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MICHEL TSWETT

Le créateur de 'analyse chromatographique par adsorption
Sa vie, ses travaux sur les pigments chlorophylliens *

par

Charles DHERE

Introduction.
I. Vie de Tswett. Son doctorat a Genéve.

IT. Travaux sur les pigments chlorophylliens.
Elaboration de I’ Analyse chromatographique par adsorption.

A. — Chlorophylles a et b.
B. — Cavroténoides.

III. Développement de 1’Analyse chromatographique jusqu’a
nos jours.

IV. Appendice : Notes complémentaires.
Conclusion générale: Tswett et les « Prix Nobel » de chimie.
Bibliographie.

INTRODUCTION

La mort de TSWETT remonte au mois de mai 1920. Le lecteur
se demandera sans doute pourquoi on publie maintenant, et dans
la revue genevoise Candollea, une notice biographique sur ce bota-
niste russe. Il pourra aussi se demander, éventuellement, quel est
au juste l'intérét que présente en botanique la méthode d’analyse
imaginée par TSWETT et jusqu'a quel point le signataire de ces
lignes — qui n’est pas un botaniste de carriére — est qualifié pour
traiter ce sujet.

1 Manuscrit regu le 23 mars 1943.
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Commencons donc par dire qu'en 1937, L. ZECHMEISTER et
L. v. CHoLNOKY ont publié un livre intitulé : Die chromatographische
Adsorptionsmethode. Dés 1938, paraissait une seconde édition, tres
augmentée. Citons les premieres lignes du prospectus de 1'édition
de 1937 : Der geniale russische Botaniker TSWETT ersann 1906 ein
originelles einfaches Arbeitsverfahren zuwm Nachweis, zur Bestim-
mung und zur Isolierung von organischen Verbindungen, sowie zur
Priifung von Materialen der verschiedensten Art auf Homogenitit.
A la fin de la préface de 1'édition de 1038, les auteurs déclarent :
Es war beabsichtigt, den wvorliegenden Band wmait einer Biographie
von TSWETT einzuleiten, zuverlissige Amngaben itiber das bewegte
Leben dieses Bahnbrechers waren aber bis jetzt wicht evhiltlich.

Apres bien des recherches personnelles dans la littérature,
je ne puis que confirmer ce qu’avaient dit alors ZECHMEISTER et
v. CHOLNOKY : effectivement, a la fin de 1939, aucune notice bio-
graphique sur TSWETT n’avait encore paru. Mais il faut ajouter
que dans les Biographies des Botanistes a Genéve (I500 a IQ3I),
éditées en janvier 1940 par la Société botanique suisse, il y a (p. 463)
une courte notice (28 lignes) consacrée 4 TSWETT et rédigée par
Joun BRIQUET *.

Relevons tout de suite que, comme l'indique le titre méme de
cette publication, ceuvre posthume de J. BrIiQUET, Genéve peut
s’enorgueillir, & juste titre, de compter TSWETT au nombre des
botanistes qui ont illustré son Université. C'est a Genéve, en effet,
qu’il prépara sa thése de doctorat (publiée en 1896), et il eut alors
précisément comme condisciple, dans le laboratoire du professeur
Marc TrURry, le futur directeur de Candollea, M. le professeur
HocHREUTINER. Je dois a M. HOCHREUTINER non seulement d’avoir
accueilli cet article dans sa revue, mais encore de m’avoir fourni
beaucoup de précieux renseignements et documents sans lesquels
je n’aurais pu rédiger cette notice (rédaction commencée en 194T).

Nous n’exposerons qu'aprés la biographie, I'ceuvre capitale
de TSWETT ; mais sa portée en botanique sera mise dés maintenant
en relief par les deux citations suivantes extraites de travaux de
A. SEYBOLD (1939: II4; IQ40: 3), un des auteurs ayant le plus
contribué, dans ces tout derniers temps, a I'’étude des propriétés
optiques et du réle respectif des pigments chlorophylliens: Im
Mittelpunkt physiologischer Forschung stehen heute die Probleme der

1 J. BriQuET (décédé en 1931) semble avoir ignoré la mort de
TsweTT. Il termine la notice en disant seulement qu’il n’a plus eu de
nouvelles de Tswr1T depuis 1917. Dans les Berichte deutsch. bot. Ges.
XXXVIIL: 160, la mort de TsweTT fut pourtant annoncée en 1920.
— Signalons qu’une bibliographie (complete ?) des travaux de TswETT
est annexée a cette notice de BRIQUET.
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Pflanzenpigmente. Kaum eine andere Methode hat sich bei der Tren-
nung der Pigmentkomponenten so bewihrt wie die Adsorptions-
methode von TSWETT ...TSWETT hat mit seiner bahnbrechenden
chromatographischen Adsorptionsanalyse, die fiir die Pigmentphysio-
logie unschitzbare Dienste leistet, die Ergebnisse von STOKES und
SoRrBY bestitigt und wohl zum ersten Mal die Chlorophylle a und b
sauber voneinander getremnt.

Enfin la citation suivante suffira déja sans-doute pour éviter
qu’on ne nous taxe d'intrus dans I'exposé que nous ferons, par la
suite, de la méthode de TSWETT : Wohl der erste Forscher, von dem
die Bedeutung der Tswettschen Methodik erkannt wurde, war DHERE,
in  dessen Laboratorium die adsorptionsanalytische Arbeitsweise
sett 1911 1n Gebrauch steht (ZECHMEISTER u. V. CHOLNOKY IQ37:
EL) +.

I. — VIE DE TSWETT. SON DOCTORAT A GENEVE

MicHEL TsWETT (MIkHAIL TSVET) naquit & Ast1 (Italie septen-
trionale) le 19 mai 1872 ; il était fils de SIMEON TSWETT et de MARIE
Dorozza, c’est-a-dire de peére russe et de mére italienne.

Venu trés jeune en Suisse, il fit ses études secondaires en par-
tie & LAUSANNE, au Collége Gaillard, puis & GENEVE, ou il suivit
les classes supérieures du Collége 2. Deux de ses condisciples d’alors

1 On verra que j'ai modifi¢ (avec W. pE RocGowski, d’abord, en
1911) le dispositif original pour le rendre plus pratique (Recherches sur
les pigments chlovophylliens). J’ai été, de plus, un des premiers (en 1913)
a introduire la technique de TswerT dans la Biochimie animale. En
disant cela, je fais allusion aux recherches que j’'ai effectuées avec G.
VEGEzzI d’une part sur les pigments du foie (hépato-pancréas) de I'Es-
cargot et d’autre part sur les pigments des ceufs d’un Crustacé marin :
Maja squinado. Les recherches sur les pigments du foie chez 1’Escar-
got (DHERE et VEGEZZI 1916) nous ont permis, notamment, de carac-
tériser la présence de chlorophylle b (a I’état de chlorophyllane) ; notons
que la présence de chlorophylle b, ou d’un de ses dérivés, n’avait pas
encore ¢été signalée chez les animaux. Quant aux recherches sur les
pigments des ceufs de Maja (j’en reparlerai plus loin), j’ai dit expres-
sément, en 1919 (Journ. Physiol. Pathol. gén., XVIIL: 241, note 2),
que je les avais faites en collaboration avec G. VEGEzz1; mais elles
n’ont été publi¢es que dans sa Thése (1916).

2 M. HENRI MERCIER, Archiviste du Collége de GENEVE, a bien
voulu me communiquer les renseignements suivants :

MicHEL TsSWETT était entré dans la 4™¢ classe supérieure de la
Section réale en 1887, & I'Age de 14 ans et g mois. Le registre porte :

Nationalité : russe ; Religion : protestante ; Pére : ancien Conseiller d’Etat
(en Russie).
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devaient, comme lui, embrasser la carriére universitaire : EDOUARD
CraPAREDE et Paur Dutorr. Il resta jusqu’a la fin de sa vie un
ami intime d’Ep. CLAPAREDE, qui le recevait, dans sa belle pro-
priété du Vieux-Champel, quand il revenait a GENEVE. Madame
CLAPAREDE-SPIR, veuve de l’éminent psychologue?!, a bien voulu
‘me communiquer deux. photographies de TsWETT dont les repro-
ductions sont insérées plus loin. M. Paur DurtoiT, professeur de
Chimie a I'Université de Lausanne, m’écrit qu’il fut trés lié avec
TswETT, dont il appréciait beaucoup le caractére original et char-
mant, pendant les années qu'ils passérent ensemble au Gymnase
de Geneéve (1889-1891).

De 1891 a 1896, TSWETT fut étudiant & la Faculté des sciences
de Genéve. Il y suivit surtout les cours de ROBERT CHODAT et de
Marc THURY (botanique), ainsi que ceux de CHARLES SORET (phy-
sique) et de PH.-A. GUYE (chimie). Son premier travail fut exécuté
dans I'Institut de Botanique dirigé par RoBerT CHODAT. Il s’agit
de Recherches d’anatomie physiologique sur le leptome intraxillaire
des Solanacées, Loganiacées et Nolanacées. Ce Mémoire obtint, en
1894, le Prix Davy? (partagé). Le rapport fut publié par CARL
VoGT ; les membres du jury étaient CASIMIR DE CANDOLLE, ROBERT
CHODAT et MARC THURY *. Mais, a la suite d’incidents universi-
taires survenus lors de la nomination de E. Yuncg a la chaire de
zoologie, TSWETT quitta, en 1895, le laboratoire de R. CHODAT
pour entrer au laboratoire du professeur THURY (Botanique géné-
rale), ol il commenca aussitot les recherches de cytologie dont les
résultats sont exposés dans la thése (dédiée & Marc THURY) qu'il
présenta en 1896, thése intitulée : Etudes de physiologie cellulaire.
Contributions a la connaissance des mouvements du protoplasme des
membranes plasmiques et des chloroplastes *. Dans le laboratoire
de THURY, TSWETT fit connaissance et devint bientdét 'ami de JoHN
BrigueT et de M. B.-P.-G. HOCHREUTINER. La photographie repro-
duite ci-contre date de cette époque.

! Ep. CLAPAREDE, professeur a 1’Université de Geneve et corres-
pondant de I'Institut de France, est mort en 1939. Combien je regrette
de n’avoir pu causer de TsweTT avec lui! Personnellement, je n’ai
malheureusement pas connu TSwETT, et n’ai méme pas correspondu
avec lui.

2 Le prix HumpHrRY Davy fut fondé, en 1829, par Lady Davy
en mémoire de son illustre mari, décédé & Genéve (on il était venu voir
le grand physicien A. pE La RIVE).

8 Le travail n’a été publié que sous forme d’extrait, et seulement
en 1899.

. 4 Cette thése a été publiée simultanément dans le Bull, Laboratoive
Bot. gén. Univ. Genéve et dans les Avch. Sc. phys. et nat.
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Arrétons-nous un moment pour dire quelques mots du contenu
de la thése. Les chapitres II et III (seconde partie) sont des études
portant sur les chloroplastes. Par les recherches qu'il y relate
TsweETT préludait aux travaux sur les pigments chlorophylliens
qui devaient le rendre si célebre. Encore a4 I'heure actuelle, il est
fort instructif de lire ce beau travail, d'une étonnante richesse de
résultats, d'intuitions et d’idées originales. On y voit poindre cette
sagacité scientifique de TSWETT qui est un des traits distinctifs
les plus marqués de sa physionomie intellectuelle.

Sans faire une analyse détaillée, relevons immédiatement que
TSWETT considére qu’il apporte la démonstration que le pigment
chlorophyllien est exclusivement incorporé a une substance de
nature protéique, la chloroplastine '. Et, ajoute-t-il, notre chloro-
plastine ne serait-elle pas homologue des « grana » de A. Meyer ? Exa-
minant dans un dernier chapitre quelques questions générales,
il parle d’abord du mécanisme de la décomposition du gaz carbo-
nique par les plantes. On est frappé de voir que deux questions,
qui devaient tant l'occuper par la suite, attirent déja spécialement
son attention: le role des phénoménes d’adsorption (qu’on conti-
nuait généralement alors a désigner comme absorption ou conden-
sation 2) et le role de la fluorescence. Les deux questions suivantes
sont encore examinées par l'auteur: Les chloroplastes peuvent-ils
vivre en dehors du cytoplasme vivant? Sur lorigine phylogénétique
des chloroplastes.

Nous suivrons maintenant la carriére de TSWETT hors de Genéve
en utilisant, pour la période de début, sa correspondance avec JOHN
BRIQUET 2.

A partir de 1901, TSWETT résida a Varsovie. Il en fut chassé,
dit J. BRIQUET, par I'invasion allemande et perdit dans cette catas-
trophe tout son bien et tous ses livres (1915). Voici quelques extraits
des lettres qu’il écrivit & BRIQUET peu de temps aprés son départ
de Geneve :

ST-PETERSBOURG. — Le 22.11.1897. — Je veux demander la
place de corrvespondant pour Uétranger au [Jardin botanique de St-

! Transcrivons une remarque intéressante qu’on lit & la p. 181:
On w’a pas le dvoit de prétendrve a priovi que le pigment chlovophyllien,
tel qu’il se trouve dans la plante, jouisse d’une constitution chimiquement
ausst labile que la chlovophylle des chimistes.

2 Sur une carte postale adressée de Simféropol (Crimée) a J. BRIQUET,
le 15 octobre 1896, TsweTT dit: On a imprimé absorption (p. 195 de
la thése) au lieu d’apsorprion. Cette coquille « absorption » est sur-
tout facheuse.

