il ait étudiée).

1 J. GautreLET (1903) a décelé le cuivre au moyen de la
réaction de la formaldoxime dans les hémolymphes d’Oslrea edulis,
Pecten, Mylilus, Palella. Comme il s’agissait dans tous les cas de
réactions brutes, les observations de cet auteur ne suffisent pas
-2 démontrer la présence d’hémocyanine dans le sang des especes
prénommeées. GAUTRELET a d’ailleurs constaté aussi une réaction
positive des plus intenses avec I’'hémocyanine de Poulpe ou de
Seiche.

® Zeilschr. f. physiol. Chem., XXXIII, 1901.
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Dans nos recherches personnelles, nous avons fait
presque toujours une double réaction, en opérant d’une
part directement sur le sang et d’autre part, sur une solu-
tion d’oxyhémocyanine du méme sang de coloration a
peu preés aussi intense, et nous avons constaté que les deux
liqueurs donnaient avec la méme quantité de lessive de
soude, sensiblement la méme réaction. Nous avons remar-
qué, enoutre, que toutes les oxyhémocyanines sur lesquelles
ont porté nos expériences, ne donnaient pas la méme colo-
ration ; et nous avons par contre observé que celle-ci était
assez semblable pour des hémocyanines d’animaux appar-
tenant au méme groupe zoologique. Nous distinguerons
donc trois cas:

a) Mollusques gastéropodes (Escargol el Roeher). — En
ajoutant séparément a 1 ce. de sang de chacun de ces
deux Mollusques, deux gouttes de lessive de soude a 159,
nous avons toujours observé qu’il y avait d’abord décolo-
ration complete, puis les sangs devenaient visqueux et se
prenaient bientot en gelée moulée. En méme temps ils
prenaient une coloration jaune orange et durable.

Les solutions d'oxyhémocyanine d’Escargot, traitées
de la méme facon, nous ont toujours donné un résultat
analogue. Comme on le voit, on ne saurait dire qu’il s’agit
ici de la réaction du biuret. |

b) Mollusques céphalopodes (Elédone el Seiche). —
L’oxyhémocyanine des Céphalopodes donne trés bien,
par simple addition de soude caustique, la réaction du
biuret. Nous avons observé, en effet, qu’en ajoutant a
1 cc. soit de sang, soit d’une solution d’oxyhémocyanine
de ces animaux, 2 gouttes de lessive alcaline a 159, 1l y
a d’abord décoloration, puis prise en gelée moulée et enfin
le mélange prend une tres belle coloration mauve, carac-
téristique.

¢) Cruslacés décapodes (Langouste, Homard, Ecrevisse).
— En opérant toujours de la méme facon, soit sur du sarg
défibriné, soit sur une solution d’oxyhémocyanine des
Crustacés précités, nous avons constaté qu’il y avait déco-
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loration suivie de prise en gelée moulée et qu’enfin, dans
tous les cas, il apparaissait une coloration rose analogue
a celle que donnent les protéoses et les peptones.

d) Cruslacés stomalopodes (Squille). — Le sang de
Squille, traité de la méme maniere, se comporte en tous
points comme celui des Crustacés décapodes. Nous avons
donc encore ici une réaction du biuret positive, avec colo-
ration rose.

Des différences analogues dans la facon dont se com-
portent les hémocyanines de diverses provenances zoolo-
“giques au point de vue de la réaction du biuret sans intro-
duction de cuivre viennent d’étre constatées par QuacGLia-
RIELLO (loc. cit.).

§ 3. Dosage du cuivre dans les sangs hémocyaniques.

La méthode employée consistait essentiellement a
détruire la matiere organique & chaud par I'action combi-
née de SO4H? et de NO3H. Le cuivre était séparé électro-
lytiquement, transformé en nitrate et dosé colorimétri-
quement & I’état de ferrocyanure. La description détaillée
de cette technique a été donnée par DHERE (6).

Voici les résultats fournis par quelques essais de con-
trole préliminaires :

A 3 cc. environ de blanc d’ceuf, nous avons incorporeé
1 milligramme de cuivre a 1'état de mtrate.

No de Uanalyse Cuivre inlroduit  Cuivre relrouvé
1 I mgr. 1 mgr.
2 I » 1 »
3 I » 1 »
4 1 » 0,99 »
D 1 » 1 »

'On voit par ces chiffres que, sur cinq dosages, I'erreur
n’a dépassé en aucun cas 1/ 100 de milligramme.

Le tableau I (p. 8-9) contient toutes les détermina-
tions de cuivre que nous avons faites dans des sangs hémo-
cyaniques ; nous y joignons les déterminations effectuées
(jusqu’en 1915) par divers auteurs.
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Pour la discussion de ces teneurs, dont beaucoup
preésentent des écarts considérables, nous renvoyons a
DHERE (6 et 7), et nous admettrons, avec cet auteur, que
les valeurs ci-dessous représentent approximativement
la teneur moyenne en cuivre du sang de chacune des
especes qui y figurent et sur une partie desquelles ont
porté nos dosages personnels.

TABLEAU II.

Teneur en cuivre, exprimée en milligr., de 100 cc. de sang.

[ Octopus vulgaris. . . . . . . 235

MovrLusQuEs + Sepia officinalis. .". . . . . 23,7
1 Heliz pomalia* . . . . . . 65 a 705

Aslacus fluvialilis . . . . . . 70

Palinurus vulgaris . . . . . 9D

Homarusvulgaris . . . . . . 10,0

Crustaciis | Cancer pagurus . . . . . . . 60

Carcinus meenas. . . . . . . 90

Maja squinad> . . . . . . . 3D

Squilla mantis. . . . . . . . 6,1

1 Pendant les premiers mois de I'hibernation.

§ 4. Teneur en cuivre de I'hémocyanine d'Escargot.

Par le méme proceédé analytique (technique de DHERE),
nous avons dosé le cuivre dans une dizaine d’échantillons
d’hémocyanine d’Escargot cristallisée, et méme recristal-
lisée par dialyse, et provenant de diverses préparations.
La prise d’essal a été, dans presque Lous les cas, de 1 gr.
environ. Les teneurs ont été en moyenne de 0 gr. 25 de Cu
p- 100 (en chiffre rond), avec des valeurs extrémes de 0,239
et de 0,206. Ces chiffres se rapportent uniquement a des
échantillons de cristaux desséchés & poids constant dans le
vide (au-dessus de chlorure de calcium fondu) a la lempé-
ralure ordinaire, et devant contenir, par conséquent, une
quantité notable d’eau de cristallisation.
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CHAPITRE IL

Cristallisation des oxyhémocyanines.

