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SUMMARY 

Properties of aqueous extracts of chloroplasts with an absorbancy maximum at 740 mt~ 

The absorption spectrum of a detergent-buffer extract of tobacco chloroplasts is 
shifted toward the long-wavelength region (bathochromic shift) by a treatment with 
alcohofic or acetonic solutions in water. This shift of the absorbancy maximum, 
from 668 to 74 ° m# is due to the crystallization of chlorophyll molecules on chloro- 
plasf-protein particles. I t  is shown that the solvent acts on the whole protein-  
pigment cA~mplex. This aggregation of chlorophyll is proved to be in the range of 
ro ° molecules per particle. 

A possible relationship between this property of chlorophyll and its role in the 
first steps of photosynthesis is outlined, as well as the similarity between the spectra 
here shown by chlorophyll as solvent effects, and those shown by "phytochrome" 
as light effects. 

INTRODUCTION 

Des broyats de feuilles vertes fix&~s dans des alcools divers bouiUants puis di lu~ 
darts l'eau pr~entent  d'embl~e une absorption ~ 74 ° mt~ au lieu de celle que la 
chlorophyUe leur donne ~ 668 m# environL En prdsence de concentrations convenables 
d'alcools divers, l'absorption d'une suspension aquetL~e de chloroplastes de tabac 
montre un d~plaeement bathochromO identique. 

Le prgsent article a pour objet de pr&iser certaines ~odalit6s de cette trans- 
formation. 

~L~TI~RIEL ET METHODES 

Les chloroplastes de Ni~otic-na tabacum (Wisconsin 38) sont extraits des feuilles par 
une m~thode c!~__¢sique* darts une solution tamponn~e de phosphates. Alors ils sont 
omtr i fug~ i 5ooo × g pendant xo rain et remis en suspension dams une solution 
de o.ox M phosphates, contenant du d~tergent, et tamponn~e a pH compris entre 
7.8 et 8.0. A p t ~  une agitation de quelques instants, cette solution est centr/fug6e 
A aoooo × g pendant ao rain. L'exgxh'imentation porte sur le fluide surnageant, 

au microscope et  vert plus ou moius fonc& Le spectre d ' ~ n  ell est 
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classiquement celei d ' tm extrait de feuiUes vertes avec un pic A 608o A; excit~e en 
!vL,~..J~re ultraviolette, cette solution 6met une intense fluorescence rouge vif. 

Les d6tergents t, tilL~s sont le dod~cyl-sulfonate de sodium A la concentration 
de 0.oo 4 M, ou la digitonine A o.oox M. Dans les deux cas, les r6sultats sont qualitative- 
ment identiques; ii faut noter toutefois clue la digitonine extrait des chloroplaztes 
moins de pigments que le dod~cyl-sulfonate de sodium I. C'est pourquoi ce dernier 
a 6t~ employ6 presque exclusivement au cours du travail  qui suit. 

Une teUe pr6paration est utilisable telle quelle ~endant plusieurs jours avant  de 
perdre ses propri6t~ ou de former des phaeophytines. Sa conservation est, par contre, 
tr6s durable--phtsieurs mois--aprbs lyophilisation. 

Les solvants utilis6s ont tous 6t6 redistill6s: les alcools sur baryte anhydre ou 
potasse, et l'ac6tone sur KMnOl puis sur AgNO a. Enfin, les mesures d'absorption 
sont faites avec un spectrophotom6tre enregistrear ~ r6p6tition de balayage Beckman 
mod61e DK 2. 

RESULTATS 

Un extrait aqueux de chloroplastes ainsi pr6par6 est trop concentr6 pour 6tre lu 
directement dans le spectrophotom6tre; il est n~cessaire de le diluer environ IO lois 
dans reau;  son spectre d'absorption n'est  nullement chang6 par  une telle manoeuvre. 
Si par contre il est dilu6 darts la m6me proportion, mais par un m61ange de m6thanol 
et d 'eau tel que la concentration finale de m~thanol soit de 57-5 % (v/v), la bande 
d'absorption /L 668 m/~ disparalt lentement et il apparalt,  en compensation, une 
bande qui prend de l ' importance ~t 73o--74 ° m/~. La Fig. I montre cette transformation 
du spectre au cours du tempe; elle met  ~galement en 6vidence que ces spectres forment 
une famiUe de courbes ayant  un point commun {point isobestique) A 68o--69o m/~ 
et un autre, un peu moins net, vers 6oo m/~. Simultan~ment, la preparation qui 
6tait verte, fonc~e, limpide et intens~ment fluorescente, devient jaunfitre, trouble 
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et sa fluorescence tombe progressivement ~ z&o lorsque toute la chlorophylle se 
trouve sous la frame CT~o. 