3 Elle se trouve dans les archives du Conservatoire de botanique
de Geneve. La collection comprend 15 lettres et 8 cartes postales de
1896 a 1917, avec une interruption de 1899 & 19135.



Prancur 11

MicHEL TSWETT
a l'age de 23 ans

Au verso de cette photographie
reproduite, Tswett a écrit :

« A mon trés cher ami Edouard
Claparéde, Souvenir de quatre mois
heureux passés 4 Champel.

Champel, le 7 mars 1896. »

MicHEL TswrtT a4 l'dge de 40 ans

(Photographie d’amateur prise sur un bateau
du lac Léman).
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Pétersbourg. St je réussis a me placer au Jardin, j aurai tout le temps
et toute la tranquillité d’esprit mécessaives pour m’occuper activement
de travaux scientifiques.
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F1G. 7. Fac-similé des derniéres lignes d’une lettre adressée de
St-Pétersbourg, le 30. XII. 1806,

ST-PETERSBOURG. — Le 19.II1.1897. — Annoncant & BRIQUET
la mort d'une des anciennes éléves de celui-ci, TSWETT ajoute :
Ainst s’en vont les amis des beaux jours de jeunesse,; combien wvous
oublient, et des quelques vrais et fidéles qui vous restent, la mort enléve
les meilleurs. On se sent si seul, si seul. Il est des minutes ou I’ dme
la plus tncrédule voudrait croive qu'« auprés des sources éternelles
le ceur un jour doit vajeunir », comme le dit un de vos beaux chants
zofingiens *... Vous devez me considérer plutét comme un compa-
triote que comme le Russe que je ne suis pas. Ce que je vous dis la n’est
pas une phrase : ce n’est que trop vrai.

1 M. HocHREUTINER me dit que la qualité d’étranger de TswETT
I’empéchait de faire partie de la Société de Zofingue ; il y fut néanmoins
recu a titre d’hospes perpetuus, tant il était estimé et aimé,
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ST-PETERSBOURG. — Le 10.X.1897. — Le tableau que vous me
faites de votre activité durant cet été me fait considérer la mienne d’un
@il un peu mélancolique. Ce n'est pas que | aie été paresseux ou dis-
stpé, mais je me suis attelé a un travail qui a absorbé le meilleur de
mon temps et de mes forces. C'est bien effectivement une suite @ ma
thése, mais ce n’est pas celle que je comptais lur donner tout d’abord,
me proposant de m’occuper de cultures plasmolytiques. Il s'agit de
la chimie des chloroplastes et particuliérement de 1I'hypochlorine, feu
Uhypochlorine qui ressuscite sous mon objectif. Oh, rassurez-vous,
il s'agit d'une métempsychose plutét que d'une résurrection. Le fait
est que 'hypochlorine, substratum tmmédiat (dissolvant) de la chloro-
phylle existe réellement. . . Je fais en outre, cet hiver, un cours d’anatomie
et de physiologie végétales au « Laboratoire biologique de ST-PETERS-
BOURG », une jeune institution intéressante. Le cours, en russe, bien
entendu, me donne bien du travail et wme rapporte... tout sauf des
ducats. Et puis, pour couronner le tout, la préparation de ce maudit
examen de «magister » 1.

ST-PETERSBOURG. — Le 27.VIIL.1898. — Maintenant je vais
reprendre mes doubles fonctions qui consistent d’une part a4 enseigner
la « scientia amabilis » dans wune institulion féminine et d’autre part
a diriger les exercices pratiques de botanique au « Laboratoire biolo-
gique », une institution d’orvigine privée. Je n’oublie pas I’Université
sans doute, mais je dois préalablement fairve un examen et présenter
une thése.

Voici enfin quelques lignes extraites de la derniére lettre regue
par BRIQUET :

Viapikavkaz. — Le 8.VII.1gr7. — CLAPAREDE m'écrit que
vous n'avez point renoncé a mettre ma bibliographie dans votre livre.
J'en suis tvés flatté et regrette infiniment de ne pas pouvoir vous donner
la liste compléte telle que vous la désirvez, avec tomaison et pagination.

1 TswETT obtint le grade de « magister » aprés soutenance d’une
thése originale et a la suite d’'un examen, portant sur huit questions
spéciales (théses) de botanique, passé le 21 septembre 1901 (session
de la Faculté physico-chimique de I'Université de Kazan). De cet examen,
il y a un compte rendu, d’une trentaine de lignes, dans les Acta Hort:
bot. Univ. imper. Jurjevensis 1g9or, II, 1v: 267. Je dois ce renseigne-
ment (et plusieurs autres) a la grande obligeance de M. le professeur
C. pE REGEL, _

La thése (en russe) porte comme date d’achévement le 1°f mai 1901,
Elle a pour titre: Recherches sur la constitution physico-chimique du
grain de chlovophylle. Elle a été insérée dans les Travaux de la Société
des sciences naturelles de I'Université de Kazan. C'est un travail consi-
dérable (268 p. in-8, avec planche hors-texte). TSWETT (1902 a : 120-123)
en a donné lui-méme une bien intéressante analyse dans le Bofanisches
Centralblatt.
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Fig. 8. Fac-similé d'un passage d’'une lettre adressée a4 J. BRIQUET,
le 8. ¥II. 1917,

TSWETT fut assistant (19or-19o8) et privat-docent (depuis 1902)
a I'Université de Varsovie. En 1907, il avait été nommé professeur
de botanique et d’agronomie a I'Institut vétérinaire de VARSOVIE,
puis professeur de botanique et de microbiologie a I'Institut poly-
technique de cette ville (1go8). Il rédigea alors 'admirable livre
intitulé Les chromophylles dans les mondes végétal et animal, ceuvre
qui fut couronnée par I’Académie des sciences de ST-PETERSBOURG.
Ce livre avait été présenté comme thése pour un second doctorat
en botanique (1910). Dans la préface, TSWETT dit qu’il a pu faire
face aux dépenses de cette publication grace a des subsides obtenus
1° de 1'Université de Varsovie; 20 de 1'Institut polytechnique
(VARsOVIE) ; 3° de la Société des sciences naturelles de VARSOVIE.

Aprés son départ forcé de VARSOVIE (1915), TSWETT se réfugia
a Moscou, puis a N1JN1-NovGorobD, ot devait étre transférée I'Ecole
polytechnique de VarsoviE. En 1917, TSWETT était en convales-
cence a VLADIKAVKAZ, aprés une grave maladie. C'est 1a qu’il recut
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son appel comme professeur de botanique et comme directeur du
Jardin botanique de 1'Université de JOURJEFF (DORPAT chez les
Allemands, TARTU chez les Esthonlens)

Je transcris maintenant ce qu’a bien voulu m’écrire M. le pro-
fesseur C. DE REGEL qui, apres avoir été deux années privat-docent
A I'Université de TArTU, fut pendant 18 ans professeur ordinaire
et Directeur du Jardin botanique a I'Université de KAUNAS (LITHUA-
NIE). TSWETT fut nommé @ JOURJEFF comme successeur du profes-
seur KOUzZNETZOFF. Mais, a cause de sa maladie, 1l n'y est venu que
vers la fin de 1917 on au début de 1918, et je ne sais pas s'il a pu com-
mencer son cours. Au mois de février 1918, JOURJEFF fut occupé par
les troupes allemandes et I'Université fut fermée quelques mois plus
tard et transférée @ VORONEJE, en Russie. M. TSWETT s’y est rendu
en autommne 1918 avec le dernier train qui transportait en Russie les
fonctionnaires russes et les professeurs de I Université. Lors de mon
séjour @ JOURJEFF, j'ai vu M. TSWETT plusieurs fois, la derniére
fois a la gare quand il se vendait vers le train. Il portait une barbe
grisonnante. On le disait souffrant (phthisie ?). Le professeur J. LAPPO,
actuellement en LITHUANIE, a vu TSWETT lors de son séjour ¢ VORO-
NEJE. C’est par lui que | avais appris la mort de TSWETT (mai 1920).

II. — TRAVAUX SUR LES PIGMENTS CHLOROPHYLLIENS

Elaboration de la méthode d’Analyse chromatographique
par adsorption

C’est en vue d’isoler d'une fagon parfaite les divers pigments
prenant part a la constitution de la chlorophylle (chlorophylle
brute) que TswWETT a élaboré, en 1906, sa merveilleuse méthode
d’analyse chromatographique par adsorption. En 1908, il publiait
un article intitulé: La substance verte nommée chlorophylle existe-t-
elle ? (1908 €). Et il disait en terminant: A la question posée dans
le titre du présent article, nous répondrons donc par la négative. C'est
qu’en effet, ce qu'on appelle par abréviation chlorophylle (in vivo)
est un mélange pigmentaire des deux chlorophylles a et & (chloro-
phyllines « et 3 de Tswett) — la premiére?® se trouvant généra-

1 En solution dans l’éther, la chlorophylle a, bien pure, est bleue
(TswEeTT).
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lement, dit TSWETT, en quantité 4 a 5 fois plus forte que la seconde * —
et de pigments de couleur orangée ou jaune (carotines et xantho-
phylles) ; ces derniers pigments ont été désignés globalement par
TsWETT sous le nom de carotinoides (caroténoides), dénomination
qui a fait fortune 2.

Dans sa theése, et surtout dans plusieurs travaux postérieurs,
TsWETT s’est demandé a quel état ces divers pigments préexistent
dans les chloroplastes. Nous avons déja dit qu'en 1896, il était
arrivé a la conclusion que les pigments chlorophylliens sont exclu-
sivement incorporés a la chloroplastine (désignation introduite
par FRANK SCHWARZ), substance de nature protéique 3. Il est revenu
sur cette question dans ses publications sur la «chloroglobine » ;
il y a précisé I'idée qu’il se faisait de cette combinaison en disant
qu’elle est plus ou moins comparable a celle qui se trouve réalisée
dans la molécule de I’'hémoglobine *: protéide constitué par la com-
binaison d'un groupement prosthétique pigmentaire (I’hématine,
comme on disait alors) avec un groupement protéique appelé glo-
bine. (On ne manquera pas de remarquer le parallélisme de forma-
tion des noms : hémo-globine, chloro-globine).

Quant a la combinaison protéique du caroténe, TSWETT estime
qu’elle pourrait méme étre plus forte 5. — Cette question doit étre
brievement examinée et discutée ici:

1 On connait méme, depuis longtemps, des végétaux ou la chloro-
phylle a n’est pas accompagnée de chlorophylle b. Le cas inverse n’a
jamais été constaté ; et A. SEYBoLD (1941), d’apres le role qu’il assigne
respectivement & chacune de ces deux chlorophylles, considére que
I’existence de la chlorophylle b en I'absence de chlorophylle a n’aurait
pas de signification physiologique, et n’est donc pas concevable.

« L’abondance relative des composantes (2 et ﬁ) est sujette a
variation », a écrit TswEgETT, en 1912, dans sa Conférence Mendéléieft,
Conclusion confirmée par les recherches récentes de A. SEYBOLD (1941).

2 Cf. I'importante Monographie de L. ZECHMEISTER : Carotinoide
(1934) ; ainsi que le livre de H. WILLSTAEDT : Carorinoide, Bakterien-
und Pilzfarbstoffe (1934).

La carotine, étant un carbure d’hydrogéne, est maintenant appelée
caroténe et ses dérivés caroténoides, conformément aux régles de la no-
menclature actuelle.

3Cf. A. StoLL et E. WIEDEMANN. (1939). Dans ce travail, il s’agit
de l'extrait total des pigments chlorophylliens ; cet ensemble pigmen-
taire est obtenu en solution colloidale, a l’état de « symplexe » possé-
dant une teneur trés élevée en protéine (68,7%, d’aprés une commu-
nication faite par StorLL, WIEDEMANN et RUEGGER, 1041).