§ 1. Cristallisation de 1'hémocyanine d’Escargot.

Nous avons réalisé cette cristallisation de diverses
facons :

10 Crislallisalion par dialyse. — DHERE a découvert
en 1908 que I'hémocyanine d’Escargot (Helix pomalia)
cristallise aisément par simple dialyse de ses solutions,
¢’est-a-dire sans addition de sels ni d’alcool, uniquement
par soustraction des substances étrangeéres cristalloides
(dialysables). Nous avons eu bien des fois 'occassion de
répéter les observations de cet auteur, observations qui
ont été également confirmées depuis par E. PHILIPPI
(Zeilschr. f. physiol. Chem., C1V, 1919).

Au point de vue technique, bornons-nous & dire qu’on
peut opérer par exemple sur le sang recueilli en évitant
toute introduction de mucus. La dialyse s’effectue tres
bien dans des sacs de collodion placés a la glaciere. Un
abondant dépot cristallin apparait généralement au bout
d’une huitaine de jours. Les cristaux obtenus sont des
cristaux squelettes qu’'on peut considérer comme provenant
d’octaedres dont l'accroissement s’est fait principalement
suivant la direction des trois axes rectangulaires. (Voir la
fig. 1, pl. I, dont le cliché m’a été communiqué par M.
DHERE.)

Pour procéder & la recrislallisalion, les cristaux sont
séparés des eaux-meéres par centrifugation !, parfaitement

1L Apres centrifugation, on remarque que le dépot au fond des
tubes est formé par une couche d’un beau bleu foncé surmontée
d’'une couche moins haute d’un gris bleuétre (gris de perle). Nous
avons constaté que cette substance grise, isolée le mieux possible,
a meme teneur en cuivre que la substance bleue. Elle est aussi



essorés, puis lavés & Veau distillée dans laquelle ils sont
pratiquement insolubles & la température ordinaire et
sépareés de nouveau par centrifugation. En ajoutant a4 un
volume de sédiment cristallin humide, un volume de solu-
tion de chlorure de sodium n/2,5, on obtient une liqueur bleu
foncé, assez fortement opalescente. Soumise a la dialyse,
cetle liqueur d’hémocyanine dans le chlorure de sodium
en solution n/5 environ ne tarde pas a se troubler: des la
fin du second jour, par agitation, on observe des nuages a
reflets soyeux. La précipitation des cristaux progresse
rapidement ; mais ces cristaux ont le plus souvent des for-
mes peu nettes ’. Les eaux-meéres finissent par étre tout a
fait incolores.

20 Crislallisation lente d’une solulion salurée, sans addi-
lion ni souslraclion d’éleclrolyles. — Nous avons dit que,
dans le sang d’Escargot dialysé, se forme, a partir du
8me jour, par exemple, un abondant précipité de cristaux
squelettes d’hémocyanine. Or, si, des que la sédimentation
de ce précipité a lieu, on décante les eaux-meres (encore
notablement colorées en bleu) et les introduit dans des
tubes en verre d’Iéna placés a la glaciére, on obtient une
nouvelle cristallisation. Les cristaux en question se dépo-
sent & la surface du verre sur toute la hauteur qu’occupe
la liqueur. Ils apparaissent habituellement au bout de
quelques jours. Comme 1ils se nourrissent peu a peu, 1ils
acquicrent souvent a la longue des dimensions assez gran-
des pour que, a I’ceil nu, on les distingue individuellement
et discerne assez nettement leur forme ; ils offrent alors
une belle coloration bleu foncé. Nous avons photographié
quelques-unes des formes les plus remarquables qu’on
obtient dans ces conditions :

La ligure 2 (pl. I), montre des octaedres dont les angles

entierement cristalline ; mais elle se dissout avec une facilité
extréme en présence de traces infimes d’électrolytes.

I Nous avons pourtant observé quelquefois qu’il se formait a
Ia longue des aiguilles assez nettes.
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sont remplacés par des facettes. A I’examen de cette pré-
paration, on a déja I'impression qu’il s’agit de troncatures
portant sur les angles, non de 'octaédre régulier, mais bien
de D'oclaédre quadratique. Dans certains cas, I’hésitation
n’était pas permise, 'axe principal étant beaucoup plus
court que les deux autres, qui paraissaient égaux. Dans
tous les cas, I'examen de la polarisation chromatique a
prouve que ces cristaux étaient biréfringenis 1.

Sur la figure 3 (pl. I1), on observe, & coté de quelques
octacédres (au sens large) non tronqués, des cristaux & douze
faces qu’on peut considérer comme des diheraédres (bipyra-
mides hexagonales). La conformation de chacun de ces der-
niers cristaux s’expliquerait encore en y voyant une pyra-
mide orthorhombique combinée avec un dome. Remarquons
que tous les cristaux de cette préparation offraient des
inégalités de croissance. Disons aussi qu’ils étaient tous
biréfringents.

Comme on le voit, tous ces cristaux (dont plusieurs
présentent des macles) sont de formes géométriquement
bien définies et fort beaux. La solution mere dans laquelle
ils ont pris naissance doit sans doute étre considérée comme
une solution sursaturée (ou au moins saturée), et cela bien
qu’on ait affaire & une solution colloidale. La quantité
d’hémocyanine dissoute dans la liqueur étant tres petite,
il ne peut s’agir d’ailleurs que d’un degré de sursaturation
peu élevé; et c¢’est pourquoi ces cristaux n’apparaissent
qu’au bout d’un certain temps, en petit nombre, et s’ac-
croissent lentement, ce qui leur permet de se développer
avec la netteté de formes que l’on constate 2.

1 Nous tenons a exprimer a M. le Dr P. Koller, privat-docent
de minéralogie, nos vifs remerciments pour le précieux concours
qu’il nous a prété pour I’étude des formes cristallographiques et
des propriétés optiques des cristaux que nous avons oblenus.