Ces rEsultats sont r~l~tables identiquement avec d'autres solvants que la 
m~thanol; comme dams les experiences de LIPPINCOT't -l, divers aicools, amsi que 
l'acMtone, se sont rEvEl~s propres ~ provoquer la transfo~lation d,~ Cr~t r .  -lo wq 
chlorophylle, (colt Fig. 2). De plus, si l'on porte sur un graphiquc, el, uluonnees 2cs 
indices de refraction des solvants purs, et en abscisses les concentrations molaires 
optimales (en fractions molaires) des solvants pour !_a tiansformation de ia chioro- 
phylle en Cv4 o, il apparalt que !8 relation entre ces deux grandeurs est linEaire, comme 
dans le cas dEcrit prEcEdemment 1. On note Egalement sur cette Fig. 2 que l'indice de 
refraction du melange, duns tousles cas, est le mEme. 

Lorsque toute la chlorophyiie esi transformEe en C~4011 est possible de centrifuger 
(2oooo x g pendant zo rain) le melange mdthanol-eau-chlorophylle dans lequel 
s'est faite la reaction, de fa~on ~ isoter Cv40 d'es itutres pigments de la preparation. 
Le culot de centrifugation contient ce pigment que l'on peut remettre en suspension 
dans l'eau a p r ~  quelques lavages dans l'eau par des centrifugations successives. 
La suspension de C74 o ainsi obtenue est trouble, jaunfitre et n'Emet aucune fluorescence. 
Sur cette preparation plusieurs reversions de la reaction "directe" sont exper iment , s :  

(a) L'addition A cette suspension aqueuse d'un excEs de solvant choisi parmi 
ceux qui ont permis d'Etablir la Fig. 2 suffat A ramener l'absorption de la ~ob,tion 
~= 668 mp r~versiblement; cn ce aens que l'addition d'eau clans cette nouvelle sus- 
pension de chlorophylle, de fa~on ~ ramener la concentration de solvant ~ sa valeur 
optimale, permet / t  nouveau de parcourir les Etapes de la reaction "directe". Cette 
reversion est plusieurs lois rEpUtable, jusqu'/t une trop o~rande dilution des pigments: 
alors le spectrophotomEtre n'enregistre plus de variations de l'absorption. 

(b) Les solvants non polaires (Ether Ethylique, Ether de l~trole, hexane, be~z~:'.e, 
mEthylcellosolve...) extraient de fa~ou irreversible la chlorophylle duns la phase 
hydrophobe; aucune reversion n'est alors posgib!e. 

(c) En presence d'~thanol ou de m6titanol ~ ane concentration trop faible pour 
transformer la chlorophylle en C~40, une suspension aqueuse de ce dernier pigment 
reste telle qnelle. S~ cependant elle est chauff6e ~ 75  ° environ, son pic d'absorption 
est transfer6 A 668 rap. Alors la refroidir h 2o ou 25 ° suffit h r6tablir rabsorption 

74 ° mp, et ainsi de suite, plusieurs lois. 
(d) Enfin, la lyophilisation d'une suspension aqueuse de C~40 transforme cette 

preparation en une lEg~re poudre verte qui, remise en suspension dans l'eau, pr~ente  
une absorption h 668 m~ exclusivement, et se troux-e ~tre fiuorescente. Cette prEpa- 
ration est alors prate ~ subir toutes les r6actions d6c.dtes jt~qu'ici, et il est permis 
de penser que la lyophilisation, ici, a remis la chlorophylle dans les conditions exactes 
oh elle se trouve ap r~  la lyophilisation de l'extra~t initial aux d6tergents (voir la 
section M^TI~RmL I~T MI~-THODES). 

Observ~e ~u mic,~cope, une l~Eparation de C~4 0 dams l'eau est compos~e de 
petites s p h ~  vertes, de 7-1o p de diam~tre environ. Lorsque l'eau est ~linfin~e 
de ia prEl~ration microscopique et remplac~e par de l'Ethanol ou de l'ac~tone, la 
~ h y l l e  se r ~ m d  darts route la preparation, et les particule~ initia!e~ ~ont 
d~olor~; elles subsistent toutefois, fantEmes incolores sur le fond bleu-vert (~e h 
~ t i o n  (on se souvien~* q-.e d~.,,~ ~ e,~r~litions, la pr~3aration absorbe ~ 668 m/=). 

