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50. Reeherehes SUP les ehromatophores 11. 
Isolement et propribtes des ehromatophores ultramieroseopiques 

de earottes et de feuilles d’epinards 
par Werner Straw. 

(23. 11. 42.) 

Dans le premier memoire sur les chromatophoresl), nous avons 
indique une methode d’isolement et de purification des chromato- 
phores de carottes et de feuilles d’epinards. Nous avons montre que 
les constituants colores des extraits aqueux se laissent floculer par 
acidification B un pH voisin de 4,5. Le precipite peut &re lave l’eau 
distillee et redissous dans une solution diluee d’ammoniaque. La 
methode de purification repose sur ces faits : floculation repetke, 
suivie de lavage a l’eau et centrifugation de la solution ammoniaeale. 
On peut alors admettre que la plus grande partie des substances in- 
colores a B t B  Bliminee. En effet, l’examen microscopique des produits 
purifies ne rh6lait  plus que des particules colorees; les teneurs en 
protides et en lipides restaient approximativement constantes a partir 
de la deuxibme reprecipitation. 

Cette constance d’analyses etait cependant plus prononcee dans 
le cas des chromatophores de feuilles d’dpinards que dans celui des 
carottes. En  effet, les valeurs trouvees pour les sediments des feuilles 
d’epinards Btaient, aux erreurs d’expdriences prks, de 12 yo pour l’azote 
et de 24% pour les lipides, alors que celles des carottes ont varie de 
8,9 0/,-10,2 % pour l’azote et de 34 %-37 % pour les lipides. Comme 
les sediments des carottes, contrairement a ceux des feuilles d’epinards, 
Btaient constitues par des formes trks diverses, nous avons pens@) que 
les differences d’analyses Btaient dues Q cette diversite morpholo- 
gique. L’examen microscopique des chromatophores verts ne rev& 
lait que des petits grains alors que les sediments rouges contenaient, 
5, c6tB de petits grains, des particules plus grandes et de formes 
variees. 

Dans le present travail, nous avons essay6 de fractionner le 
melange de chromatophores en vue de separer les differentes formes 
morphologiques. Au cours de ce travail nous avons trouve qu’on peut 
isoler une serie de grains color& de plus en plus petits a partir des 
sediments purifies de chromatophores, aussi bien dans le cas des 
carottes que dans celui des feuilles d’epinards. Ces fractions ont 
des proprietes differentes les unes des autres ; cependant ces diffe- 

l) Helv. 25, 179 (1942). 
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rences ne correspondent pas a des variations irrkgulikres. X’il en Btait 
ainsi, on aurait dii conclure a des propriktks fortuites et la continua- 
tion des recherches n’aurait plus prksentk beaucoup d’intC?r&. Les 
propriktks comme p. e. l’aciditk, les teneurs en protides, lipides et pig- 
ments varient, au contraire, d’une fapon d6finie avec la grandeur des 
particules. Ces rdsultats semblent indiquer I’existence d’une loi gknk- 
rale, commune toutes les formes de chromatophores que nous avons 
4tudiPes. 

Avant d’entrer dans le dktail de l’isolement et des proprikths des 
particules de grandeur diffhrente, nous voudrions noter les ressem- 
blanees frappantes qui existent entre les particules rouges des carottes 
et les inclusions trouvkes dans les cellules atteintes (l’une virose. 
Signalons dam ce but quelques impressions qu’on acquiert en obser- 
vant frkquemment les corpuscules rouges des carottes. 

Comme nous I’avons dkja indiqukl), les chromatophores des 
carottes se prdsentent sous la forme de grains, de biitonnets droits et 
incurvks et de petits cristaux. Ces cristaux se comportent au cours de 
la purification comine les autres formes. Leur point isodectrique et 
leur solubilitk dans l’ammoniaque les rapprochent done des autres 
formes. Leur mobilite ressemble a celle des bstonnets. L’intensitk 
de coloration des cristaux n’apparait pas plus grande que celle des 
biitonnets. Par consequent on doit conclure qu’il ne s’agit pas de 
cristaux de carotene mais de cristaux de chromatophores2). On trouve 
aouvent dans les skdiments des carottes des rubans droits ou incurvks 
ou mBme en forme de spirales. Ces formes de longueur et de largeur 
diverses sont dignes d’intkret en tant que formes intermPdiaires entre 
les bhtonnets et les cristaux. 