2 L’évaporation spontanée a la température ordinaire, d’une
liqueur analogue nous a aussi donné (au bout de quelques semaines)
des cristaux octaédriques, bleuitres, assez bien conformés. La
liqueur avait été placée dans une fiole en verre d'Iéna recouverte
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30 Crislallisalion en présence de sulfale de soude. —
Lorsqu’on ajoute & une solution de sulfate de soude tres
étendue un exces de cristaux d’hémocyanine d’Escargot
(préparés par dialyse du sang), on voit que ces cristaux se
dissolvent abondamment, et on obtient une solution bleu
foncé, fortement opalescente. Entre certaines limites de
concentration saline, I’hémocyanine se dissout d’autant
mieux que la teneur en sel est plus élevée. Supposons que la
concentration finale en sulfate de soude soit n/500 environ :
la liqueur étant filtrée sur filtre rapide (n° 589, de Schlei-
cher el Schiill) aussitot que la dissolution est effectuée, puis
abandonnée au repos, on observe qu’elle devient presque
tout de suite tres trouble, soit qu’on I'ait placée a la glaciere,
soit qu’on l’ait maintenue a la température ordinaire (17°)
ou a eu lieu la dissolution. Apres 24 ou 48 heures, on re-
marque la présence au fond du vase d’un sédiment pou-
vant avoir quelques millimetres d’épaisseur si la colonne
de liqueur est suffisamment haute (12 centimetres, par
exemple). Examiné au microscope, le dépot apparait formeé
de longues et fines aiguilles, sans traces de substance
amorphe.

La fig. 4 (pl. II) est la reproduction d’une photogra-
phie de ces aiguilles.

Au point de vue cristallographique, nous ne pouvons
rien dire de bien précis. Nous avons pourtant constaté que
la surface de section est quadrangulaire. Les aiguilles de
la préparation photographiée semblaient étre des prismes ;

d’un capuchon de papier ; les cristaux occupaient la surface de la
paroi comprise entre le niveau initial et le niveau abaissé de la
liqueur.

Remarquons que, dans le cas actuel, les cristaux se sont dépo-
sés par évaporation d’une solution d’hémocyanine pratiquement
dépourvue d’électrolytes; cn peut se demander si, en preésence
de quantités notables d’élecirolytes, on réussirait également a
obtenir l'oxyhémocyanine cristallisée par évaporation de ses
solutions. '

2
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des aiguilles vues sur d’autres préparations donnaient plu-
tot 'impression de pyramides doubles treés allongées 1.

Ces cristaux sont pratiquement insolubles dans I’eau
distillée. Aprés plusieurs lavages, suivis de séparation par
centrifugation, les cristaux formaient une masse bleue,
assez compacte; en leur ajoutant du carbonate de soude
n/30, en volume équivalent a celui de leur masse, ils ne
tarderent pas & se dissoudre, et il en résulta une liqueur
d’un beau bleu foncé.

Pour réussir cette cristallisation, il est indispensable
de n'opérer qu’avec des liqueurs tres pauvres en sulfate
de soude, comme le montrent les résultats consignés dans
le tableau suivant :

n

w5 - Rien que des aiguilles bien formées.

n

- :Seulement des aiguilles, mais plus fines ; cris-
tallisation homogéne.

- - La plus forte concentration ne donnant que

=

&

E

g & des aiguilles.

5 4 4 ¢ Cristallisation tardive, peu abondante; ai-

E S cuilles, fuseaux, bipyramides hexagonales.

g 5 . Seulement des formes en fuseau; peu de cris-

3 taux.

= +— : Quelques fuseaux dans un peu de substance
amorphe.

Ainsi, ces cristaux se forment le mieux précisément
dans des conditions ou ils ne peuvent fixer que de trés pe-
tites quantités de sulfate de soude ; il est néanmoins remar-
quable qu’ils prennent naissance dans des eaux-meéres

1 En répétant récemment cetle expérience, nous avons obtenu,
dans plusieurs tubes, uniquement des aiguilles identiques a celles
déja pholographiées ; mais nous avons observé aussi quelques
autres formes. Dans un tube, il y avait notamment de trés nom-
breux cristaux pyramidaux, a section quadrangulaire, qui posseé-
daient une assez forte biréfringence et appartenaient au systéme
quadratique, comme les cristaux (ceux-ci beaucoup plus gros) de
la fig. 2.
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relativement assez riches en électrolytes, le sang devant
¢tre beaucoup plus déminéraiisé pour que le début de la
cristallisation apparaisse. Il est probable que, dans ce
dernier cas, c¢’est la réaction alcaline qui s’oppose a la cris-
tallisation.

En dialysant une solution d’hémocyanine dans le
sulfate de soude n/5 (concentration finale), nous avons
observé aussi la formation d’un précipité cristallin consti-
tué uniquement par de fines aiguilles semblables & celles
de la fig. 4.

§ 2. Cristallisation de I'hémocyanine de Langouste.

Nous avons utilisé du sang de Langouste défibriné et
filtré, qui avait été assez longuement dialysé. En placant
dans un champ électrique le sérum introduit dans un appa-
reil ad hoe 1, on constata que I’hémocyanine se transportait
a I’anode ou elle se précipitait a ’état amorphe 2. La portion
de la liqueur contenant le précipité fut recueillie & part et
additionnée de Y4 de son volume de solution normale de
chlorure de sodium ; la concentration saline finale de la
liqueur était donc n/5. On remarqua que ’hémocyanine
se dissolvait presque aussitot, mais qu’apres quelques ins-
tants la liqueur se troublait fortement ; elle laissait bientot
déposer un abondant précipité, en méme temps que les
parois du vase en contact avec la liqueur se couvraient d'un
dépot d’aspect cristallin. L.’examen microscopique, prati-
qué quelques heures plus tard, montra qu’en effet tout le
précipité, tant au fond du vase que sur les parois, était
exclusivement constitué par des cristaux qu’on reconnut

étre des rhombododécaédres, dont beaucoup maclés (fig. D,
Bl LEL):

1 Cf. Cua. Dugerg, Recherches sur les propriétés physico-chi-
niiques de la gélatine déminéralisée. Journal de Physiol. el de Pa-
thol. gén., XII1, p. 173, et pl. 11, fig. 3, 1911. |

2 Tandis que, comme I'a vu DHERE, 'oxyhémocyanine d’'Es-
cargol se dépose, dans ces conditions, a I'état cristallisé.
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Pour controéler la nature de ces cristaux, nous les avons.
lavés a ’eau distillée (dans laquelle ils sont pratiquement
insolubles) jusqu’a élimination & peu prés complete du sel
(constatée par I’abaissement considérable de la conducti-
vité électrique des eaux de lavage ). Les cristaux, soigneu-
sement essorés, furent dissous dans un peu de carbonate
de soude n/25 ; la liqueur obtenue était d’'un beau bleu, un
peu verdatre, comme le sang de Langouste. Par neutralisa-
tion de la liqueur au moyen d’acide chlorydrique tres dilué,
on détermina une recristallisation abondante.