Si donc, dans u n e  prttparation de C,6 , la chlorophyile est agr~g6e, eile l'est sur 
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des particules de lipo-prot6ines ou de prot6ines. Contuse, par la m~th~.Me de LowRY et 
al. 5 il a ~t~ montr~ que dans une telle suspension, !c rapport  du poids de chlorophylle 

ce!ui des prot~ines (r6f~rence : s6rumalbumine de cheval) est voisin de I : IO, et que 
d'autre part,  cette preparation, lyop, iilis~e, p~se moJns de II-fois son poids de chloro- 
phyile, il est plausible d'imaginer que le seul cc, nsti tuant des fant6:t,es incolores 
observds ci-dessus est prot6ique. De plus, cette hypoth~se est confirm~ par le f~-dt 
que mdlanger une solution ac~tonique de chlorophylle avec une suspcnsion-des-~1.o - 
t6ines du chloroplaste, puis diluer dans l 'eau de faqon ~ arriver h la concentration 
optim'~le d'ac6tone favorisant la r6action chlorophylle-~ C;, 0 permet effectivement 
d'obtenir du C~ 0 "synth~tique" en quelque sorte. 

II semble ainsi ~tabli que les prot6ines du chloroplaste suffisent ~ la r~action 
~tudi6e ici, et qui est impossible avec la chlorophylle pure sans support. I1 semble 
vraisemblable que d 'autres prot6~nes ont la m~me propri6t~, puisque la chlorophylle 
absorb6e sur des prot~ines aussi 61oign6es de celles des chloroplastes que la s6rum- 
albumine de boeuf ou le blanc d'oeuf poss~de encore des propri6t6s photochimiques 
(r~action de HILL) e. 
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Fig. 3. Action du solvant sur (a) le complexe total (trait plein) et (b) le support prot6ique seul 
(tirets). La turbidite~ du support n'est pas chang~e par les diverses concentrations de m6thanol; 

seul le "complexe total" subit ICs effets du so!rant. 

La ~.,r.S, ,matlon de chlorophylle en C~,o consiste donc en un rdarrangement 
des moi~cule~ de chlorophylle sur des particules prot6iques sous l'eflet des solvants 
divers utili~s. La Fig. 3 montre que le solvant n'agit pas plus sur le substratum seul, 
que sur les pigments seuls. Il n'agit que ~ur l 'ensemble (l'assoeiation mol~culaire) 
chlorophylle-prot6ine. La figure montre en el,,-~ " que seule cette assc~ation ~ n t e  
un maximum de turbidit6/t  la concentration de ~olvant qui par ~illeurs permet la 
formation de C74e- 

L '~ ' t ion plus p r a i s e  du solvant est ~tudi~e par quelques exp6riences utilic.ant 
du [~*C]rn~thanol; si une preparation initiale dans les d~tterg~nts est addttmnm~ de 
n~thanol contenant une certaine proportion de raLqhanol marqt~, apr~  centrilug~tion 
de C7, * lorsqu'il s'est form~, la radioactivit& reste, en partie, fix6e au culot de centniu- 
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Orion,  c'est it dire it cette forme agr~g~e de chlorcr0hvlle. Lorsque dans ces conditions 
la chlorophylle est sc~mr~e de son support prot6ique par do l'6ther ~thylique par 
exemple, la phase ~ h ~ r ~  contient encore de la radioactivitY; en fait il semble que 
chaque mol~ule de chlorophyile fixe environ une molecule de m~thanol; ces exlx~- 
riences pour n'~tre pas encore assez pr~cises donnent n~anmoins des indica÷i¢.-~ -ur 
la mani~xe dont les ~!van ts  peuvent ~tre utilis~s dans la transformation de chlorc,- 
phylle en Cv4 o. 

Afin d'assigner un ~tat physique d6termin~ it la chlorophylle dans les pr6parations 
de CT40, un extrait typique aux d~tergents est ntis en pr6sence de m6thanol et zrnen~ 
de la sorte it se transformer en une pr6paration de C:40. Celui-ci est s~par~ des autres 
pigments pax centrifugation comrne il est indiqu6 plus haut, et d~F'os~ sur une lame 
de microscope, en couche d%~misseur aussi r~.guli6re que possible. Apr~s dessiccation, 
l'absorption de cette pt6paration est observe :  e;'. ~ se trouve toujours /t 74 ° mt~, 
ce qui prouve que le dessi~cation n'6tait pas complete. Ensuite, cette lame de micro- 
scope est raise sur la trajet du faisceau d°un appe.ceil /~ diffraction de rayons-X: 
la spectre de diffraction ainsi obtenu est identique ~ celui donn~ par JacoBs et ad.L 
II parait donc ~tabli que la clfiorophylle adsorb~e sur ies particuies prot~iqUeSrpOUr 
former Ca4 o est, ici, cristalH%te. 