La grandeur des biitonnets, rubans et cristaux varie entre 1 p et 
20 p. En les regardant frkquemment, on acquiert l’impression que 
les petites formes sont des fragments des grandes. On peut aussi 
observer des formes partiellement fendues. 

E n  ce qui concerne la comparaison avec les virus, les bhtonnets 
rouges des carottes ressemblent aux particules X des cellules viroskes. 
Ces particules se multiplient comme les chromatophores par division. 
Les particules X sont frkquemment accompagnkes de particules 
cristalliskes et quelquefois de grains3). On ne sait pas si ces parti- 
cules incluses dans les cellules atteintes de virose sont a considkrer 
comme des produits du mktabolisme pathologique des cellules ou 
comme des agglomkrats des virus eux-mBmes. Les observations sont 
plut6t en faveur de cette dernibre possibilit63). 

I )  Helv. 25, 179 (1942). 
2, Un dessin de ces cristaux se trouve p. e. dans: Strassburger, Lehrbuch der Botanik 

(1936), p. 14. 
j) Toutes les indications sur les virus ont et6 puiskes dans: Methoden der Virus- 

forschung, bearbeitet von H .  da Roeha-Lsma, J .  Reiss, K. Szlberschmtdt, Handbuch d. biol. 
Arb. Meth. Abt. XII, Teil 2, I1 (1939). 
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Le present travail indiquera d’autres ressemblances entre les virus 
et les chromatophores. Un caractbre des virus est leur dimension ul- 
tramicroscopique. Comme nous l’avons d6ja dit, on peut separer 2i 
partir du melange de chromatophores des carottes, aussi bien que de 
celui des feuilles d’bpinards, une s6rie de corpuscules de plus en plus 
petits. Le diambtre de la plus grande partie de ces particules colorBes 
est inferieur au pouvoir skparateur d’un microscope muni d’un objectif 
a immersion. Les grandes formes de chromatophores reprksentent 
des complexes protides - lipides. A mesure que les particules devien- 
nent plus petites, leur fraction lipidique baisse. Ainsi les plus petites 
particules des chromatophores se composent - comme les virus - 
principalement de protides, 

Pour bviter des malentendus, precisons dans quel sens nous 
employons le terme de chromatophore. Pour le botaniste, le chromato- 
phore est un organe de la cellule vegetale de forme d4finie. Lorsque 
nous nous servirons de cette expression, nous ne nous occupons pas de 
cette structure familibre au botaniste. Pour nous, le terme de chroma- 
tophore est synonyme de porteur de pigment et nous appelons 
chromatophores les particules isolbes, colorkes, qui ont les proprietes 
que nous decrivons. 

S6pamtion des chromatophores de dif fdrentes grandeurs. 
Le fait que les chromatophores peuvent Btre flocul6s par les acides 

dilues et qu’ils sont solubles dans les alcalis diluks, indique leur ca- 
ractkre acide. Nous avons trouve que l’aeidit6 n’est pas la meme 
pour tous les chromatophores. Elle augmente rdgulidrement lorsque la 
grandeur des particules diminue. Les partieules d’une grandeur donnee 
possedent une aciditk bien definie et floculent B un pH bien Btabli, 
c’est-&-dire 8, leur point isodlectrique. 

Prenons une solution de sediment purifib, contenant des chro- 
matophores de grandeurs diffkrentes. Acidifions jusqu’au debut de 
la floculation et centrifugeons. Le sediment contient les grandes parti- 
cules mais on y en trouve aussi de petites qui ont 6tB entrainkes. Le 
liquide surnageant ne contient pratiquement que de petites parti- 
cules. En rBpBtant plusieurs fois cette floculation partielle sur le 
sediment redissous on obtient des fractions qui renferment des par- 
ticules de differente grandeur. 

Voici comment nous avons procede : L’extrait aqueux centrifuge 
a B t B  additionnk d’aeide ac6tique dilue jusqu’8 ce que la totalit6 des 
chromatophores ait flocul6. (Bleuissement trks faible du papier 
au Congo.) Le m6lange de ehromatophores obtenu aprbs centrifu- 
gation est purifie selon le proc6dk anterieurement d6critl). 