Précisons et complétons sur quelques points ce qui vient d’étre
dit : le sérum doit étre dialysé suffisamment pour que les électro-
lytes aient été éliminés en trés grande partie. Nous avons utilisé,
avec d’excellents résultats, des sérums dialysés de conductivités
spécifiques comprises entre 44 et 58 x 10~6. Si la dialyse est
poussée trop loin, tout le sérum se trouble et peut présenter, dans
cerfains cas exceptionnels, des reflets soyeux quand on I’agite.
Mais nous n’avons, dans aucun cas, obtenu par simple dialyse
des cristaux visibles au microscope. Quand le sérum est trop dia-
lysé 2 ou seulement trop vieux, la cristallisation, par le procédé
décrit ci-dessus, se fait trés lentement (parfois seulement apres
quelques jours ou quelques semaines) et les cristaux peuvent étre
souillés de substance amorphe.

Quand la cristallisation se produit dans de bonnes
conditions, on constate ordinairement au bout d’une
demi-heure, & partir du moment ou a eu lieu la dissolution,
I'apparition de nombreux cristaux qui, généralement, ne
sont pas des dodécaedres, mais bien des tétraedres. Ces
tétraedres, a faces el aréles courbes, ne constituent jamais

1 Nous avons toujours opéré sur du sang légérement fluoré
apres défibrination et filtration ; il était de nouveau filtré avant
la dialyse. Au début de la dialyse, on observe 'apparition d'un
précipité (ne paraissant pas étre de I'hémocyanine) qui doit étre
éliminé par filtration.

21l n’y a cependant aucun inconvénient a effectuer, en méme
temps que le transport, la dialyse éleclrique (procédé imaginé par
CuH. DHERE). Les eaux cathodiques se chargent de beaucoup plus
d’électrolytes que les eaux anodiques.
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qu’une forme instable, transitoire ; on les voit souvent, en
moins d'une demi-heure se transformer en dodécacdres.

Nous avons encore observé, mais trés rarement, une
autre forme qu’on voit sur la fig. 6 (pl. I1I). Il s’agit ici du
proloprisme hexagonal combiné avec un rhomboédre inverse
(systeme rhomboédrique). \

Ainsi, Poxyhémocyanine de Langouste est susceptible
de cristalliser sous des formes appartenant & deux systémes
différents ; car nous avons constaté, par 'examen de la
polarisation chromatique, que les dodécaédres sont isotro-
pes et doivent, par conséquent, étre rattachés au systeme
cubique.

Faisons remarquer qu’avant nos recherches aucune
hémocyanine d’Arthropode n’avait été obtenue a l'état
cristallisé.

Enfin, ajoutons que, dans son travail publié en 1922,
QuacLiARIELLO dit : « L’emocianina_di Palinurus (Lan-
gouste) ¢ stata recentemente ottenuta cristallizzata dal
Dutrt: (Note de DHERE et BURDEL) con un procedimen-
to speciale, che anche 10 ho applicato con pieno successo ».



CHAPITRE III.

Spectre d’absorption des oxyhémocyanines.

Nous avons étudié les spectres d’absorption visibles
des oxyhémocyanines par les méthodes speclrographique
et spectroscopique. T

§ 1. Déterminations spectrographiques.

Commencons par décrire notre fechnique spectrogra-
phique :

Nous avons utilisé un spectrographe de grande luminosité
(construit par R. Fuess) a deux gros prismes (de 43 mm. de hau-
teur), en flint lourd trés dispersif (np= 1,75), ayant angle réfrin-
gent de 60°. L’objectif du tube collimateur a une ouverture relative
égale a f: 4; pour I'objectif de la chambre photographique, cette
ouverture est réduite a f : 6. La longueur du spectre, de la raie du
potassium A = 767 uu 4 la raie du cadmium (ou plutdt de Pair)
dite Cd. 8 (4 = 399 uu), est de 72 mm. environ.

Pour toutes les photographies de spectres soit d’émission, soit
d’absorption, la largeur de la fente restait invariable et égale a
0,08 mm. Aux deux extrémités de la plaque, on enregistrait un
spectre de référence : raies d’émission de I’hélium et du mercure.
Les rajes de I'hélium étaient fournies par un tube de GEISSLER,
la duree de la pose étant d’une minute. Les raies du mercure
étaient fournies par une lampe & arc de mercure, la durée de la
pose étant de 30 secondes. La source lumineuse était constituée
par une lampe a arc au charbon, munie d’un mécanisme de réglage
automatique. Les rayons émis par le cratére du charbon positif,
disposé horizontalement, traversaient, avant de passer par la li-
queur absorbante, une lentille qui les rendait paralléles. Un obtu-
rateur a ressorlt était placé entre la lentille et le spectrographe,
contre la lentille. I’intensité du courant était maintenue au voi-
sinage de 15 ampeéres. Immédiatement au-dessous du premier
spectre de référence, on enregistrait le spectre de la source (spectre
témoin), obtenu avec une pose de !/;,me de seconde seulement.
Pour les spectres d’absorption, la pose a dii étre considérablement
allongée ; elle était toujours de plusieurs minutes. Nous préciserons
Ia durée de celte pose au moment ol nous décrirons chacun des
spectrogrammes.
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Les liqueurs étaient toujours placées dans des cuves de verre
a parois paralleles.

Comme plaques, nous avons ultilisé exclusivement des plaques
anti-halo « Wratten M » (panchromatiques).

| Passons, maintenant, & la descriplion des speclro-
grammes d’absorplion qui ont été obtenus avec les oxyhé-
mocyanines d’Escargot, de Seiche, de Langouste et de
Homard .

1o Oxyhémocyanine d’Helix pomalia. — Nous avons
photographié, d’une part, le spectredu sang aéré et, d’autre
part, le spectre de 'oxyhémocyanine cristallisée dissoute
dans de I’eau contenant différents électrolytes.

La figure 7 (pl. IV) est la reproduction d’un spectro-
gramme d’oxyhémocyanine d’Escargot cristallisée en solu-
tion dans NaCl n/5 (concentration finale). Cette liqueur
contenait 8 mgr. de cuivre par 100 cc.