4 TsweTT parle & ce sujet des expériences de resynthese de 'hémo-
globine faites par BERTIN-SANS et MOITESSIER, expériences reprises
avec tant de succes, assez récemment, par HiLL et HOLDEN, par ANsoN
et Mirsky, par J. RocHE et par HAurROWITZ,

5 Die Bindung des Carotins dagegen ist eine festere (TSWETT, 1900 : 86).
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J'ai observé avec VEGEZzZI, en 1913-14, que les pigments caroté-
noides, dont le mélange constitue la « tétronérythrine » contenue dans
les ceufs de Maja squinado (Crustacé décapode), passent (aprés dessic-
cation) en solution aqueuse A la faveur de la présence de protéines.
Notons tout de suite que, grace a la technique d’analyse chromato-
graphique de TSwWETT, nous avions pu constater alors que ce mélange
de pigments caroténoides est constitué en partie par du caroténe typique
(résultat confirmé par R, KunxN et LEDERER 1933). Mais le point a
considérer maintenant est le suivant : En comparant les spectres d’ab-
sorption en solution aqueuse et en solution éthérée (ou alcoolique),
nous avions constaté que, pour la solution aqueuse, les bandes sont
fortement déplacées vers le rouge, déplacement que nous avions attri-
bué a 1'état colloidal des pigments. Ce n’est que d’une fagon assez dubi-
tative que nous avions parlé d’une combinaison protéique des pigments
caroténoides des ceufs de Maja, ayant plutdt en vue d’ailleurs® un
phénomeéne d’adsorption (complexes d’adsorption) que l’existence de
combinaisons au sens strict 2. Mais l'opinion qu’il s’agit, dans ce cas
et dans d’autres cas plus ou moins semblables, de caroténe-albumine
(ou de caroténe-globuline), par exemple, qui serait un chromoprotéide
défini, a trouvé aussi ses partisans 3. C’est cette derniére maniere de
voir qui, d’aprés la comparaison avec 1’hémoglobine, cadrerait seule,
semble-t-il, avec la conception de TsweTrT. Que faut-il en penser a
I’heure actuelle ? Dans un travail récent, R. KUHN % a expérimenté
I'action d’un réactif appelé «Invertseifen» (désignation collective),
d'une part sur des chromoprotéides typiques (hémoglobine, hémo-
cyanine, etc.), et d’autre part sur les présumés « symplexes » naturels
de divers caroténoides et des deux chlorophylles a et b. Or, tandis qu’au-
cun chromoprotéide typique n’a été dédoublé, 'on constatait la mise
en liberté du pigment (groupement prosthétique) aussi bien dans le
cas des chlorophylles que dans celui des caroténoides. Le cas de 1'ovo-
verdine, existant chez certains Crustacés, se présente comme excep-
tionnel : on a affaire 4 une combinaison protéique d’un caroténoide
oxygéné (astaxanthine), — véritable chromoprotéide, comme l’admet
R. Kunn, — dédoublable pourtant sous l'action des « Invertseifen »,

Sur ce point, il semble donc bien que TSWETT, tout en ayant vu
en grande partie ce qu’il en est, a été trop loin (notamment pour ce
qui est du caroténe comparé a I’hémoglobine dans son union avec une

1 Dans le cas particulier : nous tenons & le spécifier expressément.

2 Impliquant des proportions déterminées pour les constituants,
Voir la thése de mon éléve VEGEzzI (1916 : 94, 100 et 101).

8 Ci. J. VERNE. (1921; 1926: 26 €t 1930: 77).
4 KuHN et BIELIG (1940: 1085).
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protéine) 1. Il est instructif, en outre, de remarquer avec KuHN : M1l
Ausdriicken wie « spezifische Molekiilverbindung », « Symplex » und dgl.
kinnen wir dev zur salzarvtigen Bindung hinzukommenden wunderbaren
Eigenschaft der Tvigerproteine wohl einen Namen geben. Begreifen und
evkldren konnen wiv sie noch nicht 2.

Quoi qu’il en soit, il est incontestable que TsWETT a été le

premier (chloroplastine, 1896 ; chloroglobine, 1899 a et 19go0) a expri-
mer d'une facon nette et précise 1'idée d'une «incorporation » des
pigments chlorophylliens 4 une substance protéique ; cela résulte
évidemment de la comparaison — sur laquelle il a insisté — avec
la constitution de I'hémoglobine . Sans doute, il ne disposait pas
alors d’arguments bien probants a I’appul de cette maniere de voir,
-et sa conception restait en partie spéculative; toujours est-il qu’il
I’a défendue avec force *; et, pour cette question si importante,
il apparait vraiment comme un précurseur.

Sauf erreur, il fallut attendre les travaux de LUBIMENKO (1921
et 1927) pour que l'idée de TSWETT {it reprise et soumise a véri-
fication. Depuis dix ans, cette conception s’est imposée de plus

L'W. Straus dit que les maximums des trois bandes d’absorption
du caroténe (de la carotte), en solution colloidale, sont respectivement :
A 537, h 490, h 455 mp. D’aprés MENKE (1940), le maximum pour la
bande I est sur 540 (préparation de chloroplastes). Nous ferons remar-
quer que ces chiffres coincident sensiblement avec ceux des axes pour
le carotene a I'état solide : A 540, A 586,5 et ) 455 mpy. (D’aprés F. K.
KoHL, 1902 : 38 et 116). Cf. W, STRAUS, 1942 : 181 et 187. — On peut
du reste, comme je l'ai vu, déterminer directement le spectre du caro-
téne in vivo en opérant sur des tranches, bien choisies, de carotte.

2 KUHN et SORENSEN, 1938 a : 400.

3 TsweETT a fait paraitre en 1898 (Bull. Lab. biol. St-Pétersbourg)
une Note intitulée : Hémoglobine et Chlorophylle. Nous n’avons pas
pu en prendre connaissance.

‘En 1902, G.-F. KoHL, aprés avoir examiné diverses conceptions
des auteurs, écrivait : FEine lotal abweichende Auffassung hat neuer-
dings TSwWETT geltend gemacht, indem ev Chlovophyll und Cavotin fiiv
« chromophove Theilmolekel einer complicivieven eiweissartigen Sub-
stanz » erkldrt, welche ev vorldufig Chlovoglobin mewnnt (l.c.: 31). L’in-
térét de cette maniére de voir a, d’ailleurs, complétement échappé
a KoHL.

1 Répondant & une critique de N.-A. MONTEVERDE, TSWETT a
dit (1900 c) : Les méthodes de contrile que nous avons employées prouvent
surabondamment que la chlovoglobine ne saurait étve un produit chimique
artificiel et que d’autve parvt les véactions albuminoides, ou plutot colloides,
qui lui sont propres ne sont dues en aucune facon aux substances albu-
minoides banales du protoplasme... La chlovoglobine est une combi-
naison ldche (une sorte de solution), facilement décomposable, mime par
des solvants tels que 'alcool. Dans un extrvait alcoolique, la chlovoglobine
se trouve donc a l'état dissocié.
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en plus?!; et, grice surtout aux persévérantes et amples recherches
de A. StoLL (1938-1941), on peut admettre qu’elle est devenue
une acquisition définitive (voir I’APPENDICE).

Il ne faudrait pas croire que ces constatations offrent unique-
ment de l'intérét pour la cytologie et pour la chimie végétales.
Leur importance n’est pas moindre pour la physiologie. C'est ce
qu’affirmaient récemment SPOEHR et ses collaborateurs?: The
intimate association of pigments with protein in the living cell suggests
that the proteins may be of importance in the transfer and utilization
of light energy by the plant.

:

F1G. 9. Analyse chromatographique par compression d’air
(TsweTT, 1906).

Arrivé a ce point, nous devons exposer succinctement la méthode
d’Analyse chromatographique par adsorption dans ses principes et
dans sa technique (TSWETT 1906 a ; 1906 b; 1910; 1912 a).

La méthode la plus propre a nous renseigner exactement sur le
nombre et la nature des composantes de la chlorophylle parait étre,
a dit TswWETT (1912), celle que j’ai élaborée depuis quelque dix ans
sous le nom de méthode d’analyse chromatographique par adsorp-
tion. Elle met en jeuw I'un des caractéves physiques les plus nuancés
des composés chimiques, leur action sur la tension superficielle des
solutions. Conformément au théovéme thermodynamique de GIBBS,

! Consulter a ce sujet le livre de HaNs FISCHER et ADOLF STERN
(1940: 376) — On trouvera des indications blbhocraphlques complé-
mentaires & I’APPENDICE de notre article (Note 1).

2 Voir aussi un article de A. StorLL (1936) ol le 7dle enzymatique
de la « chloroplastine » est envisagé.
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une substance qui déprime la tension superficielle du solvant tend a
s'accumuler a la surface, a y étrve adsorbée, et cela de telle sorte que,
suivant la concentration et la nature des corps en présence, le coeffi-
cient de partage entre la solution et la surface peut devenir infiniment
petit. La filtration d'une solution appropride d’'un pigment mixte
au travers d'une colonne de substance pulvérulente neutrve pourra con-
duire conséquemment a la séparation des composantes suivant I'ovdre
décroissant de leurs activités respectives sur la tension superficielle. *
De fait, la chlorophylle, dissoute dans le sulfure de carbone, le benzol,
ou la benzine, et filtvée sur du carbonate calcique, de l'inuline ou du
sucre, donne liew a une élégante stratification pigmentaire que | ai
comparée a la dispersion des radiations lumineuses par le prisme.
C’est le chromatogramme, dont il nous est loistble de sépaver et d’étu-
dier les diverses couches en libérvant les pigments (c’est ce qu’on appelle
maintenant 1'élution) par I'alcool et Uéther. Un pigment pourra passer
d’ailleurs sans étrve adsorbé : c’est la carotine. Quatre autres ngments
jaunes, les xanthophylles, demeurent dans le chromatogramme, ainsi
que deux pigments de tonalité verte, les chlorophyllines.

Le dispositif que j'ai adopté avec DE RoGOwSKI, en I9II, per-
met de faire sortir facilement le chromatogramme, sans le briser :
la colonne de craie est chassée 2 au moyen du piston de bois (avec
perforations pour '’échappement de l'air) qui avait servi a remplir
le tube. Chaque zone colorée est sectionnée transversalement deés
sa sortie du tube et recueillie immédiatement dans un flacon a
large ouverture contenant le solvant. Avec VEGEzzI (en 1913),
J’al donné une plus grande hauteur au manchon extérieur, de fagon
a pouvoir mieux suivre sur toute la hauteur (sans étre géné par le
bouchon) la marche de 1’adsorption.

Passons a I'exposé des résultats ainsi obtenus.

A. — Chlorophylles a et b (chlorophyllines « et 3 de TSWETT)

Tout au début (p. 1) du gros livre sur la chimie de la chloro-
phylle qu'ont publié Hans FiscHER et AD. STERN en 1940, il est
dit : M. TsWETT konnte das Vorhandensein von zwei griinen Kompo-
nenten mittels der vom thm begriindeten Adsorptionsanalyse exakt

L ] NorTON WILSON (1940) a publié sur la question une étude théo-
rique (et mathémahque) trés poussée.
Cf. aussi: Cassipy et Woobp (1941).

2 Aprés avoir été desséchée suffisamment. Avec VEGEzz1 (1916 :
59), nous mettions l'orifice supérieur en communication avec un sac
contenant CO? pur pour éviter toute oxydation. — Des précautions
semblables (emploi de N2 ou simplement de gaz d’éclairage, déja
utilisé par TswetT) furent prises dans d’autres opérations,
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beweisen und die Spektren der Farbstoffe ausfiihrlich beschreiben.
Diesen Versuchen wurde jedoch in der Folgezeit heftig widersprochen,
und sie gerieten in Vergessenheit, obwohl M. TSWETT — wie wir
heute wissen — zuerst wivklich veines Chlovophyll — allerdings nur
in Losung — in Handen hatte *. Eyst CH. DHERE und W. DE ROGOWSKI
(1912) stellten wiederum reine Chlorophyll-Lisungen nach M. TSWETT
dar und beschrieben die Fluoreszenzspektren der beiden Komponenten 2.

En appliquant la technique de TsweTT a 1'étude des chloro-
phylles a et b, bien d’autres chimistes ou botanistes obtinrent,
par la suite, mais beaucoup plus tard, des résultats intéressants.
Il1 faut au moins citer les recherches approfondies de A. WINTER-
STEIN et G. STEIN (1933), de A. SEvyBoLD et K. EGLE (1938), de
G. McKINNEY (1940).

Les chiffres suivants? (soit axe, soit maximum) concernent
a bande d’absorption caractéristique dans le rouge :

TsWETT (190%) A (mp) 661 axe (spectroscopie)
2 | DHERE (1913) » v 661 axe (spectrographie)
g = | WINTERSTEIN (1933) » » 663 max. (spectroscopie)
;;ég- EGLE (1939) » » 6622 axe (spectroscopie)
3 =& | MACKINNEY (1940) » » 660 max. (spectrophotométrie)
) WILLSTAETTER et | » » 662 axe (spectroscopie)
SToLL (1913) » » 6615 SP P
TSWETT (1907) A (mp) 641 axe (spectroscopie)
ki DHERE (1913) » oo 642,5 axe (spectrographie)
2 5| WINTERSTEIN (1933) » » 644 max. (spectroscopie)
= §:g EGLE (1939) »oo» 644,6 axe (spectroscopie)
fgg%‘ MacKINNEY (1940) » »  642,5 max. (spectrophotométrie)
= 0
Sz
& | WILLSTARTIER ef | » o » 6 ave (spectroscopie)
StoLL (1913) ] 43 P P

! Pour apprécier correctement la valeur des résultats de TsweTT
sur ce point capital, on ne saurait trop recommander de lire son article :
Zur Geschichte der Chlovophyliforschung (1907 a).

2 Mon éleve et collaborateur W. pE ROGOWSKI a quitté mon labo-
ratoire (et probablement la Suisse) tout de suite aprés avoir passé son
examen de doctorat a I'ribourg en 1912.

3 TswWETT, 1907 b: 139. (N.B. — TsweTT dit que ses détermina-
tions, faites avec un microspectroscope, doivent étre exactes avec une
approximation de 1 a 2 mp.)
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Tous ces chiffres confirment donc, en somme, l'exactitude
des premiéres déterminations de TswetT 1. (N.B. Les chiffres concor-
dants de WILLSTAETTER et STOLL ont été obtenus avec des chloro-
phylles préparées en utilisant une technique différente: aussi ne
sont-ils donnés que pour la comparaison 2.)

En instituant sa méthode chromatographique, TSWETT pour-
suivait deux buts : En premier lieu, obtenir a I’état de pureté optique,
et en les séparant aussi quantitativement, chacune des chloro-
phylles a et b, en second lieu, obtenir des chlorophylles qui (aprés
leur mise en liberté et dissolution) fussent isolées sans la moindre
altération ®*. Examinons jusqu’'a quel point chacun de ces buts a
été atteint :

Le premier but a été atteint d’'une facon, peut-on dire, irré-
prochable. Tout le monde est d’accord aujourd’hui pour reconnaitre,
a ce point de vue, la supériorité de la méthode chromatographique.