Le produit ainsi purifiB est dissous p. e. dans 500 em3 de solution 
ammoniacale B 0,05 yo. On y ajoute goutte a goutte de l’acide ac6tique 

l) Helv. 25, 179 (1942). 
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20 % jusqu’a ce que la floeulation commence. (Ce moment coincide, 
dans le cas des particules rouges, avec un affaiblissement de la forma- 
tion des volutes lorsqu’on agite le liquide; pour les particules vertes, 
ce moment est reconnu par un virage du vert foncB au vcrt plus clair.) 
On centrifuge une demi-heure B 3000 tours/minute et on decante la 
solution surnageante. Le sddiment est redissous dam l’eau ammo- 
niacale et la separation des liquides qui surnngent aprPs floculation 
partielle est r6pp8t6e plusieurs fois. Les liquides surnageants rdunis 
sont acidifies avec de l’acide diluc! jusqu’k floculation de la totalit6 des 
chromatophores qui s’y trouvent. On centrifuge et on lave & la centri- 
fuge avec de l’eau distillde. 

Ainsi, le melange initial de chromatophores a Bt6 sPpar6 en deux 
fractions. Le sediment restant ?i la fin aprks ces separations repetc!es 
de liquides surnageants contient les plus grandes particules, tandis 
que le sediment obtenu B partir des liquides surnageants contient les 
petites particules. Ce dernier sediment est redissous dans l’eau ammo- 
niacale a 0,06 yo. En  appliquant a cette solution le m&me procede on 
obtient de nouveau deux fractions qui se distinguent par la grandeur 
des particules qu’elles contiennent. En  continuant ces opPrations on 
obtient des fractions qui renferment des particules de plus en plus 
petites et qui sont de nioins en moins colorbes. (Nous verrons par la 
suite que la concentration en pigments diminue au fur et B mesure 
que la grandeur des particules baisse.) 

Les fractions ainsi obtenues, contenant des particules de plus en 
plus petites, sont purifides par une floculation fractionnee plus poussBe : 
Chacune des fractions est dissoute dans un petit volume d’eau ammo- 
niacale et additionnee d’acide acetique jusqu’au pH de 7. Ensuit)e on 
y ajoute goutte B goutte p. e. de l’acide acdtique B 3%. AprBs 
chaque addition de deux gouttes on &pare par centrifugation le 
precipitd Bventuellement forme. Ces prdcipites, qui sont jet&, con- 
tiennent des particules plus grandes que la fraction principale. Celle-ci 
flocule aprks addition d’un certain nombre de gouttes. Le liquide 
sBpar6 de la fraction principale, qui contient des particules plus 
petites que le sediment, est jete. Aprbs redissolution du sPdiment on 
rBpkte la purification p. e. avec de l’acide acetique a 1 yo et on &mine 
ainsi encore une partie des particules plus grandes et plus petites que 
celles de la fraction principale. 

Une fraction est considerde comme pure lorsqu’elle flocule entikre- 
ment, k une goutte prks, de l’acide acetique trks dilud. 

Le procede de fractionnement est toujours suivi d’examens micro- 
scopiques. 

Les  chrornatophores ultramicroscopiques des carottcs. 

Au moyen du procede de separation deerit, nous avons isole six 
fractions contenant des particules de plus en plus petites. Ces frac- 
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tions sont appelbes A, B, C, D, E et F. Elles ne contiennent que des 
chromatophores en forme cle grains de grandeurs differentes. Les 
grands chromatophores - bgtonnets, rubans et cristaux - qui sont 
restbs dans le residu ne sont pas considbrBs dans ce travail. 
Egamen microscopipue: 

L’examen microscopique de ces grains, qui appartiennent pour 
la plus grande partie au domaine ultramicroscopique, est rendu 
possible par le fait qu’ils apparaissent comme de tout petits points 
clairs et sombres lorsqu’on dhplace l’objectif du microscope. Nous 
sommes apparemment en presence d’un cas semblable B celui des solu- 
tions colloidales d’or o h  l’indice de rbfraction des particules est tres 
diffdrent de celui du milieu. Pes t  pour cette raison que des parti- 
cules d’or d’un rayon de 5 mp sont encore visibles au microscopel). 