Elle fut interposée successivement sous les épaisseurs
suivantes : 45 mm., 50 mm., 656 mm., 70 mm., et 75 mm. La
pose fut uniformément de 4 minutes. Cette figure montre
qu’il v a, sous une épaisseur convenable (50 mm.), une
absorption portant d’une facon prédominante, dans la
continuité du spectre, sur certains rayons des régions jaune
et jaune verdatre, sans que 'on puisse d’ailleurs observer
de bande d’absorption nette. L’absorption est insensible
pour les rayons moins réfrangibles que 4 585 (la raie D :
4 589 est donc bien en dehors) ; elle devient forte de 4 575
a 4533, et se continue, plus ou moins prononcée, jusqu’a
461 on elle est compléete. Pour les épaisseurs supérieures
(55 a4 75 mm.), seuls sont transmis soit les rayons orangés
el rouges 1, soit les rayons rouges. La remarquable trans-
parence pour les rayons rouges (de méme que Iopacité pour

#y

T A vrai dire, pour I'épaisseur 55 mm., on entreveit encore
sur le cliché une bande de transparence occupant le vert bleuitre
et une grande partie du bleu ; mais cette bande est si faible qu’on
peut la considérer comme négligeable ; elle n’a pu étre rendue par
Ia reproduction.
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les rayons bleus) se trouve en relation avec l'opalescence
de la liqueur, comme on le verra plus loin. Dans le cas pré-
sent, nous avons certainement affaire & un spectre d’ab-
sorption de nature complexe, ot les phénomenes de réflexion
lumineuse sur les grosses particules colloidales intervien-
nent a coté des propriétés d’absorption sélective de la mo-
lécule d’oxyhémocyanine.

Le sang d’Escargot, qui possede une opalescence
comparable 4 celle de I’hémocyanine dissoute dans le NaCl
n/5, ne présente pas de bande d’absorption plus nette.
La figure 8 reproduit des spectres obtenus avec du sang
d’Escargot filtré. Le premier spectre d’absorption, qu’il
et été préférable d’enregistrer sous une épaisseur un peu
moins forte, ne laisse qu’a peine entrevoir I'existence d’une
bande extrémement nébuleuse (il y a une lueur de 520 a
470 pu environ). Mais ce spectrogramme est surtout ins-
tructif parce qu’il montre combien, ici encore, la transpa-
rence est considérable pour la plage rouge.

Quand on introduit des cristaux d’hémocyanine d’Es-
cargot humides (préparés par dialyse) dans des solutions
tres étendues de carbonate de soude, ils se dissolvent rapi-
dement et abondamment en fournissant des liqueurs lim-
pides (ou a peine opalescentes). La figure 9 (pl. V) est la
reproduction du spectrogramme de l'oxyhémocyanine
cristallisée en solution dans CO3Na2n/100 (concentration
finale).

Teneur en cuivre de la liqueur : 20 mgr. p. 100 cc.
Epaisseurs consécutives en millimetres : 175; 20; 225;
20:27,5; 303325

La transparence de la liqueur étant bien plus grande,
le temps de pose a été réduit a 2 minutes.

Sur cette figure, on voit une bande d’absorplion lreés
accen?uée, s’étendant, pour une largeur moyenne (épaisseur :
22,5 mm), entre les radiations 2 610 et 1532 environ. Le
rouge et 'orangé sont bien transmis, de 2 714 4 1 610 il
en est de méme pour le vert et le bleu de 1531 a 1 443. La
transparence pour les deux plages extrémes reste & peu
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prés la méme (en tenant compte du mode de dispersion)
jusqu’a I’épaisseur la plus forte inclusivement. Sous I’é-
paisseur de 32.5 mm., la bande d’absorption est encore
comprise entre une plage rouge et une plage bleue assez
¢tendues mais peu lumineuses.

20 Oxyhémocyanine de Sepia officinalis. — Nous avons
opeéré sur du sang qui avait été recueilli et additionné de
fluorure de sodium neutre (2 p. 100) 48 heures environ au-
paravant. Ce sang était dans un état de conservation par-
faite (coloration d’un bleu vif, aucune odeur anormale).
Il fut filtré pour séparer les globules blancs agglutinés
{(syncytium) et le précipité de fluorure de calcium. Il était
alors relativement bien limpide. On y fit passer un courant
d’oxygéne pour transformer en oxyhémocyanine I'hémo-
cyanine réduite qu’il aurait éventuellement contenue ! et
on le soumit a la spectographie sous les épaisseurs consécu-
tives de 20, 30, 35, 40, 45 et 50 millimetres. Le temps de
pose fut uniformément de 315 minutes. La teneur en cui-
vre était de 23.7 mgr. p. 100 cc. |

On voit sur la figure 10 que cette oxyhémocyanine
présente une bande d’absorption inlense el franchemenl déli-
milée (épaisseurs 30, 3D et 40 mm.). Sous les épaisseurs les
plus fortes, la plage rouge étant completement absorbée,
il n’y a plus de limite visible de ce coté; mais, & Tautre
extrémité du spectre, la plage bleue continue a étre trans-
mise avec une remarquable intensité. Méme sous l'épais-
seur de b0 mm., les radiations bleues (de 2 494 a4 4 458),
(quoique tres affaiblies, ne sont pas interceptées. En somme,
pour ce qui est de la transmission des radiations extrémes,
nous avons ici précisément 'inverse de ce que nous avons
constaté avec le sang d’Escargot et avec 'oxyhémocyanine
d’Escargot cristallisée dissoute dans NaCln/5.

La transparence prédominante pour les rayons de la

1 Plus exactement, pour abaisser au minimum la fraction
d’hémocyanine non oxygénee.
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plage bleue a pour conséquence le déplacement de I'axe de:
la bande d’absorption du coté du rouge par rapport a 'axe
de la bande de 'oxyhémocyanine d’Escargot dissoute dans
(:03Na? n/100 (qui absorbe & peu prés également les rayons.
des deux extrémités, comme nous l'avons vu). Avec cette
derniere solution, l'axe correspondait & 1 571 environ;
tandis que, pour l'oxyhémocyanine de Seiche, 'axe cor-
respond a 4 581 environ, la bande d’absorption étant com-
prise entre 1 612 et 1 550 (épaisseur 30 mm.).

30 Ozxyhémocyanine de Palinurus vulgaris. — Sang
défibriné, filtré et fluoré aussitot apres avoir été recueilli ;
puis refiltré au moment de I’emploi. Ce sang (sérum) rela-
tivement bien limpide, d’'un bleu ardoisé, ne semblant pas:
contenir de tétronérythripe, avait une teneur en cuivre de
"9 mgr. p. 100 cc. Sur la figure 11 (pl. VI), on voit le spectre
d’absorption de ce sang interposé sous les épaisseurs de
60, 70, 80 et 90 millimétres, le temps de pose restant uni-
formément de 2 minutes seulement. Avec cette oxyhémo-
cyanine aussi, nous avons une bande d’absorplion bien dis-
lincle qui présente sensiblement méme localisation daus
le spectre que la bande de l'oxyhémocyanine d’Escargot
dissoute dans CO3Na? n/100. (Pour la bande photogra--
phiée sous ’épaisseur 70 mm., 'axe est 1572 ou 1 573.)