D’apres mes constatations personnelles, il est relativement facile
d’obtenir ainsi de la chlorophylle @ non souillée de chlorophylle 4. On
peut obtenir aussi de la chlorophylle b exempte pratiquement de chlo-
rophylle @, mais cet isolement, pour étre parfait, est beaucoup plus
difficile a réaliser, méme en procédant & la purification par chromato-
graphies répétées. A vrai dire, c’est seulement par l'’examen du spectre
de fluorescence, épreuve bien plus sensible que l'examen du spectre
d’absorption, qu’on peut se convaincre de 1’élimination des derniéres
traces de chlorophylle @ dans un échantillon de chlorophylle b 4.

1 SorBY, qui, seul avant TSwWETT, avait réussi & séparer assez bien
ces deux composantes chlorophylliennes (découvertes par STOKES),
a publi¢ des déterminations spectrales qui ne peuvent étre considérées
comme correctes.

2 On voit que j’étais autorisé & dire (DHERE et DE ROGOWSKI 1912)
que les chlorophylles a et & que nous avions isolées, disions-nous, au
moyen de la méthode d’analyse chromatographique par adsorption
de TsweTT (& partir de feuilles fraiches de Taxus baccata) possédaient
des spectres d’absorption concordant, en somme, avec ceux des chlo-
rophylles de WILLSTAETTER (la comparaison n’avait porté que sur
les bandes principales). Les chiffres cités plus haut figurent dans une
Note postérieure (décembre 1913).

Cf. l'article de StorLL et WIEDEMANN (1938 : 186). Les auteurs
préconisent de procéder a la séparation définitive de chacune des chlo-
rophylles a et b par la méthode de TsweTT, aprés les avoir préparées
par la méthode classique de WILLSTAETTER et SToLL, méthode. qui
fournit déja, disent-ils, d’excellents résultats.

3 Dans U'analyse immédiate de la chlovophylle, seules les méthodes
physiques sont de wmise, étant donnée Iinstabilité extvéme des substances
en jeuw (TSWETT, 1912 a).

4 Voir & ce sujet une Note de DHERE et BIERMACHER (1936) ol est
indiqué un moyen de réaliser la purification parfaite de la chlorophylle b.
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Pour ce qui est du second but, une petite réserve doit étre
formulée. Si 'on ne prend pas les plus grandes précautions, on ne
pourra pas éviter complétement une légére modification appelée
allomérisation *. C'est un point sur lequel WILLSTAETTER et STOLL
ont fortement insisté 2. Cette modification est d’ailleurs pratique-
ment négligeable dans I'étude des spectres d’absorption et de fluo-
rescence. TSWETT n’a pas contesté I'existence du phénomeéne en
question : Par le simple séjour prolongé en solution ou awu contact
des adsorbants, les chlorvophyllines, dit-il, subissent des transforma-
tions intramoléculaires laissant les spectres intacts . D’aprés WINTER-
STEIN (1933), pour empécher toute altération lors de I'adsorption,
il serait préférable d’employer du sucre en poudre a la place de craie
en poudre. Il est certain que toutes les sortes de craie en poudre
ne conviennent pas également bien ¢; et il est particuliérement
important d’opérer aussi rapidement que possible 5, en évitant
surtout le passage a travers la colonne d’un courant d’air, l'oxy-
geéne intervenant dans l'allomérisation (J. B. CoNaNT, 1931 ; H.
FiscHER, 1933).

TsweTT, étant parvenu a préparer des solutions de chloro-
phylle a et de chlorophylle b d’'une pureté optique irréprochable,
s’est trouvé dans les conditions requises pour déterminer correc-
tement le spectre d’absorption de ces chlorophylles dans la plage
la plus réfrangible (bleue-violette) du spectre visible. Ses devanciers
avaient toujours opéré avec des liqueurs plus ou moins souillées
par la présence des caroténoides que contiennent aussi les feuilles
vertes, caroténoides qui possédent, précisément dans cette région
spectrale, des bandes d’absorption assez fortes. On pouvait donc
se demander si les chlorophylles poss¢dent en propre les bandes
d’absorption déja observées, dans la méme région, par quelques
auteurs. Au mois de juin 1906, un des auteurs les plus spécialisés
dans cette étude, il s’agit de F. G. Konr, disait (p. 41) dans un
discours prononcé 4 'assemblée générale (Generalversammlung) des
membres de la Société allemarde de Botanique: Karotinfreie Chlo-

L Cf. H. F1SCHER et AD. STERN, 1940 : 24.

@ WILLSTAETTER et STOLL. (1912 : 357).

3 Conférence Mendéléieff,

+TswETT (1907 b: 139) a dit qu’il considérait que, pour isoler les
deux chlorophylles, les autres adsorbants sont d’'un emploi moins pra-
tique ; ajoutant (p. 141) que les résultats sont les mémes aussi bien
avec le sucre en poudre qu’avec la craie.

> Avec W. pE RoGowskl (1911) nous commencions la chromato-
graphie le matin, de trés bonne heure, nous étant imposé comme régle
de procéder aux déterminations optiques le jour méme de la prépara-
tion des solutions de pigments.
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rophylllosung zeigt in der blawen Hilfte niemals ein Band. Or les
bandes dont KoHL niait si fortement l'existence surpassent en
intensité les bandes caractéristiques dans le rouge qui ont été rele-
véessurle Tableaude la p. 40. Les déterminations parfaitement exactes
de TSWETT (communiquées un mois apres le discours de KonL!)
ne laissent aucun doute a cet égard : elles constituent indiscutable-
ment une nouvelle preuve de I'extréme pureté des chlorophylles qu’il
avait réussi a isoler grace a sa méthode chromatographique .

TsWETT a apporté aussi une contribution importante a 1'étude
de la «chlorophylle cristallisée » ; on sait qu’on désigne ainsi les
cristaux qui se forment dans des conditions expérimentales décrites
d’abord par BoropINE (1880). En 1908, et antérieurement déja 2,
TSWETT avait admis que la chlorophylle cristallisée (cristallisable)
ne préexiste pas comme chimiquement telle dans les chloroplastes,
mais dérive de la chlorophylle (chlorophylline) native, d’ou la déno-
mination de «métachlorophylline» qu’il avait proposée pour ce
dérivé (de méme qu'on appelle méthémoglobine le dérivé primaire
de I'hémoglobine oxygénée). Dans cette conception, qui est l'ex-
pression méme de la réalité, TSWETT a bien devancé WILLSTAETTER 3.
Mais laissons plutot ce dernier s’expliquer a ce sujet. WILLSTAETTER
écrivait en 1909 : Ob das krystallisirte Chlorophyll in der Zusammen-
setzung, in der wir es isolirt und beschrieben haben, in der Pflanze
enthalten ist, dariiber haben wir noch keine Meinung gedussert und
es erscheint uns ungewiss. Wenn wiv z.B. aus frischen Blittern durch
Ausziehen mit Alkohol und Uberfiihven in Petrolither das Chlovophyil
zum Auskrystallisiven bringen, so miissen wir die Blitter ein paar
Tage lang mit dem Lésungsmittel behandeln. Es ist wohl moglich,
dass dabei eine Verinderung im Molekiil des Chlorophylls erfolgt,
die seine Lislichkeitsverhilinisse und sein Krystallisationsvermdgen
beein flusst. Klarer und richtiger hat M. TSWETT tiber das Verhdltnis
von genuinem zu krystallisiertem Chlorophyll geurteilt. Ev spricht *
mit Bestimmtheit aus, dass das krystallisierbare Chlorvophyll erst
durch die Behandlung der Blitter ber der Extraktion entstehe . On

1 Pour les données numériques et la description compléte des spec-
tres, consulter la conférence de TSWETT (1912 a).

2Cf. TsweTT, 1908 € et 1910 a.

* Voir quelques citations dans I’Appendice (Note 2).

¢ Déja en 19or, dans sa these (Kazan) pour l'obtention du grade
de « Magister » et dans une note & I’Académie des sciences de Paris.

> WILLSTAETTER (et SToLL), 1911: 21. — Le texte précédant,
« klarer und richtiger » est cité par I'auteur d’apres son travail de 1909
(p. 6). — Nous avons fait composer en romain la phrase la plus signi-
ficative et complété la citation de 190g9.
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ne peut manquer de dire, en passant, que cette transformation
(alcoolyse) fut élucidée complétement par la découverte capitale,
due a WILLSTAETTER et STOLL (I9ro-11), d'un enzyme (estérase
spécifique) appelé chlorophyllase qui saponifie le carboxyle origi-
nellement estérifi¢é avec le phytol (découvert par WILLSTAETTER).
Le phytyle est alors remplacé par les radicaux méthyle ou éthyle
suivant que l'on opére avec I'un ou ['autre des alcools correspon-
dants, et on obtient respectivement le méthyl- ou 1'éthylchlorophyl-
lide. Grace a sa méthode chromatographique, TSWETT prouva en
1910 que la chlorophylle cristallisée est de composition mixte?.
Il convient de citer textuellement les réflexions si justes et d’une
portée si générale que TsWETT formulait aprés cette constatation:
Aus obigem DBericht ist abermals die hohe Leistungsfihigkeit der
chromatographischen Adsorptionsanalyse ersichtlich, welche noch da
Aufschluss gibt, wo die viblichen analytischen Mittel versagen. Und
erst diirfte Riinftig von jedem als einheitlich angegebenen Farbstoff
verlangt werden, dass ev auch die chromatographische Probe — wenn
dieselbe ausfiihrbar — ibersteht .

Il faut bien remarquer que cette méme dualité se retrouve
dans les autres pigments tétrapyrroliques dérivés des chlorophylles.
C’est ainsi qu’en 1911 (toujours par la chromatographie), TSWETT
a établi définitivement I'existence de deux phéophytines (chloro-
phyllanes a et b) et de deux phéophorbides (correspondant aux
chlorophyllides) 3. Jusque dans les dérivés pigmentaires tres éloi-
gnés, on a affaire a deux séries, suivant qu’on est parti de la chloro-
phylle @ ou de la chlorophylle 4. Inutile de donner plus de détails ;
mais 1l faut bien remarquer que les résultats obtenus par WiLL-
STAETTER dans ce sens ne le furent que plus tard, c’est-a-dire
postérieurement aux recherches décisives de TsWETT qui, la encore,
fut un initiateur *. Pendant longtemps, l'importance a ce point

1 Cela, bien entendu, quand on l'obtient a partir d’'un mélange
naturel des chlorophylles @ et b, On a pu, en effet, obtenir aussi de ces
cristaux a partir de diverses Phéophycées (LIEBALDT, 1913), dépour-
vues de chlorophylle b. La question se pose de savoir si la chlorophylle ¢
(encore peu étudiée) ne prendrait pas part, dans ce cas, a la consti-
tution du pigment cristallin.

2 TSWETT, I9I0 a : 3141,

3 L’existence de deux chlorophyllanes avait été admise par L.
MARCHLEWSKI un peu avant qu’elle ne fiit établie par TSWETT au moyen
de l'analyse chromatographique. Mais TSWETT (1911 : 505) a contesté
la priorité de MARCHLEWSKI, celui-ci n’ayant pas du tout apporté une
démonstration irréprochable.

4 « Les recherches de WILLSTAETTER furent conduites tout d’abord

dans l'esprit de la doctrine unitaire. Actuellement la plupart des dérivés
obtenus sont soumis & une revision. » (TSWETT, 1912 a).
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de vue des résultats de TSWETT fut contestée ou méconnue, et on
comprend qu’il ait exprimé en 1911 la plainte suivante : Man wird
jedoch nicht weiter ignorieren kinmen, wie es die Ziivicher Schule
(I'Ecole de WILLSTAETTER) noch tut, dass «das Chlorvophyll » ergent-
lich micht existiert und einem Gemasche zweier Farbstoffe entspricht,
welche ich, unstveitbaven Priovititsgriinden zufolge, als Chlorophyl-
line o und 3 seit 1900 bezeichnet und in optisch reinem Zustande
zuerst isoliert und untersucht habe'. Protestation bien motivée !
Les résultats, extrémement intéressants, obtenus dans cette voile
(de 1911 a 1915) par WILLSTAETTER furent, peu de temps apres,
bien étendus et précisés par les travaux, si nombreux et si péné-
trants, d’"Hans FiscHER. Quelques autres chimistes éminents (J. B.
ConaNT, P. ROTHEMUND) ont contribué aussi a nous faire mieux
connaitre cette question, fort difficile, de Vorigine diphviétique
(comme dit TSWETT, 1908 d: 426) des dérivés chlorophylliens.