C’est B l’btat floculb que les chromatophores les plus petits sont 
le mieux observables. En solution, ils ne sont presque plus visibles. 

La fraction A est la moins homogene du point de vue morpho- 
logique. Elle ne contient plus de bgtonnets mais les grains sont de 
grandeur diffdrente. Au moyen de l’oculaire micrombtrique nous 
avons mesurd des diambtres de 3 p, 1,5 p, 0,” p et 0,3 p. Les diamktres 
des particules ne changent pas d’une fagon continue; au contraire, ce 
sont toujours les mBmes diametres qui se r6pbtent. Chaque type de 

-corpuscule parait avoir la moitie de la dimension du type prbcbdent. 
Ce rbsultat doit encore Atre vbrifie par des observations ulthrieures. 

Les fractions B, C et D sont morphologiquement plus homogenes. 
Ghapue fraction se  compose de grains sensiblement p lus  petits que ceux: 
de Za fraction pre‘cddente. La plupart des grains de chaque fraction 
est de la m&me grandeur. Des rares particules plus grandes sautent 
immBdiatement aux yeux. La quantit6 des particules de grandeur 
infdrieure B la moyenne est difficilement apprbciable. 

Dans les fractions E et  F on ne peut reconnaitre que de tout 
petits points. 

Dans ce travail nous n’avons pas l’intention de pousser plus loin 
la sbparation des particules ; nous aurions dQ employer beaucoup plus 
de carottes que nous ne l’avons fait. Nofre premier but &ant de 
dbmontrer le rapport des propri6tBs des chromatophores avec leur 
grandeur, la sBparation realisbe btait amplement suffisante. 
Proprie’tds des solutions: 

Les solutions ammoniacales de chaque fraction montrent des 
propriktds parfaitement distinctes. L’aspect des solutions dbja permet 
d’apprecier l’ordre de grandeur des particules qui s’y trouvent. 

Ainsi les solutions contenant des particules de plus en plus petites 
sont de moins en moins troubles. Les solutions de grands chromato- 
phores (bhtonnets, rubans et cristaux) sont assez troubles. Les solu- 

1) H.  Preundlich, Grundziige der Kolloidlehre (1924), p. 98. 



_ _ _  - - - 

fraction A . . . . I  10,8y0 
fraction B : : : 11,50/, 
fraction C .  12,8% 
fractions D + E i F . 14,2q/, 

-~ 

z;gz 
80,07/, 
87,706 
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tions des fractions A-F, par contre, sont beaueoup plus limpides; 
la fraction A est moins Claire que B, B moins quc (”, etc. 

Les solutions des fractions A-F montrent un effet TyndaZZ d’in- 
tensite diffkrente. Cet effet augmente de A-D, pour dirninuer ensuite 
de E-I?. La fraction F, presque complbtement Claire, montre UII 
effet Tyndall  trks faible. 

La formation des volutes qui est en rapport avec la. birBfringence 
dynamiquc. cst trks prononc6e pour les solutions contenant les grands 
chromatophores (hiitonnets, rubans et cristaux). Tant que la solution 
est en mouvement, elle presente des effets d’anisotropie optique 
(volutes brillantes). Ce phhnomkne diminue de plus en plus lorsque 
la grandeur des chromatophores baisse. I1 est faible pour les fractions 
A et B, trks faible pour C, et imperceptible pour D-F. 

La proprietti la plus inthessante, qui d6pend de la grandeur dcs 
particules, a trait B la couleur et B l’6tat du pigment. En  effet, les 
teintes des solutions sont differentes pour les diverses fractions. 
Commenpant par le rouge-orange, les solutions prennent, au fur et B 
mesure que la grandeur des particules diminue, des couleurs brun- 
rouge, brun, jaune-brun et enfin jaune. Les solutions tles fractions 
A-F ne montrent plus que des teintes allant du brun au jaune. 