40 Oxyhémocyanine de Homarus vulgaris. — Sang défi-
briné, filtré, fluoré et refiltré au moment de 'emploi. Ce
sérum était d’un beau bleu, & nuance ardoisée, et ne sem-
blait pas contenir de tétronérythrine !. Comme il était
assez opalescent, nous 'avons additionné, goutte a goutte,
d’'une solution de carbonate de soude jusqu’a ce qu’il fat
devenu suffisamment limpide 2. (Il a fallu ajouter 10 gout-

* Nous avons choisi cet échantillon parmi ¢cing que nous pos-
<édions. Les quatre autres, provenant chacun d’un animal différent,.
contenaient tous, en plus ou moins grande quantité, de la tétro-
nerythrine. :

2 On peut de la méme facon rendre limpide du sang d’Escargot,
mais a4 condition d’opérer toujours sur du sang préalablement.
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tesde CO3Na2n/1, pour 38 cc. de sérum.) La teneur en cuivre
n’a pas été déterminée. Le temps de pose étant de 4 minutes,
on enlrevoyait & peine la bande sous I’épaisseur de 40 mm. ;
elle devenait nette sous I'épaisseur de 50 mm., et apparais-
sait tres large sous I'épaisseur de 60 mm. Ce spectrogramme
présentant la plus grande analogie avec celui du sérum de
Langouste, nous croyons inutile d’en publier la reproduc-
tion.

§ 2. Observations spectroscopiques.

Avant d’enregistrer photographiquement les spectres
d’absorption, nous procédions toujours a I’examen spectros-
copique des liqueurs dans les mémes conditions d’éclairage.
Nous pouvons dire, d’'une facon générale, que nos obser-
vations oculaires correspondent aux résultats spectrogra-
phiques 1. (est ainsi que nous avons vu, avec une parfaite
netteté, la bande'd’absorption de I'oxyhémocyanine dans
le cas d’une solution de cristaux d’oxyhémocyanine dissous
dans CO3Na? n/100 et dans le cas des sangs de Seiche, de

décalcifié ; autrement, il y a formation de carbonate de chaux qui
augmente l'opalescence.

1 Pour ces observations visuelles, nous utilisions un excellent
spectroscope a vision directe. IL.a correspondance dont nous par-
lons existait en ce sens qu'avec le spectroscope, nous parvenions
a voir les bandes d’absorption avec presque le méme aspect que
celui rendu par la photographie ; mais cela sous des épaisseurs du
pigment dissous et avec des largeurs de fente du collimateur diffe¢-
rentes. Au moyen du spectroscope, nous pouvions tres bien voir
une bande, alors que la photographie n’enregistrait encore aucun
assombrissement perceptible. Ce sont la des remarques qu’on a
toujours lieu de faire quand on compare des déterminations vi-
suelles a des déterminations spectrographiques qui dépendent
tellement de la durée de la pose. De plus, la sensibilité chroma ti-
que de la plaque photographique, quelle que soit sa préparation,
difféere beaucoup de celle de la rétine ; et, méme en utilisant des
plaques aussi parfaites que les panchromatiques Wratten M (qui
nous ont semblé incontestablement supérieures a toutes les autres
marques que nous avons essayees), il faut compter avec les minima:
de sensibilité de 1’émulsion pour certaines radiations.
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Langouste et de Homard (ce dernier additionné d’un peu
de carbonate de soude , comme nous 'avons déja dit).

Nous avons examiné, de plus, du sang d’Ecrevisse
défibriné, contenant 9 mgr. de cuivre par 100 cc. Ce sang
(sérum) était limpide et présentait une couleur rose lége-
rement brunatre par transmission, bleu ardoisé par réflexion
L’observation sous diverses épaisseurs (jusqu’a 100 mm.)
ne permet pas de distinguer nettement la bande de 'oxy-
hémocyanine ; on a pourtant 'impression qu’il doit y avoir
une bande dans le jaune. Afin de mieux voir cette bande
d’absorption, nous avons procédé a 'extraction de la tétro-
nérythrine au moyen d’éther, suivant les indications de
JoLYET et REGNARD. Le sang est doucement agité dans
un entonnoir a séparation avec son volume d’éther. Apres
quelques heures de repos, on observe trois couches : le
liquide inférieur, franchement coloré en bleu ; une couche
moyenne, formée par un coagulum blanc-jaune ; enfin la
couche d’éther, colorée en jaune 1. Le sérum d’Ecrevisse,
ainsi débarrassé de la tétronérythrine est, apres filtration,
limpide et d’un bleu trés légerement nuancé de vert. Une
couche de 75 mm. d’épaisseur montre bien nettement la
bande caractéristique de 'oxyhémocyanine.

§ 3. Discussion des résultats et conclusions.

Il résulte de nos recherches spectrographiques et spec-
troscopiques que les oxyhémocyanines des Mollusques gas-
téropodes (KEscargol) ou céphalopodes (Seiche) ainst que des
Cruslacés marins (Langousle el Homard) ou d’eau douce
(Ecrevisse) présenlent loules, quand on examine leurs solu-
lions dans des condilions convenables de concenlralion el de
milieu, une bande d’absorption nelle el bien intense, dont
Uaze esl silué dans le jaune (pour une largeur moyenne de la
bande).

I extrait éthéré présente les bandes caractéristiques de la
tétronérythrine.
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Cette bande a échappé a la plupart des observateurs :
RaBureau et PapiLLon (1873), JoLyEr et REGNARD
(1877), FreEDERICQ (1878), HarriBurTon (1885), Mac:
Mun~ (1885), GriesBacH (1891), Heim (1892), GRIFFITHS.
(1897), HENxocQuE 1 (1897), CouvReUR (1901), LEwIN et
ses collaborateurs (1907). Elle avait d’abord compléetement
échappé aussi & KRUKENBERG (1880); mais un examen
plus attentif lul permit de constater, en opérant avec du
sang d’Escargot, que les rayons jaunes sont plus fortement
“absorbés que les autres (1882).