TsweTT a désigné sous le nom de chlovophylline y le pigment que
SorBY (1873) avait appelé « chlorofucine », pigment qui se trouve dans
les Algues brunes (Phéophycées). 11 avait aussi proposé de donner le
nom de chlorophylline 6 4 la protochlorophylle. 11 dit (1907) avoir com-
mencé des recherches sur ce dernier pigment; mais, sauf erreur, il
n’en a rien publié. Par contre, il a étudié avec soin (au moyen de 1'ana-
lyse chromatographique, semble-t-il) la chlorophylline ¥ dans un tra-
vail fait en 1906, chez REINKE (& Kiel). L’existence de la chlorophyl-

M. TsweETT, 1911 b 1127,

A ce point de vue, I'article que publia WILLSTAETTER (1911) — apres
avoir fait de la chlorophylle, remarquons-le, le principal objet de ses
recherches depuis cinq ou six ans, — posséde une haute valeur docu-
mentaire : WILLSTAETTER, exposant la chimie des pigments chloro-
phylliens naturels et de leurs dérivés, s’exprime toujours comme s’il
n’existait qu’une seule chlorophylle, vraiment homogeéne. Dans une
courte introduction historique (p. 1), il dit bien que, d’aprés TswETT,
il existerait une chlorophylline ¢ et une chlorophylline § (dont il ne
manque pas d’indiquer les spectres d’absorption, d’aprés TSWETT,
a la p. 2); mais, invoquant la facilité avec laquelle la chlorophylle
s’altére en solution, il conclut : Es ist wohl mdglich, dass 3 sich durch
eine Umwandlung von o bildet, vielleicht duvch eine gevinge Anderumg
tm Molekiil. (Pour la « chlorophylle cristallisée », aucune mention de
cette dualité n’est faite par WILLSTAETTER.)

En poursuivant ses recherches, WILLSTAETTER ne tarda pas a se
convaincre du bien-fondé des assertions de TswetrtT. Et alors, il -appela
les chlorophyllines « et 3 de TSwWETT : chlovophylles a et b. L’autorité
reconnue de WILLSTAETTER imposa — sans discussion, bien entendu —
ce changement dans la nomenclature. Dans sa conférence Mendé¢léief
(1912), TSWETT note que WILLSTAETTER a transféré le terme de « chlo-
rophylline » & des dérivés obtenus par l'action des alcalis et remarque
que cela crée un conflit de nomenclature regrettable.
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line y, en tant que pigment naturel, reste trés controversée. Son étude
est pourtant facilement accessible en recourant a la spectroscopie de
fluorescence . Nous nous proposons de parler de cette chlorophylline
dans un autre article ol nous aurons aussi & exposer les trés impor-
tantes recherches de Tswert dans le domaine de la fluorescence et
dans quelques autres domaines.

Considérons maintenant les travaux de TSWETT sur les pigments
caroténoides.

B. — Pigmenlts caroténoides (caroténes et xanthophylles)

La distinction entre carotene et xanthophylle est trés nette,
nous 'avons déja dit, quand, suivant TSWETT, on procede a l'ana-
lyse chromatographique avec le carbonate de calcium comme adsor-
bant : en effet, la xanthophylle, seule, est adsorbée. En examinant
de prés le chromatogramme formé, TSWETT (1906 b) a découvert
la pluralité des xanthophylles, car il a constaté qu’a partir de 'ex-
trait chlorophyllien brut des feuilles, on obtient toujours une série
de zones jaunes plus ou moins distinctes ; il a été ainsi amené a
la conclusion qu'il existe 4 xanthophylles (désignées par lui comme
a, @’ @’ et [5). Il a admis que la xanthophylle cristallisée étudiée
par WILLSTAETTER devait étre constituée par deux ou trois xantho-
phylles différentes 2.

J’al été probablement le premier a répéter (en 191, avec mon
éleve W. DE RoGowski) la séparation des divers caroténoides fo-
liaires en utilisant ’analyse chromatographique de TswgeTT. Comme
nous l'avions constaté alors (comme l'avait déja vu TSwWETT) et
comme je l'ai dit dans une communication faite a la fin de 1913,
les xanthophylles ainsi obtenues ne présentent pas la moindre fluo-
rescence rouge. Le fait mérite d’étre relevé, car H. ESCHER (1909 :

1 Cf. DHERE et FoNTAINE, 1931, ainsi que DHERE et BACHRACH,
1931. — On peut supposer que l'é¢tat de la chlorophylline v chez les
Phéophycées est comparable 4 celui de la lactoflavine en combinaison
protéique (flavo-protéine) : la fluorescence n’apparaissant qu’apres
décomposition du symplexe,

2 Dans le « Chlorophyllbuch» de WILLSTAETTER et SToLL (1913),
on lit, p. 234: « TsweTT hidlt das Xanthophyll von WILLSTAETTER
und Mrec fiir ein isomorphes Gemisch von zwei oder drei Xantho-
phyllen, worin ¢ iiberwiegt. Es ist nicht unmdoglich, dass die Annahme
des verdienten Botanikers, wie so viele seiner Beobachtungen, zu-
trifft. »
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28), collaborateur de WILLSTAETTER, a dit dans sa thése de docto-
rat que la xanthophylle, en solution alcoolique, posséde eine ganz
schwache, aber an grisseren Glasflichen deutlich sichtbare rote Fluo-
reszenz. Si ESCHER, sur une petite fraction, avait procédé a la puri-
fication par la méthode chromatographique de TSWETT, il n’aurait
pas commis cette erreur. En effet, quand on opeére correctement,
cette technique fournit toujours des xanthophylles de premier
jet rigoureusement exemptes de toute fluorescence rouge.

Les lignes suivantes sont extraites d’une communication faite
par DHERE et RvNcKI, le 22 septembre 1913 : Nous avons déterminé
les limites des bandes (visibles) et de l'extvémité ultvaviolette du spectre
d’absorption des xanthophylles «, o’ et o mélangées, dissoutes dans
Uéther éthylique anhydve ; ces xanthophylles avaient été préparées, a par-
tir de feutlles de Taxus baccata, au moyen de la technique d’adsorption,
due @ TSWETT.

La question, qui n’est pas sans intérét physiologique, était examinée
spécialement en vue de la comparaison avec le spectre d’absorption
ultraviolet des deux chlorophylles (publié par I'un de nous en 1912)
et aussi en vue de controler ce qu’il pouvait y avoir de fondé dans une
assertion de TscHIrcH, assez étonnantel. Notre conclusion générale
était que les caroténoides (les mémes détevminations ayant porvié sur le
cavotéme) présentent une transpavence velativement considérvable pour
toutes les radiations ultravioleties jusqu’au wvoisinage de h 225 mp. Plu-
sieurs auteurs ont confirmé ce qu’il y a d’essentiel dans cette conclu-
sion 2,

La question de savoir s’il existe dans les feuilles (et ailleurs)
différentes xanthophylles — si, en un mot, on doit bien admettre,
avec TsweTT, la pluralité des xanthophylles — a suscité, depuis
1930, beaucoup de recherches effectuées surtout et d’abord par

" L A. TscHIRCH (1904 : 417), en utilisant un spectrographe a optique
de quartz et la lumiére solaire, était arrivé, en effet, au résultat suivant :
Wair haben in den Bldttern nuv zwei gelbe Farbstoffe gefunden. Der eine
besitzt das Carotinspekivum d.h. ev hat dvei Bgnder (grande transparence
dans l'ultraviolet jusqu'a la raie T = ) 302 my.), der anderve bestizt nur
Endabsorption des Violett und Ultraviolett.

2 Faute de place, nous avions dt renoncer a décrire le spectre ultra-
violet des caroténoides, nous proposant de le faire dans un Mémoire
dont nous annoncions la publication (que des circonstances imprévues
ont empéchée). Cela explique que nous n’ayons pas relevé la faible
bande d’absorption qui existe au voisinage de A 270 mp. (peu nette
d’ailleurs avec notre spectre d’étincelles). Une courbe tres instructive
de ce spectre d’absorption a été publiée dans un travail de McNIcHOLAS
(1933). Cf. KARRER et WilRGLER (1043).
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P. KARRER (Zurich) et par R. KunN (Heidelberg). Ainsi que le
dit fort justement ZECHMEISTER' (qui a aussi bien contribué a
cette étude) : Die sichere Entscheidung, ob fallweise ein chemisches
Individuum, oder ein aus sehr dhnlichen Komponenten bestehendes
Gemenge vorliegt, war bis zur Einfiihrung der chromatographischen
Adsorptionsmethode von TSWETT in die priparative Chemie der
Polyene schwierig oder unmoglich.

L’étude la plus étendue et la plus approfondie que 1'on posséde
actuellement sur ce sujet est due 8 HArRoLD H. STRAIN qui, en 1938,
a fait paraitre une monographie intitulée Leaf Xanthophylls. Voici
quelques-unes des conclusions de l'auteur: The xanthophylls from
the leaves of a number of different species of plants are mixtures of
twelve or morve pigments. These xanthophylls are mono-, di-, tri-, and
tetra-oxy derivatives of carvotenes. The principal constituent of the
mixture iS lutein ®. Very small quantities of zeaxanthin and crypto-
xanthin occur in all the leaves examined... The only satisfactory
method for the separation of all the leaf xanthophylls from one
another is chromatographic adsorption.

WILLSTAETTER — qui pendant si longtemps n’'a pas considéré
comme ¢établie l'existence d'une pluralité de xanthophylles
foliaires — croyait, par contre, que la «lutéine » du jaune de 1'ceuf
de poule, qu’il avait obtenue (avec ESCHER, 1912) a l'état cristal-
lisé, constituait vraiment une xanthophylle particuliére, pigment
animal spécifique. Or, l'analyse chromatographique appliquée a
cette «lutéine» par KunN, LEDERER et WINTERSTEIN (193I) a
révélé immédiatement que ce pigment n'est en réalité qu'un
mélange — en proportions variables — de xanthophylle f{oliaire
proprement dite (lutéine de KuUHN) et d'un autre pigment décou-
vert par KARRER : la zéaxanthine (formant environ 14 du mélange,
habituellement).

Comment interpréter, au point de vue de la composition
chimique des pigments, le changement de couleur que montrent
les feuilles & l'automne ? Sur ce sujet, nous possédons aussi un

L L. ZEcHMEISTER, Carotinoide (1934 : 176). ‘

? Lutéine = xanthophylle « de TsweETT. — En 1931, KUuHN, WIN-
TERSTEIN et LEDERER ont proposé, d’accord avec WILLSTAETTER,
de donner le nom de « xanthophylles » & tous les caroténoides a 40 atomes
de carbone dont l'oxygene a une fonction alcoolique, et de donner le
nom de lutéine au caroténoide CHH?60O2 (3 2 groupements OH libres)
qui se trouve dans chaque feuille verte et dans beaucoup de fleurs.
KARRER (1932) a proposé le terme de « phytoxanthines » pour désigner
le groupe de pigments que KunN nomme xanthophylles, et emploie
le nom de xanthophylle pour la lutéine de KuHN. (D’aprés LEDERER,
Les Caroténoides des Plantes. Cf. sa These de doctorat és sciences,

1938).
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intéressant travail de TSWETT (1908 a), ou on lit & la fin : Die ver-
gilbten Blitter enthalten nur Spuren von den normalen Farbstoffen
des griinen Blattes. Thre Farbung ist durch einen neuen Farbstoff
(oder Farbstoffgruppe) bedingt, welcher vorliufig als Herbst-Xantho-
phyll bezeichnet werden kRann. TSWETT avait observé que cette xan-
thophylle, dissoute dans I'éther de pétrole, est compleétement
adsorbée par le carbonate de calcium. Ayant repris cette étude,
KARRER ! est arrivé a la conclusion suivante : Zusammenfassend
lisst sich sagen, dass mit fortschreitendem Absterben der Blitter Carotin
und Phytoxanthine verschwinden, ersteves offensichtlich schneller ;
ste werden, wie dies schon TSWETT vermutet hatte, oxydativ zerstort.

En 1911, TSWETT communiquait une Note Sur une nowuvelle
matiére colovante végétale, la thuyorhodine, pigment d’'un rouge foncé
qu’il avait extrait, notamment, des feuilles du Thuja orientalis,
de diverses especes de Cupressus et des baies du Taxus baccata.
TSWETT avait isolé ce pigment au moyen de son analyse chroma-
tographique. MONTEVERDE et LUBIMENKO (1913) l'obtinrent a
I'état cristallisé et lui donnérent le nom de rhodoxanthine. 11 s’agit
d’une dicétone, de formule brute C*H3°02? (KUHN et BROCKMANN,
1933).

Uniquement chez les Algues brunes (Phéophycées), se trouve
un caroténoide caractéristique, la fucoxanihine, particuliérement
riche en oxygéne. Pour orienter le lecteur a qui cette étude serait
restée jusqu’a présent étrangére, nous croyons devoir indiquer
ici (d’apres l'excellente monographie de ZECHMEISTER 1034) les
relations entre les principaux caroténoides, telles qu’elles résultent
de la comparaison des formules brutes :

Caroténe C%H5% — Cryptoxanthine C1*°H5%0 — Xanthophylle
C®*H%02 — Flavoxanthine C*H?%03 — Viplaxanthine C*H?%0*
—> Fucoxanthine C4H3%0%.

Bornons-nous a dire que TswWETT a fait également porter ses
recherches sur la fucoxanthine en 1906 et que la préparation de
ce caroténoide, au moyen de la chromatographie, a été réalisée
par HEILBRON et PHIPERS (1935) 2.

On vient de voir quelle confirmation éclatante des conclusions
de TSWETT (1906) sur la « pluralité des xanthophylles» ont apportée
les nombreux travaux effectués sur ce sujet, depuis un peu plus
de dix ans, par quelques-uns des plus éminents chimistes contem-
porains. Et qu’en est-il du caroténe ? Dans son livre publié en

1 KARRER et WALKER (1934 : 48).

* Pour cette opération, ces auteurs utiliserent simultanément
I5 tubes de diamétre moyen (5 cm.). — Ne manquons pas de dire que
la fucoxanthine avait été bien étudiée par WILLSTAETTER et PAGE
en 1914,
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russe (1910), TSWETT disait : Il est fort possible que le caroténe des
fewilles ne constitue pas une individualité chimique, mais soit un
mélange de deux ou trois caroténes homologues, que I'on parviendrait
a isoler les uns des autres au moyen de l'analyse chromatographique,
a condition d’utiliser des adsorbants convenables'. Prodigieuse divi-
nation !