Enfm par observation microscopique il est possible de mesurer le diam6tre, donc 
la surface des particules composant la suspension de C7~ 0 et par un dosage/~ l'ac~tone, 
de connaitre la quantit6 de chlorophyUe (a + b) contenues dans cette suspension. 
Ainsi il est facile de calculer que chaque particule est recouverte d'environ IO ~ mole- 
cules de chlorophylle, ce qui, en consid6rant que chaque molecule occupe une surface 
d'environ xoo-~oo A t (ref. 7), signifie l'6quivalent de xo ou 15 monocouches de pig- 
ments sur chaque particule. 

II est donc ~tabli que la formation de Cv4 o est due it la cristalh'sation de chloro- 
phylle sur des particules prot~iques; la r~version donnant it nouveau la chlorophylle, 
qui absorbe it 668 rap, elle remet la chlorophylle en solution dans le milieu. Ces r~actions 
se faisant it la t eml~a tu -  ordinaire, ne rel~vcnt pas de la classio,_,_e chimie, mais 
contribuent plut6t it la formation ou it la destruction d'associations mol~culaires 
faibles, puisque les d~placements de l'&Iuilibre C~m ~ C~,o sont extr~mement faci',es. 
II parait donc tr~s vraisemblable, bien que rien ne le prouve encore, que la liaison 
de la chlorophylle avec les prot~ines se fasse par des ponts-hydrog~ne. Les points 
d'attache de ces liaisons restent it trouver. 

GOVINDJEE ~ a d~ouver t  darts diverses algues monocellulaires, des pigments 
absorbant dans la r~gion des longueurs d'ondes de l'infra rouge proche (73o-750 m/~) 
et fl attrilme de telles absorptions soit it des microcristaux de chlorophylle, 
soit an "phytochrome", le pigment photomorphog~nique d~ouver t  et isol~ par 
B t r r ~ # .  

A~mOtD a ~d. TM ont montr~ que les prerni~res 6 t a i ~  de la photosynth~se sont 
vraisemblablement rt~l-aites ~ la s~paration, sous l'effet de la lumi&e d'un 6iectron 
et d 'un trou, an sein de la mol~afle de pigment, it l'image des ph~morn~nes carac- 
t~4stiqtms des .~mi-conducteurs. Or, en g ~ . ~ ,  les semi-conducteurs sont crist~d!ins; 
il n'est dora: pats ~ _ . _ b l e  que la cristallisation de chlorophy~ sin" des prot~ines 
n .  ~ ~ t  ~a ~ ~ d ~  ~ ~ t a ~  de ta photosynth~. 
On pma:, pro" e.,~mple. ~ que la l u m i ~  agit sur l'environnemenx des mot&ades 
de cblm'o~yUe comme ks solvants dam nos ~ n c e ~ .  
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RtSUM~ 

Trai t6  par  des solutions aqueuses d 'alcools  ou d 'ac~tone,  un ex t ra i t  de ch!orop!~te~ 
de t abac  dams une solut ion tamponn~e de d6tergent  manifes te  un d6placement  de 
son pic d ' absorp t ion  vers  les grandes  longueurs d 'ondes .  Ce d~placement  qui a m i n e  
le pic de 668 mtL h 74 ° m p  est d 5  ~ la cr is ta l l i sa t ion des mol6cules de chlorophylle  
sur des par t icules  de prot6ines chloroplast iques.  L 'ac t ion  du  solvant  s 'exerce sur Fen- 
semble chlorophylle-prot6ines;  enfin chaque par t icule  cont ien t  environ IO 9 mol6cules 
de chlorophylle.  

I1 est  sugg6r6 que cet te  propri6t6 de la chlorophyl le  peut  expl iquer  les premieres  
~tapes de la  photosynth~se.  De plus, il es_t remarquab!e  que la chlorophyl le  pr6sente  
r6versiblement,  sous Fact ion de solvants  divers,  les pics d ' abso rp t ion  que ie " p h y t o -  
chrome"  pr6sente r6vers iblement  sous Fact ion de la  !umi~re. 
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