En reprenant I'étude spectroscopique du sang d’Es-
cargol, GAuTRELET (1903) dit avoir observé une large bande
obscure dont les bords manquent de franchise.

Il y a lieu de remarquer, croyons-nous, que les obser-
vations de KRUKENBERG et de GAUTRELET ne semblent
avoir porté que sur le sang d’Escargot. Or, avec ce sang,
tres opalescent, tout ce qu’on voit au spectroscope, c’est
ce que montre le spectrogramme reproduit fig. 7, ¢’est-a-
dire un assombrissement prononcé au voisinage dela raie D?;
on ne distingue pas nettement une bande.

En examinant le sang d’Elédone, Koert (1903) de-
vait se trouver dans des conditions bien meilleures? ; mais,

I LLa bande en question ne doit pas étre confondue, en effet,
avec une bande décrite et figurée par HENocouE, bande dont le
maximum d’intensité tombait sensiblement sur la raie E (4 527 uu)
et qui ne correspond a rien de ce que nous avons observeé. Cette
bande avait été vue par HENoCQUE en examinant un échantillon
de sang de Squille « d’une coloration bleue péle trés franche, apres
exposition & I'air ». I.’auteur a considéré ce spectre comme si typi-
que et si caracléristique qu’il le donne comme étant le speclre
général de I'oxyhémocyanine dans I'article qu’il a publié¢, en 1903,
dans le Trailé de Physique biologique de d’ Arsonval-Mareyj.

2 Uniquement ou surtout a droite de D, suivant le degré d’é-
paisseur.

3 A moins qu’il n’ait fait porter ses observations sur le sang
brut, immeédiatement apres la saignée. ViLEs (1913) a montré, en
effet, que le sang brut de Poulpe, observé dans ces conditions, a
des proprié¢tes spectrales trés différentes de celles du sang centri-
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d’apres ce qu’il dit, on a I'impression qu’il a seulement
entrevu assez vaguement cette bande. Nous croyons donc
pouvoir dire que ce sont nos recherches qui établissent
I'existence et la généralité de cette bande des oxyhémo-
cyanines, bande dont le premier indice a été découvert et
signalé par KRUKENBERG.

S1 nous avons réusst a voir el & photographier cette
bande avec une si grande netteté, ¢’est que nous nous som-
mes placé dans des conditions tout particuliérement favo-
rables pour cet examen : Emploi 1° de solutions d’oxyhé-’
mocyanine suffisamment limpides, 2° de couches liquides
riches en pigment (si riches, parfois, qu’elles semblaient
opaques avec un éclairage ordinaire), 3° d’une source lumi-
neuse extrémement intense, 4° de solutions d’oxyhémocya-
nine ne contenant pas de tétronérythrine en quantité ap-
préciable (cas des sangs de Crustacés décapodes ou I'échan-
tillon choisi était tel ou privé de tétronérythrine par un
traitement préalable approprié).

Nous avons dit que I'axe de la bande d’absorption est
dans le jaune ; mais, méme en considérant uniquement des
bandes de largeur moyenne, 'axe n’occupe pas dans le
spectre une situation invariable. D’aprés nos délermina-
lions, Uaxe de celle bande coincide, suivanl les cas, avec des
longueurs d’onde comprises enlre 571 el 581 uu, pour des
solulions limpides el de réaction alcaline.

A quoi ces variations sont-elles dues? 1l y a lieu, assu-
rément de tenir compte de la composition en électrolytes qui
exerce une influence considérable sur la transparence rela-
tive pour les rayons des plages extrémes. Ainsi, une aug-
mentation de la limpidité, en rendant la liqueur plus trans-
parente pour les rayons de la plage bleue, a pour effet de
déjeter 'axe de la bande du coté des grandes longueurs

fugé. Mais, comme, au début de I’exposé de ses recherches, KOBERT
parle de la centrifugation du sang d’Elédone, il se peut fort bien
que cel auteur ait opéré sur du sang centrifugé, ainsi que nous
sommes porté a le supposer.
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d’onde. Mais nous croyons que ces varialions dans la silua-
lion de Uaxe dépendent non seulement de la composition de la
liqueur en éleclrolyles, mais aussi de la provenance zoologique
du pigment.

Pour avoir une démonstration entiérement satisfai-
sante de celte dernieére influence, il aurait fallu pouvoir
constater des déplacements de ’'axe en examinant diverses
oxyhémocyanines dans des milieux de composition iden-
tique. Nous n’avons pas pratiqué de tels examens compa-
ratifs avec le spectroscope; mais, en comparant, précisé-
ment dans des conditions de milieu identiques, la couleur
des solutions de diverses oxyhémocyanines, nous avons
observé des différences de nuance trés nettes, différences
qui doivent probablement se traduire dans la position de la
bande d’absorption. Nous nous croyons donc autorisé a
interpréter en partie les déplacements d’axe que nous avons
constatés en invoquant 'influence, trés vraisemblable, de
I'origine zoologique du pigment. Nous ferons cependant
remarquer que des oxyhémocyanines qui, & bien des égards,
sont tres dissemblables; comme celle de Langouste et celle
d’Escargot, peuvent, dans certains milieux, présenter des
spectres d’absorption tout a fait analogues. C’est ce que
prouve, d'une facon frappante, la comparaison des spectro-
grammes 11 et 12 (pl. VI) .

Les résultats que nous avons publiés dans notre Note de 1913,
ceux communiqués peu apreés par VLES, enfin les autres résultats
que nous venons d’exposer el que nous n’avions pu consigner dans
notre Note, faute de place, forment un ensemble bien concordant.
L’étude qu’a faite VLES de la question, bien que limitée au sang
de Poulpe, présente un intérét tout spécial, en ce quelle a été
effectuée par la méthode spectrophotomeétrique. L’auteur a expri-
me graphiquement les valeurs qu’il a obtenues par un trés grand
nombre de mesures. Il a trouvé que le sommet de la bande est tres
voisin de 1 573 (cas du sang centrifugé). '

1 Cristaux d’oxyhémocyanine d’Escargot préparés par dialyse
et dissous dans NaCl n/5 + 4 cc. p. 100 de CO? Na2n (= CO3Na?
n/25). Liqueur contenant 8 mgr. de cuivre p. 100 cc. Epaisseurs
conseécutives : 50, 60, 70 et 80 millimétres.
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Cette étude spectrophotométrique vient d’étre reprise et
beaucoup eétendue par QuUAGLIARIELLO (1922). Le physiologiste:
italien a fait porter ses observations sur 'oxyhémocyanine de plu-
sieurs Mollusques (Oclopus vulgaris et macropus, Eledone mos-
chata, Sepia officinalis) et de plusieurs Crustacés (Maja squinado,
Palinurus vulgaris, Homarus vulgaris). Comme il le fait remar-
quer, ses résultats correspondent en substance a ceux que nous
avions publiés.