Les changements de grandeur des chromatophores vont appa- 
remment de pair avec des changements dans le degr6 de dispersion 
du carotene. Ici, nous constatons des phenomenes optiques semblables 
a ceux anterieurement d4crits pour des solutions collo’itlales de caro- 
tene de different degre de dispersion l)”. Ces propriBt4s optiques du 
carotene 1’6tat nature1 ont unc importance particulibre. Nous pen- 
sons aux reactions qui se produisent sous l’influence de la lumibre 
au niveau de la r6tine. Vest un problkme sur lequel nous reviendrons 
plus tard. 

Teneur en protides: 
Le taux en azote des fractions A-F a B t B  dBtermin6 d’aprks 

Kjeldahl. (A partir de 3 kg. de bouillie de carottes nous avons obtenu 
250 mgr. de chromatophores en forme de grains, coristituant les 
fractions A-F. L’analyse a 4t6 faite sur les fractions D, E et F 
rtiunies, la quantite obtenue n’ayant 4 tB  en tout que de 25 mgr.) 

l) P. Karrer, W .  Straus, Helv. 21, 1624 (1938). 
2, W .  Straus, ,,Uber kolloidales Carotin und den natiirlichen Zustand der Csro- 

tinoide“, Diss. Zurich 1939. 
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Rappelons que la teneur en protides du melange de la totalit6 

des chromatophores (grandes particules incluses) est environ de 
60 yo1). 

Ces analyses prouvent que la teneur  en prot ides  augmente  lorsque 
l a  grandeur des  part icules  dirninue.  

T e n e u r  e n  l ip ides:  
Etant donn6 que le pourcentage en lipides des sediments purifies 

complete peu pres B 100% le pourcentage des protides, il s’ensuit 
que l’augmentation de la teneur en protides correspondant B la diminu- 
tion des corpuscules se fait aux depens de la teneur en lipides. A titre 
de contr61e7 nous avons determine les lipides de la fraction C et nous 
avons trouve 17,4 yo. 
T e n e u r  e n  carotine: 

L’aspect des solutions et des produits sees k analyser montrent 
clairement que plus les particules sont petites, plus leur taux en 
carotene est faible. A c6tB du changement dans le degr6 de dispersion, 
la concentration du pigment varie dam un sens d6fini. 

Le carotene de la fraction C (la plus abondante que nous ayons 
obtenue: 90 mgr.) a 6tB d6termin6 au moyen du photomktre de Pulf- 
rich. Le resultat a 6tB de O,lOyo. A titre de comparaison, mention- 
nons que la teneur en carotene du melange de la totalit6 des chromato- 
phores se chiffre a environ 2%. 

Les chromatophores ul tramicroscopiques des feuilles d’dpinards. 
L’isolement des chromatophores de diffkrentes grandeurs donne 

un rendement plus grand pour les feuilles d’6pinards que pour les 
carottes. Pour les Bpinards il n’y a pas de grandes formes, seulement 
les grains; les pertes sont par consequent plus faihles. 

En appliquant la m6thode de separation dkcrite, nous avons 
obtenu cinq fractions, A-E, pesant ensemble 490 mgr., preparkes a 
partir de 0,75 kg. de feuilles d’epinards. Chacune des fractions A-E 
contient des grains verts plus petits que celle qui la precede. 

Le dosage de l’azote d’aprks Kje ldah l  a fourni les valeurs sui- 
vantes : 

’ fraction A . . . . I  11,6% 
fraction B . . . . I  12,0y0 
fraction C. . . . . I  13,0:/, 
fraction D . . . . I  ’ 13,9y0 
fraction E . . . . I  14,5% 

- 
N 1 N x  6,25 I 

l) Helv. 25, 179 (1942). 
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Les teneurs en protides sont done a peu prks les mames que celles 
trouvdes pour les chromatophores des carottes. Cette ressemblance 
se manifeste Bgalenient pour d’autres proprietds, p. e. le degrd de 
turbiditd et la birefringence dynamique des solutions. Les produits 
secs des fractions contenant les grains les plus petits sont d’un vert 
plus clair que ceux des fractions precddentes. I1 est probable qu’il y 
ait 18 le mame rapport que pour les carottes entre le taux des pig- 
ments et la grandeur des particules. Des dosages colorim6triques en 
fourniront la preuve. 