Grace a la méthode TsweTT, on a découvert, en effet, qu'en
plus du caroténe déja connu (désigné maintenant comme caroténe f3),
il existe trois autres caroténes: «, Y et 8, Le caroténe «? existe
a coté de 8 dans les feuilles du Marronnier d’Inde, par exemple,
mais ne se trouverait pas dans celles d’Epinard ni d’Ortie (Kunn et
LEDERER)®. Le caroténe de la Carotte renferme environ 859%, de
caroténe f et 15%, de caroténe = (seulement trace de caroténe ).
Dans les fruits rouges du Gonocaryum pyriforme, il y a les trois
caroténes «, 3 et v, et ce dernier est de beaucoup le plus abondant.
I1 represente plus de la moitié de I’ensemble.. Un quatriéme caro-
téne (3) s’y trouverait de plus en trés petite quantité (WINTER-
STEIN, 1933). C'est, comme toujours, I'analyse chromatographique
qui a révélé sa présence. (D’aprés WILLSTAEDT, le caroténe 9 exis-
terait aussi probablement dans les fruits du Rubus chamaemorus).

On sait qu’en 1929, H. voN EULER et P. KARRER ont décou-
vert que la vitamine A (Axérophtol) dérive du caroténe, qui est
donc la provitamine correspondante . Par conséquent, pour le
médecin, le caroténe présente maintenant un intérét considérable.
Il est évidemment trés important de posséder une bonne méthode
de dosage du caroténe. Il résulte d’une étude de SvANHOF et Dam

! Dans un mémoire postérieur, TSWETT (1911 ¢: 632) est revenu sur
la question en disant : Mdglicherweise existieren in der Natur verschiedene
komologe Carotine und kommen in vaviablen Gemaischen wvorv. 11 ajoute
qu 'apres séparation chromatographique, il faut examiner le spectre
d’absorption : Ist die Lage der Absorptionsbander evheblich abweichend,
so hat man es maoglichevweise mit einem unbekannten Carotin zu tun. — Les
caroténes présentent ordinairement trois bandes d’absorption dans
la plage la plus réfrangible du spectre visible. Rappelons que THUDI-
cHUM, dés 1869 (on l'oublie trop souvent!), avait partaitement décrit
et figuré les spectres d’absorption de plusteurs caroténoides.

2 Cf. KARRER et WALKER (1933).

3 Cette conclusion n’est .que pratiquement exacte. En effectuant
l'analyse chromatographique dans de meilleures conditions, KARRER et
ScHLIENTZ ont, en effet, reconnu la présence de trés petites quantités de
caroteéne « dans les feuilles aussi bien d’Epinard que d’Ortie, Les auteurs
soulignent l'intérét théorique de cette constatation.

* D’une fagon plus précise, les caroténes o, 3 et y possédent cette
propriété provitaminique. Il en est de méme pour la cryploxanthine
et pour l'aphanine (caroténoide extrait d’une petite algue bleue : Apha-
nizomenon flos aquae).
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(1941) que la méthode de WILLSTAETTER et STOLL est tout a fait
recommandable, & condition de lui adjoindre I’analyse chromato-
graphique de TSWETT 1.

Quant a la vitamine A, KARRER est parvenu, grace a la méthode
de TSWETT, & en pousser trés loin la purification. Rendant compte
des résultats obtenus par KARRER, ROSENTHALER (1940) a dit:
Es waire ein Irrtum zu glauben, ein durch Kristallisation gereinigtes
Priparat miisse reiner sein, als ein durch chromatographische Ana-
lyse dargestelltes. Bei allen neueren Untersuchungen hat sich die
chromatographische Reinigung der durch Kristallisation erzielten
wett tiberlegen erwiesen 2.

Nous avons cité textuellement p. 44 les conclusions générales sur
la portée de la méthode chromatographique telles qu’elles ont été for-
mulées par TSWETT en 1910, aprés qu’il eut réussi de la sorte & recon-
naitre la constitution-mixte de la chlotrophylle cristallisée. Ces lignes
nous avaient beaucoup frappé, et (avec VEGEzzl) nous avons été trés
probablement les premiers, en 1914, & mettre & profit ce conseil (on
pourrait méme dire : ce précepte) de TSWETT. Ayant préparé, au moyen
de deux méthodes décrites par R. MaLy (1881), la vitellorubine et la
vitellolutéine, pigments caroténoides contenus dans les ceufs de Maja
squinado et les ayant dissous dans de 1’éther de pétrole, nous avions
supposé, d’aprés les données de MALY, que chacune de ces liqueurs con-
tenait respectivement, a 1'état isolé, la vitellovubine ou la wvitellolutéine,
En véalité, 1l s’agit, dans les deux cas, de mélanges, comme nous avons
Pu nous en convaincve par l'analyse chromatographique 3. On comprendra
que nous ayons cru devoir rappeler cet exemple, déja bien ancien, mais
fort instructif.

1 WILLSTAEDT s’est beaucoup occupé de cette détermination.
Consulter son livre: L’Analyse chromatographique, 1938 : 73.

2 Dans la préparation des vitamines et des hormones (ainsi que
des enzymes), 1'analyse de TsweTT est de plus en plus utilisée. (Cf.
Revue Ciba, N° du 18 juin 1942 : 124). Voir spécialement ce qui est
dit dans le livre de WILLSTAEDT, pp. 86 et suivantes. — Addition (Juin
1943) : Répondant a une question posée, M. le D* M. GUGGENHEIM m’écrit
que (dans les laboratoires de la Société Hoffmann-La Roche) «la méthode
de TswerT est utilisée pour purifier et isoler les vitamines a partir
d’extraits ou de mélanges obtenus lors de synthéses ainsi que pour

la détermination analytique de différentes vitamines ».
® Passage extrait de la thése de VEGEzzI (1916 : 92).
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III. — DEVELOPPEMENT DE L'ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE
JUSQU'A NOS JOURS

Comme nous l'avons déja dit, la création (plus exactement,
le premier exposé d’ensemble) de la méthode d'Analyse chroma-
tographique par adsorption remonte a 1906 ; mais ce ne fut qu’'a
partir de 1931 que débuta vraiment l'essor de la chromatographie de
TswETT, qui ne devait pas tarder a devenir un des procédés d’ana-
lyse et de préparation les plus en vogue. Plusieurs auteurs ont bien
voulu ne pas omettre de signaler quelques-unes des applications
que j’avais faites, entre-temps, de cette si précieuse méthode. On
me pardonnera de relever une ou deux de ces citations: H. WILL-
STAEDT, dans un livre assez récent (1938), a dit: Un des premiers
auteurs ayant su apprécier les avantages de ce nouveau procédé fut
DHERE, qui en fit usage dans nombre de recherches. .. Et A. WIN-
TERSTEIN — qu’on peut considérer comme le principal promoteur
de la faveur obtenue depuis une dizaine d’années par la méthode
de TswegTT, tant il a contribué, par ses recherches approfondies
et étendues (ainsi que par la publication d’exposés d’ensemble),
a faire connaitre les avantages que présente l’analyse chromato-
graphique — avait écrit, deés 1933 : Die Bedeutung dieser Methode
fiir biochemische Arbeiten wurde in der Iolge (c’est-a-dire apres
TsSWETT) anscheinend nur noch von CH. DHERE wund Mitarbeitern
erkannt... ' Je ferai encore remarquer qu’en 1926, J. VERNE,
dans son livre bien connu sur les Pigments, attirait ’attention sur
la méthode de TswETT, en reproduisant (dans le chapitre sur les
Caroténoides) la figure de 'appareil que nous avions utilisé, VEGEzzI
et moi, pour l'analyse chromatographique de la tétronérythrine 2.

Comment se fait-il donc que, pendant si longtemps, la méthode
de TSWETT n’ait pour ainsi dire ® pas été employée ? Cela semble a
présent d’autant plus extraordinaire que TSWETT, avec une perspi-
cacité vraiment surprenante, avait prévu presque tous les services
que sa méthode était appelée a rendre. On attribue parfois le peu
de faveur rencontré d’abord par la méthode de TSWETT au fait que
son magnifique livre, publié en 1910, ne parut, malheureusement,

T'A. WINTERSTEIN et G. STEIN, 1933 : 247.
? Voir I’Appendice (Note 3).
3 A signaler les recherches de L. S. PALMER sur les caroténoides

du lait (1913-1914) ; celles de CowARD sur les caroténoides tissulaires
(r924) ; enfin celles de Lipmaa sur la Rhodoxanthine (1926).
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qu’en langue russe. Mais TSWETT avait donné un parfait exposé
de sa méthode dans un travail publié en allemand dés 1906 ; bien
plus, il avait fait une démonstration' de sa méthode devant la Société
botanique allemande le 28 juin 1907%.

Pour expliquer, dans une certaine mesure, cet Insuccés pro-
longé, peut-étre faut-il tenir compte des faits suivants: TSWETT
a appliqué sa méthode essentiellement (mais non exclusivement !)
a I’étude des pigments chlorophylliens ; or, dans les dix ou quinze
années qui suivirent sa découverte, les deux chimistes qui étu-
diérent surtout ces pigments furent MARCHLEWSKI et WILL-
STAETTER ; et, tous deux — pour des motifs d’ailleurs différents —
firent un accueil plutot frais a 'analyse chromatographique '.

MARCHLEWSKI (a qui l'on doit pourtant de bien beaux tra-
vaux sur les dérivés éloignés des chlorophylles) a tout spécialement
contribué a discréditer la méthode, dont il a complétement méconnu
I'originalité et 'importance. A-t-il fait des essais d’analyse chroma-
tographique ? On doit I'admettre, car il I'a dit; mais, sauf erreur,
il n’a pas publié les résultats obtenus, qu’il comptait utiliser, d’aprés
ce qu’il laisse entendre, pour revenir sur les critiques qu’il avait
formulées contre les travaux de TSWETT 2.

Diverses citations de WILLSTAETTER, que nous avons eu précé-
demment l'occasion de faire dans cet article, montrent qu’il a plus
d’une fois reconnu les rares mérites de TSWETT ; néanmoins, d’'une
part a cause de la possibilité d’allomérisation lors de la séparation
des chlorophylles naturelles a et b, et d’autres part parce que WILL-
STAETTER avait particuliérement en vue d’obtenir ces chlorophylles
sous forme de « préparations», pondéralement importantes, desti-
nées 4 une étude chimique étendue (étude de la constitution, étude

! Dans les publications de RoBeRT Cnopat (qui fut le premier
maitre de TsweTT a I'Université de Geneve), je n’ai pas trouvé de cita-
tion du nom de TsweTT. Mais M. CHARLES BAEHNI (qui vient de succé-
der a M. HOCHREUTINER), ancien éléve de RoBERT CHoODAT, m’a dit
spontanément que celui-ci ne manquait pas, dans ses cours, de donner
un exposé de la méthode de TswETT appliquée a l’analyse immédiate
de la chlorophylle. En me confirmant la chose, M. le professeur FERNAND
CHopAT m’assure que son peére considérait TSWETT comme un véri-
table pionnier,

2 L. MARCHLEWSKI, 1907 : 344.

Répondant a ces critiques de MARCHLEWSKI, TSWETT (1907 d:
373) fait, en note, la remarque suivante, assez piquante : Als charak-
levistisch fiiv die Art MARCHLEWSKIS, wissenschaftiiche Kritik zu iiben,
Sei angefiihvt, dass er meine ausgearbeitete adsovptions-analytische Metho-
d«? als «eimen Filtrationsversuch » bezeichnet hat, « mit Hilfe dessen man
Sich nicht auf die Hdohe eines Reformators dev Chlovophylichemie schwingen
kann ». 11 parait superflu d’insister sur ces polémiques regrettables,
qu’on ne peut imputer & TSWETT,
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des produits de transformation, de clivage moléculaire, etc.), il
n’a guére pris en considération, dans ses recherches, I'analyse chro-
matographique. On sait que les publications de WILLSTAETTER
dans le domaine de la chlorophylle devinrent bientdt classiques
(elles lui valurent le Prix Nobel en 1915) ; et, comme 'auteur n’avait
pas adopté la méthode de TsweTT, on put fort bien en conclure
qu’il ne lui attribuait pas une grande valeur . Toujours est-il que
j’al personnellement l'impression que WILLSTAETTER ne laisse pas
d’étre jusqu’a un certain point responsable (sans que ce flit inten-
tionnel de sa part) du peu de succés qu'eut la méthode d’analyse
chromatographique pendant une trop longue période. Mais je m’em-
presse d’ajouter que, d’aprés ce qu'a dit R. KUuHN en 1931, c’est
précisément, pourtant, a WILLSTAETTER qu'on serait en partie
redevable du début de la seconde période (postérieure a 1930) 2;
car il aurait contribué a engager KunN dans des recherches d’ana-
lyse chromatographique en lui communiquant une traduction du
livre russe de TSWETT ainsi que par le fait qu’il avait indiqué, dans
un ouvrage récemment paru, les services que pouvait rendre cette
méthode 3.