§ 4. Spectre d’absorption ultraviolet.

Nous terminerons en disant quelques mots de ce spec-
tre qui a été découvert par DHERE, en 1908. Les observa-
tions de cet auteur ont été faites sur du sang et sur des solu-
tions d’oxyhémocyanine recristallisée d’Escargot et de
Poulpe, ainsi que sur du sang et sur des solutions d’oxyhé-
mocyanine précipitée par dialyse de Langouste el d’Ecre-
visse.

Nous avons repris I’étude en question dans le cas de
I'oxyhémocyanine d’Escargot cristallisée (liqueurs de te-
neur en cuivre exactement déterminée), dans le cas de
solution d’oxyhémocyanine d’Eledone et de Seiche préci-
pitée par dialyse et enfin daps le cas d’une solution d’oxy-
hémocianine de Langouste recristallisée.

Disons immeédiatement que tous ces spectres sont
remarquablement analogues ; ils présentent tous deux ban-
des obscures qui, pour une largeur moyenne (oxyhémocya-
nine d’Escargot cristallisée, par exemple, dissoute dans de
I’eau contenant une trace d’acide acétique), sont comprises
enlre les radialions 4 293 el 263 uu (axe — 278) el enire
A 364 el 4 328 uu (axe = 346).

Nos recherches furent effectuées au moyen d’un grand
spectrographe & systéme optique en quartz, pourvu de tous
les accessoires appropriés. Pour la description de ces appa-
reils et pour les conditions photographiques, nous renvoyons
aux publications de Ch. DHERE 1.

1 Consulter spécialement : Cu. DHERE, Recherches speclrogra-
phiques sur I’absorplion des rayons ullraviolets par les albuminoides,
les proléides et leurs dérivés. Un volume de 142 pages (62 figures),
Fribourg, 1909.
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Nous donnons, a titre de spécimens, les reproductions
de deux spectrogrammes (voir fig. 13 et 14, pl. VII) : celui
du sang de Seiche et celui de 'oxyhémocyanine de Lan-
gouste.

Le sang de Seiche utilisé était précisément celui qui
avait déja servi pour la photographie du spectre visible ;
mais, dans le cas actuel, il avait préalablement été dilué
dans le rapport de 1 & 10 (I partie de sang + 9 parties de
carbonate de soude n/100). Les épaisseurs consécutives
furent enmillimeétres: 0; 1,2 ;24 ; 3,6 ;4,8:72:84:96 :
10,8 ; 12 ; 13,2. Labande sur 1 278 était parfaitement nette
sous I'épaisseur de 2 mm. 4 el celle sur 4 346 sous 1’épais-
seur de 9 mm 6. Rappelons que ce sang contenait, avant
dilution, 23 mgr. 7 de cuivre par 100 cc.

Le spectre de 'oxyhémocyanine de Homard corres-
pond sensiblement a celul du sang de Seiche, et nous pou-
vons donc admettre que les oxzyhémocyanines, quelle que
soil leur provenance zoologique, possedent, dans ['ullraviolet,
un speclre commun, a 2 bandes.



APPENDICE

Nous avons exposé au chap. I, page 7, qu’il était possible de
déceler la présence du cuivre dans les sangs hémocyaniques,
a I'aide du réactif a la formaldoxime, qui donne, avec les solutions
trées diluées des sels de cuivre, et en présence d’un petit exces de .
Splution de soude ou de carbonate de soude, une belle coloration
violette.

Avant d’appliquer ce réactif 4 nos recherches, il importait
d’établir quelles sont les concentrations des lessives alcalines per-
mettant d’obtenir la coloration violette la plus intense et la plus
durable.

Pour faire ces essais, nous nous sommes servi d’un réactif dont
Ia formule a été donnée par Bacu ! et qui se prépare de la maniére
suivante :

Formaldéhyde a 359, neultre (Kahlbaum) 8,5 00,
Chlorhydrate d’hvdroxylamine (Kahlbaum) 7,0 gr.
Eau distillée 6,0 cc.

Ce réactif était préalablement exactement neutralisé au moyen
de soude. Employé seul, il ne donnait pas, avec les solutions pures
des sels de cuivre, une coloration violette, mais les colorait seule-
ment en jaune.

La solution de sel de cuivre utilisée élait préparée en dissol-
vant du cuivre pur dans de l'acide nitrique et en débarrassant le
nitrate formé de 1’exceés d’acide, par évaporation de celui-ci dans
une cloche a vide au-dessus de potasse caustique. Le sel pur ainsi
obtenu etait dissous dans de l'eau distillée. & raison de 1 partie
de cuivre pour 20.000 parties d’eau.

A. — Réaction en présence de soude caustique :

Dans 4 tubes a essai portant les numéros 1, 2, 3, 4 nous pla-
cions 2 cc. de la solution de nitrate de cuivre et une goutte de for-
maldoxime. Celle-ci produisail instantanément une coloration
Jaune qui devenait brune au bout de 1 minute. Enfin chaque tube
recevail en outre l'addition d’une solution de soude caustique
norm. en quantité variable pour les divers tubes.

r Bacu. C. R. Acad. des Sciences, Paris, 1899 (1), p. 363.
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Pl
Fig. 1. — Cristaux d’oxyhémocyanine d’Escargot obtenus par
dialyse du sang.
Fis. 2. — Cristaux d’oxyhémoecyanine d’Escargot formés lentement

dans une solultion légérement sursaturée.



Pl 1L

Fic. 3. — Cristaux d’oxyhémocyanine d’Escargot formés lentement dans
une solution légérement sursaturée.

Fic. 4. -— Crislaux d’oxyhémocyanine d’'Escargot formés en présence
de sulfate de soute (concentration saline: 5, 500).
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Fic. 5. — Cristaux d’oxyhémocyanine de Langouste formés en présence
de chlorure de sodium (conecentration saline : n/5).
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Fie, 6. — Cristaux d'oxyhémoeyanine de Langouste formés en présence
de chlorure de sodium (concentration saline: n/5).
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Fie. 8. — Sang d’Escargot filtré.



Pl. V.

Fic. 10. — Sang de Seiche filtré.
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