DISCUSSION. 
A premiere vue on est tent6 d’expliquer de la manibre suivante 

les phdnomenes ddcrits : Les jus de plantes contiennent les substances 
les plus diverses. Le traitement entrepris conduit isoler les m6mes 
groupes de substances. Des doses croissantes d’acicie entrainent 
ndcessairement des prBcipitBs de plus en plus riches en protides et de 
plus en plus pauvres en d’autres substances (p. e. lipides et carotene). 

Une telle explication ne permettrait cependant pas de comprendre 
toute une sBrie d’observations. Le procedd de purification qui precede 
la sdparation en diffdrentes fractions fournit des corpuscules doues 
de propridtds bien ddfinies: floculation entre pH 4 et 5 ,  solubilitd 
dans l’eau ammoniacale, insolubilitk dans l’eau et dans les solutions 
de sels neutres, ddnaturation (perte de solubilitd) par dessication. 
Les substances possedant ces propridtds ont d tk  divisees en fractions 
au moyen de tres faibles variations du pH. Les propribtks chimiques 
(teneur en protides, lipides et pigments) de ces fractions se modifient 
dans un sens ddfini et correlatif a la grandeur des particules. Si la 
composition des fractions resultait du hasard, la rapport observi. 
entre les proprihtks morphologiques et chimiques serait incomprd- 
hensible. 

Les propriBtds caractBristiques (aciditk, grandeur des particules, 
teneur en lipides et en protides) sont a peu pres les memes pour les 
grains color& des carottes et pour ceux des feuilles d’kpinards. C’est 
dans cette concordance entre deux plantes diffdrentes que nous 
voyons l’argument le plus ddcisif en faveur d’une loi gdnkrale. 

Pour se rendre compte s’il existe une loi gdnBrale ou si les phdno- 
mknes dBcrits ne sont que l’effet d’un hasard, on emploiera le procddd 
suivant: Sur la base d’analyses de carotene on peut cdculer, pour 
chaque fraction, combien de grammes de substance organique corres- 
pondent B une moldcule de carotbne. On obtiendra ainsi le poids 
molkculaire des chromatophores. Si la composition dcs skdiments 
obdit a une loi gdndrale, les grains d’une certaine grandeur devront 
avoir une teneur constante en carotene, c’est-&-dire le m6me poids 
molkculaire. En  ce cas on peut s’attendre B ce que les valeurs trou- 
vdes soient des multiples de la m6me unit& 
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Pour cette expdrience la separation des particules doit 6tre pous- 
see aussi loin que possible. 

RI~SUMI~ .  
1. La dimension des chromatophores des carottes et des feuilles 

d’epinards varie entre des limites trks Btendues qui vont du 
domaine du microscope B celui de l’ultramicroscope. 

2. Les changements de grandeur des chromatophores s’accompsgnent 
de changements dans les proprietds physiques de leurs solutions : 
le degrd de dispersion et la couleur des pigments, le degrB de turbi- 
dit8, l’effet TyndaZZ, la birefringence dynamique. 

3. Les chromatophores des chloroplastes des feuilles d’kpinards et les 
chromatophores des carottes, de meme grandeur, ont des pro- 
pri6tBs semblables au point de vue chimique et morphologique. 
11s ont en particulier la m6me teneur en protides et en lipides. 

4. Les grands chromatophores contiennent B c6tB des protides un 
taux Bled en lipides. La diminution de grandeur des particules 
va de pair avec l’augmentation de la teneur en protides aux depens 
du taux des lipides. 

5. Lorsque la grandeur des particules augmente, l’accroissement de 
la teneur en lipides des chromatophores des carottes va de pair 
avec une augmentation en carotene. 

6. Le caractere acide des chromatophores augmente lorsque la gran- 
deur des particules diminue. Une methode de separation des 
chromatophores de differentes grandeurs, basee sup cette propri6t6, 
est ddcrite. 

7. L’interdependance des propridtds et de la grandeur des particules 
semble indiquer une loi gdndrale qui regirait la composition chi- 
mique des chromatophores. DBs ce moment il est possible d’entre- 
prendre des recherches analytiques plus poussees en vue de deter- 
miner ce rapport. 

Genhe, Institut de Botanique de l’Universit8, 
Laboratoire de Chimie et de Microbiologie. 