Dans le laboratoire de R. Kunnx (Heidelberg), WINTERSTEIN
s'occupa de rendre la méthode utilisable pour des opérations a
une autre échelle de grandeur. A vrai dire, rien n’empéchait en cas
de besoin de multiplier les colonnes adsorbantes, et c’est justement
ce qu’'avait fait TSWETT qui figure un dispositif de cinq tubes rangés
en batterie pour étre actionnés simultanément (par compression

! Dans l'article que WILLSTAETTER a publié en 1924 dans le Hand-
buch der biolog. Arbeitsmethoden, d’ABDERHALDEN (Die Blattfarb-
stoffe), aucune mention n’est faite de la méthode chromatographique
de TsweTT (dont le nom n’est méme pas cité).

2 ZEICHMEISTER caractérise chacune de ces périodes en appelant
la premiere « Latenzzeit » et la seconde « Bliitezeit ».

311 y a lieu de reproduire le texte de WILLSTAETTER (1928 : 66)
auquel renvoie Kunn (il ne cite pas, a ce sujet, d'autre auteur) : Ver-
folgt man die Anwendung der Adsorptionsmethode zur Fraktionierung
von Gemischen einandev dahnlicher ovganischer Stoffe, so darf man die
Evfolge der « chromatographischen Adsovptionsanalyse » von M. TSWETT
nicht ausser Acht lassen. Wenn seine Methode auch wnicht fitv priparative
Avrbeit geeignet war (), so gelang es doch TSWETT gewiss in analytischem
Massstab, durch ein Adsovptionsverfahven das Gemisch dev Blattpigmente
in seine Komponenten zu zevlegem (texte non publié ailleurs).

Et, a la page 295 du méme ouvrage de WILLSTAETTER, on lit :
Die chromatogvaphische Adsorptionsanalyse, die in den Hdinden von
M. TswETT zu wichtigen Resultaten hinsichilich des Chlovophylls und
seiner Dervivate gefiihvt hat, halten wir fiir die Avbeit in gyvissevem Massstab,
also fiir priparative Zwecke wicht fiiv bvauchbar.
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d’air) *. Mais les modeles a tres large diametre, réalisés d’abord
par WINTERSTEIN 2 ont trouvé leur emploi jusque dans l'industrie,
le rendement devenant ainsi suffisamment avantageux 2.

Le champ d’application de Uanalyse chromatographique par
adsorption va toujours en s'élargissant, a tel point qu’il n’est sans
doute pas exagéré de dire avec ZECHMEISTER : Parmi les méthodes
physiques, depuis Uintroduction de la spectroscopie, c’est l'idée de
TSWETT qui a imprimé a la chimie organique la plus grande impulsion.

De cette extension prodigieuse de la chromatographie, A. WiN-
TERSTEIN a été I'un des plus actifs artisans. A 1’heure actuelle,
I’analyse chromatographique s’est développée dans les directions
les plus variées (aussi dans le domaine de la chimie minérale) et
d’innombrables travaux ont été exécutés a l'aide de cette incompa-
rable méthode d’analyse immédiate. Il suffira ici, pour finir, de
mentionner quelques points particulierement dignes d’attention.

Un des grands avantages de l'analyse chromatographique
sous la forme ol TSWETT 'a instituée, c’est qu’elle permet d'utiliser
les adsorbants les plus divers, différant par le signe de leur charge
électrique, leur structure (pulvérulente, granulaire, fibreuse), etc.
TSWETT (1903 ; 1906) avait examiné l'efficacité d'une série d’ad-
sorbants ; par la suite, on en a trouvé quelques-uns qui conviennent
tout spécialement dans certains cas: Oxyde et hydroxyde de cal-
cium (KARRER), oxyde d’aluminium (BROCKMANN), magnésie (H.
V. EULER, STRAIN), terre a foulon (argile), {ranconite, floridine,
talc, sulfure de plomb... sucre de lait (WINTERSTEIN), gluconate
de calcium (WILLSTAEDT).

L’analyse par adsorption permet de procéder a la séparation
de corps méme incolores, ce qu’avait déja réalisé TSWETT, puisqu'’il
a déterminé comment se comporte la lécithine dans cette analyse.
Précisément pour certains corps biologiques incolores, l’analyse
par adsorption constitue une méthode d’isolement fort subtile,
adoptée par une foule d’auteurs. Tel est le cas pour les stérols (vita-
mine D et diverses hormones sexuelles comprises): travaux de
A. WINTERSTEIN ; WINDAUS ; KARRER ; H. WiELAND ; KUwADA ;

) ! N’est-ce pas en procédant ainsi que les deux chlorophylles zuerst
n optisch veinem Zustande und in grissevem Mengen davgestelll und
untersucht wovden sind > (TSWETT 1907 : 373). Voir I’appendice (Note 4).

2 Cf. WINTERSTEIN et SCHON, 1934.

3 A ce propos, il faut citer l'opinion de ZECHMEISTER : In manchen
Fallen ist die Verarbeitung einer Anzahl von kleineven Réhven wvorteil-
hafter ; 2.B. wurden die entsprechenden Schichten von 380 (!) Chroma-
logrammen veveinigt. (ZECHMEISTER et v, CHOLNOKY, 1936, p. 202).
Cf. aussi le travail de HEILBRON et PHIPERS cité (p. 49) & propos de
la fucoxanthine.
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HiTTEL; DOREE; K. LADENBURG; DRUMMOND ; Ruzicka ; TROPPE;
BROCKMANN ; DUSCHINSKY ; HIRSCHMANN ; DANE ; SERINI ; BUTE-
NANDT ; TALBOT; GOLDBERG, STEIGER et REICHSTEIN. Tel est
encore le cas (parmi plusieurs autres) pourles acides aminés : travaux
de TurRBA ; WALDSCHMIDT-LEITZ ; TH. WIELAND ; TISELIUS ; SCHRAMM
et PrRiMosiGH. — Parfois, on peut mettre & profit la fluorescence :
« ultra-chromatographie » (KARRER, WINTERSTEIN).

Jusqu'a ces derniers temps, on supposait généralement que
I'analyse chromatographique cesse d’étre applicable quand il s’agit
de corps organiques a treés petites molécules. Mais un travail tout
récent ! montre que, méme dans ce cas, on peut tirer un excellent
parti de I'analyse de TSWETT.

Nous estimons — et ce sera notre dernier mot — qu’il faut
s'associer avec empressement a l’hommage qu'on a proposé de
rendre a TSWETT en appelant désormais (d'une fagon abrégée)
V'analyse chromatographique par adsorption . « Analyse de TSWETT » 2.

1Cf. HEssE et TSCHACHOTIN, IQ42.

2 Voici le texte de la lettre a laquelle je viens de faire alusion :
Sir, It appears to have been overlooked that the surname of the Russian
botanist who in an inspived moment discoveved the principle of chromato-
graphic analysis, is identical with the Russian word for colour.

TswWETT himself, since he could not im wmodesty give, ov appear to
give the process his own name, invented that unhappy hellenism « chro-
matographic analysis ».

The Russian language has now become a souvce of scientific tevmino-
logy im subjects such as pedology and plant physiology, so that there is
no reason why chemistry should mnot achnowledge its great debt in this
case by adopting for this beautiful method a name which at once designates
the process and honours the discovever. 1 suggest «tsvetanalysis» or
« tsvetsorb-analysis ». D, J. CAMPBELL-GAMBLE (I940: 598),

Cette désignation (Analyse de TswETT) a en outre l'avantage de
lever les scrupules que l'on pouvait avoir a qualifier la méthode de
« chromatographique » quand elle est appliquée uniquement a la sépa-
ration de corps incolores.

Il ne servirait a rien de reproduire tout ce qui a été dit en faveur
de la méthode de TsweTT. Nous citerons encore, pourtant, deux témoi-
gnages particulicrement éloquents :

GERHARD HEesse (1936 : 319) a dit de ce procédé (Verfahren) :
Es ist daher zu evwarten, dass es bald bei allen praparativen Untersuchungen
gleichberechtigt neben dev Destillation und der Kristallisation angewandt
werden wird. Et en téte d’un article consacré & cette méthode, dans
la Chemiker-Zeitung, la Rédaction a écrit : Die Tswetische Adsorptions-
analyse gehivt heute zum unentbehvliichen Riistzeug unsever Forschungs-
laboratovien (1937 : 185).
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IV. — ApPPENDICE: NOTES COMPLEMENTAIRES

Note 1

En 1941, une communication de STOLL a fait progresser consi-
dérablement ce qu’on savait jusqu’alors sur sa chloroplastine (pou-
vant étre rattachée, dans une certaine mesure, comme on l'a vu,
a la chloroplastine et surtout a la chloroglobine de TswEeTT). Cette
chloroplastine est un chromoprotéide. d’'une grande complexité,
possédant quatre groupements prosthétiques pigmentaires?! (sauf
erreur d’'interprétation de ma part) ; elle est essentiellement cons-
tituée par une protéine (699%,), des lipoides (219,) et des pigments
(89%). Le poids moléculaire atteindrait cinq millions : valeur évi-
demment colossale, mais qui n’a plus rien d’'inadmissible depuis
la publication du travail de THE SVEDBERG et CHIRNOAGA (1928)
sur 'hémocyanine de 1'Escargot. Comme pour 1’hémoglobine, ou
pour I'hémocyanine (JEAN RoOCHE), suivant l'origine (espéce sys-
tématiquement distincte), on constate une spécificité chimique
due a la diversité de composition en acides aminés du groupement
protéique. Avec I'hémoglobine ou avec I’'hémocyanine, cette spéci-
ficité s’exprime — déja pour les molécules intactes — lors des déter-
minations spectroscopiques trés précises, les axes des bandes d’ab-
sorption ne coincidant pas rigoureusement. Pour les chloroplastines
aussi, il existe, probablement, de tels écarts, qui pourront apparaitre
quand on comparera entre elles des chloroplastines provenant de
différentes especes (genres) de plantes, écarts utilisables pour leur
caractérisation spécifique. '

Par rapport a la globine de I'hémoglobine, la plastine de la
chloroplastine (globine de la chloroglobine) présente une diffé-
rence de composition qui doit étre soulignée : elle ne contient pas
d’histidine. Or, on n’ignore pas que plusieurs auteurs (W. KUSTER,
R. Hirr et H.-F. HOLDEN) ont supposé que I'histidine joue un role
dans la combinaison de la globine avec le groupement prosthé-
tique ferrugineux (hypothése, d’ailleurs, tres discutable, d’aprés
ce qu'a dit F. HAurowITZ en 1935). Logiquement, nous aurions
maintenant a examiner d’une fagon plus approfondie la question
du mode d’union des pigments chlorophylliens avec le groupement
protéique. Mais cette discussion ne peut, évidemment, trouver

1 En admettant qu’il n'y a qu'un seul carotene et qu’une seule
xanthophylle associés aux deux chlorophylles. - ; o
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place dans notre article. Remarquons toutefois que le terme de
«symplexe» — dont la paternité appartient & WILLSTAETTER
(WILLSTAETTER u. ROHDEWALD IQ34: I0g) — est d’'un emploi
trés commode, précisément parce qu'il est trés « élastique ». Il s’ap-
pliquerait, d’aprés WILLSTAETTER, aussi bien a des chromopro-
téides typiques, chimiquement bien définis, tels que 1’hémoglobine,
qu'a des complexes mixtes, d’une fragilité extréme, avec propor-
tions ‘assez variables des deux sortes de constituants®; enfin, cette
étiquette ne préjugerait méme rien de la nature plutdt chimique
ou physique des forces unissant le groupement protéique au grou-
pement prosthétique 2.

Etant donné que TSWETT s’est fait le défenseur convaincu
(de 1896 a 1900) de l'idée que la chlorophylle préexiste dans la
plante a l’état de combinaison protéique, nous tenons a donner
la liste des travaux les plus récents oli cette maniére de voir est
admise ? :

E. H. HansoN. Some properties of the chlorophyll, etc. (1939).

C. S. FreEncH. The pigment-protein compound in photosynthetic
bacteria. (2 Mémoires). (1040).

E. L. Smira. Chlorophyll as the prosthetic group in the green leaf.
(1940).

—  The Chlorophyll-Protein compound of the green leaf (3 M¢-

moires). (1941I).

M. L. Anson. On Lubimenko extracts of Chlorophyll-protein. (1941),

M. FisHMAN et L. S. MoYER. The Chlbrophy]l-Pro'tein complex. (1942).

Le travail suivant, de K.-P. MEYER, peut aussi étre cité ici,
bien qu’il ne se rapporte pas aussi directement A la question :

K. P. MEvYER. Spektrometrische Untersuchungen des Chlorophylls
in der Pflanze, in Extrakten und Reinpridparaten. (1939).

1 Méme pour I’hémoglobine, d’aprés LAPICQUE (LAPICQUE et GILAR-
DONI 1900), la teneur en fer (hématine) n’est pas identique suivant
que les cristaux ont été obtenus lentement (procédés ordinaires) ou
trés rapidement: la lenteur de préparation détermine un petit enri-
chissement en fer. Pour ce qui est de la teneur de la chloroplastine en
chlorophylle (groupement prosthétique), voir quelques remarques de
W. MENKE (1939 : IOI),

2 Zwischen physikalischer und chemischer Bindung gibt es keine
scharfe Gremze und kheinen wesentlichen Unterschied (LANGMUIR, WILL-
STAETTER). — Cf, le Livre de K. H. MEYER (1940: 387, 473, 512 et 608).

3 Pour l'indication de la plupart des travaux antérieurs, consulter
le livre; déja cité, de H. FiscHER et A, STERN (p. 376).
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L’exposé, fait dans notre article, de la conception d’une combi-
naison entre la chlorophylle et une substance protéique formulée
et défendue par TSWETT (1896-1900) est assurément tout i fait
exact (les citations en font foi). Mais cet exposé ne serait pas
correct sans les ndications complémentaires que nous avons le
deveir de donner au lecteur.

Et d’abord TSWETT — avec cette conscience scrupuleuse qui
se manifeste dans tous ses écrits — n’a pas manqué, quand il a
parlé, dans sa thése de doctorat (1896: 193), de la chloroplastine
a laquelle sont incorporés, d’aprés lui, les pigments chlorophyl-
liens, de dire que REINKE, dés 1883, était arrivé, par un tout autre
chemin, a4 peu prés a la méme conclusion que lui.

Un point délicat reste maintenant a examiner : Il est certain
qu'au cours de l'année 1900, TSWETT s’est demandé s’il n’avait
pas commis une erreur. Ce substratum de la chlorophylle — dési-
gné, sans spécification chimique, sous le nom d'hypochlorine (voir
sa lettre & BRIQUET, passage cité, du 10 octobre 1897) — il a cru?,
d’aprés ses dermiéres recherches, qu'il appartiendrait au groupe des
lécithines et du protagon. Aprés avoir lu ces lignes, on s’étonnera
moins que WILLSTAETTER et STOLL (1918 : 223) aient dit unique-
ment : TSWETT werstand wunter Chloroglobin eine chemische Ver-
bindung der Pigmente mit dem Hypochlovin und hielt es fiir wahr-
scheinlich, dass letjteres ein Lecithin ser. .

A vrai dire, les lipoides entrant pour plus d’un cinquiéme dans
la constitution de la chloroplastine de StoLL, on comprend que
TsWETT, par certaines réactions, ait été amené A considérer que
des lipoides se trouvaient combinés a la chlorephylle®. Son seul
tort, semble-t-il, c’est de s’étre décidé alors pour une conclusion
trop exclusive.

La question est d’ailleurs toujours discutable A certains points
de vue, comme le montre bien un travail assez récent de SEYBOLD
(SEYyBoLD u. EGLE 1940). Dans cette discussion, la fluorescence
(depuis REINKE, 1883) a été particuliérement prise en considéra-
tion. J'aurais, a ce sujet, des remarques personnelles 4 présenter,
ayant étudié¢, d'une part, la fluorescence de la chlorophylle dans
les plantes a plusieurs reprises et avec plusieurs collaborateurs
(M. FonTaINE, A. RAFFY, O. BIERMACHER) et m’'étant occupe,
d’autre part, dés xg9rr, de la fluorescence de I'hématoporphyrine

P TSWETT, 1900 : 843. (Petite note au bas de la page).

® Ne pas oublier que, pour I'hémoglobine également (d’aprés
F. HorpE-SEYLER, 1889), il y a, dans les globules rouges, de la Iécithine
et peut-étre aussi de la cholestérine en combinaison lache.
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en solution colloidale. Mais je me réserve de revenir sur ce sujet
quand j’exposerai, dans un autre article, les importants travaux
de TsweTT dans le domaine de la fluorescence.

Note 2

Il y a lieu d’exposer plus complétement la facon dont, succes-
sivement, les auteurs ont envisagé la nature de la «chlorophylle
cristallisée ». ' -

WILLSTAETTER (1924 48) faisant un historique sommaire de la
question, a dit (sans parler de TsSWETT) : BORODIN hat die Frage
aufgeworfen, ob die merkwiivdigen Gebilde den natiirlichen Farb-
stoff oder eine Verbindung desselben wmit einem noch unbekannten
Stoff darstellen. N. A. MONTEVERDE, der die Borodinschen Kristalle
fiir matiirliches Chlorophyll das amorphe aber fiir ein Zersetzungs-
produkt hielt, hat (1893) das kristallisierte Priparat in kletnem Mass-
stab fiir die Beschreibung des Absorptionsspektrums bereitet.

Il semble bien que cette derniére maniére de voir, comple-
tement erronée, était celle qu'admettait -WILLSTAETTER en 1908,
comme le faisait remarquer alors TSWETT (19o8 c: 415): WILL-
STAETTER. glawbt, dass im « krystallisierbaren Chlorophyll»
wirklich: ein unveranderter genuiner Farbstoff vorliegt, und bringt
den Gegensatz zwischen « krystallisierbarem » und « amorphem Chlo-
rophyll » im Verhiltnis zu der von STOKES, SORBY wund wmir fest-
gestellten Dualitit des fluorescierenden Anteils des Chlorophylls.

Partant de cette idée fausse, WILLSTAETTER (WILLSTAETTER
et BENzZ 1908) avait considéré; a tort, comme décisive contre la
conception de TSWETT 1'objection suivante : Die angefiihrte Meinung
von TSWETT, dass die Krystalle von BORODIN durch die Einwirkung
von ‘Alkohol aus dem mnatiivlichen Chlorophyll entstanden seien, wird
schon durch das ungleichartige Verhalten verschiedener Pflanzen be:
dem  Krystallisationsversuch von BORODIN widerlegt.

Note 3
Je constate que les auteurs — méme ceux bien disposés a me
citer convenablement — ont donné des indications plus ou moins

incomplétes (voire inexactes) pour ce qui est de l'emploi que j’ai
fait, depuis 1911, de la méthode de TswETT. Je profite donc de cette
occasion, vraiment unique, pour mettre la chose une bonne fois au
point.

J’ai utilisé la méthode de TsweTT dans des recherches dont
les résultats ont été communiqués a 1I'Académie des sciences de
PARr1s le 7 octobre 1912, le 22 septembre 1913, le 29 décembre 1913
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et le 16 octobre 1916. De plus, en 1914, j’ai appliqué cette méthode
a l'analyse immédiate de la «tétronérythine» des ceufs de Maja
squinado (résultats publiés uniquement dans la thése de mon éléve
et collaborateur G. VEGEzz1). Il a été démontré alors que ces ceufs
contiennent trois pigments caroténoides: 1° un pigment cramoisi
extrémement altérable et obtenu en quantité tout a fait insuffi-
sante pour l'étude; 20 du caroténe typique; 3° un pigment-prin-
cipal (se comportant dans l'adsorption comme une xanthophylle),
possédant plusieurs bandes d’absorption. Il y a tout lieu de croire
que ce dernier pigment n’est autre que l'astaxanthine (présente
également chez plusieurs végétaux inférieurs, d’aprés KUHN, STENE
et SORENSEN, 1939)!. — Enfin je mentionnerai que, sur mon con-
seil, M. le D* A. VANNOTTI (actuellement professeur a 1’Université
de LAUSANNE) avait commencé des essais de séparation de diverses
porphyrines animales par la méthode de TswWETT. Mais il a renoncé
a la publication de ses résultats, ayant été devancé par J. WAL-
DENSTROM (I935). .

H. BROCKMANN (1939 : 74) écrivait: Die priparative Brauch-
barkeit der in Vergessenheit geratenen chromatographischen Adsorp-
tion wurde zuerst (1931) von R. KUHN und Mitarbeitern an vielen
Beisprelen gezeigt. On conviendra que, pour ma part, je ne puis
guére souscrire a cette assertion de BROCKMANN.

Note 4

On a vu (p. 54) que, contrairement A ce qu’avait catégori-
quement affirmé WILLSTAETTER en 1928 (cité par R. Kunn u.
LEDERER, 1931), la méthode de TSWETT est parfaitement utili-
sable pour obtenir des « préparations » 2. Dans ce but, on s’est presque
toujours servi, depuis une dizaine d’années, pour contenir la colonne
adsorbante, de tubes relativement larges, d’aprés les indications

! Das Astacin stelll vermutlich iibevall nur ein Kunstprodukt dar.
(KunN et SORENSEN, 1938 a). e

2 Il est assez embarrassant de dire ce qu’il faut entendte, au juste,
par ce mot. On semble ne vouloir considérer -comme « préparation »
que le produit isolé a I'état solide (& partir de quel poids, en grammes
ou milligrammes ?). Personnellement, nous ne procédions pas (pour
des raisons que nous considérons encore comme valables) a I’évapo-
ration des solutions de chlorophylles obtenues par élution; mais les
liqueurs contenant le caroténe (foliaire) étaient réunies puis évapo-
rées, nous fournissant donc une « préparation » que nous avons utilisée
pour diverses recherches (incomplétement publiées), notamment pour
I'étude de la fluorescence verditre du caroténe, que nous avons signalée
(décembre 1913) bien avant K. W. HAUSER.
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données par WINTERSTEIN. Le cas inverse s’est présenté. TSWETT,
dés 1910, avait prévu I'emploi exceptionnel de tubes n’ayant plus
que 2 mm. de diametre ; il avait ainsi véritablement préludé a la
« microchromatographie » : celle-ci a été développée récemment
par BECKER et SCHOPF ainsi que par WILLSTAEDT.

Bien d’autres modifications ont été apportées a la méthode
de TSWETT, notamment pour l'adapter a des cas spéciaux : elles
ne peuvent étre décrites ici .

Note 5

Le livre, devenu classique, de ZECHMEISTER et V. CHOLNOKY,
a été traduit en anglais (1941) sous le titre suivant : Principles and
Practice of Chromatology.

HaroLD H. STRAIN a, de son c6té, publié un livre (1941) inti-
tulé : Chromatographic Adsorption Analysis.

En langue francaise, on posséde 'excellent livre de H. WILL-
STAEDT (1938).

Comme articles d’ensemble, il faut au moins citer (parmi beau-
coup d’autres) ceux de A. WINTERSTEIN (1933 et 1938), E. LEDERER
(1935), W. KoraczewskI (1939), H. BROCKMANN (1940).

CONCLUSION GENERALE

Tswett et les « Prix Nobel » de chimie

Si nous voulons enfin fixer d'une fagon irréfragable la place
que le botaniste TSWETT occupe aujourd’hui, en chimie, par ses
découvertes dans le domaine de l'adsorption (19o3-1910), faisons
appel aux princes de la science contemporaine: les lauréats du
Prix NoBEL de chimie.

1 Une exception est justifiée pour les remarquables recherches
que poursuit TiseLius dans I'Institut de THE SVEDBERG a UPSALA.
TiserLius m’écrit (juin 1943) : Meine eigenen Avbeiten auf dem Gebiet
der Adsovptionsanalyse haben zuwm Zweck eine Vevfeinerung und eine
quantitative Gestaltung der TsWETT schem Methode... Wir arbeiten
nach dem Prinzip des flissigen Chromatogrammes. Die Lésung fliesst
direkt von dev Adsovptionssdule in ein Mikvointerferometer, wo die Konzen-
tration komtinuerlich registviert wivd. Dadurch bekommi man eine genaue
Viarstellung tiber die Sepavationsprozesse im der Sdule. Wiv unterscheiden
dabei Frontalanalysen (Analysen der Adsovptionsfront), Elutionsana-
lysen und Verdringungsanalysen.
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Tout au début de son discours (NoBEL-Vortrag, 1937),
P. KARRER a dit: Methodische Fortschritie, die aus der modernen
Biochemie nicht wmehr weggedacht werden kionnen, sind die aus-
wihlenden Adsorptionsverfahren (WILLSTAETTER), die Scheidung
durch die Ultrazentrifuge von SVEDBERG und die chromatographische
Analyse nach TSWETT, mit denen es heute gelingt, Substanzgemische
zu tremmen, die [frither unentwirrbar gewesen waren. Insbesondere
die chromatographische Analyse ... .. wirkt in @dhnlich vollkommener
Weise wie ean Prisma, das das weisse Licht in die einzelnen Spekiral-
farben aufteilt.

De son coté, L. Ruzicka (lauréat de I'année 1939) a dit : Wir
haben gerade ber den Arbeiten der letzten Zeit auf dem Polyterpen-
und Sterovd- Gebiet die hervorragenden Dienste der chromatographischen
Methode fiir die villige Reinung und Trennung von Abbauprodukten
kennen gelernt. '

A. BUuTENANDT, dont les:admirables recherches sur la chimie
des hormones sexuelles ont été jugées dignes du méme Prix, m’écri-
vait récemment : Die Chromatographie ... findet auch in meinem
Institut (Kaiser-Wilhelm-Institut {iir Biochemie, BERLIN-DAHLEM)
etne grosse Anwendung, und die Methode ist uns ganz unentbehrlich
geworden.

A ces noms illustres, il faut ajouter — dans ce concert de
louanges exprimant des constatations personnelles — presque tous
ceux des chimistes ayant obtenu le Prix NOBEL pour des recherches
qui, par leur nature, permettent l'application de la méthode de
Tswerr!: H. voN EvuLEr, HaNs FiscHER, RicHArRD KUHN,
H. WIELAND et A. WINDAUS.

1 Seul, WILLSTAETTER fait probablement ‘exception. Sans revenir
sur ce qui a été dit au sujet des pigments chlorophylliens, faisons remar-
quer que, dans ses recherches sur les pigments anthocyaniques (commen-
cées en 1912), WILLSTAETTER (qui, bien aprés TswEeTT, a utilisé 1'ad-
sorption pour l’analyse) n’aurait pas décrit comme des individus chi-
Iniques certains mélanges pigmentaires (cas de l’althéine, par exemple),
s’il avait contrdlé la pureté de ses produits par l'analyse chromato-
graphique.
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