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Depuis la publication en ICJIO du livre de TSWETT Les chromo~1~yZZes duns Ze 
monde v&g&al et anima2’ t&s peu de chimistcs avaicnt utilise sa methode. Elk est 
restde longtemps peu connue, car TSWETT lui meme et apres lui DH&R& ET VEGEZZI~ 
(IgIG), PALMER ET ECKLES~ (x913), COWARDS (1924) et d’autres l’avaient employee 
seulement pour s&parer de t&s petites quantites de pigments en solution, pour des 
etudes spectrographiques. WLLLST~TTER** ET STOLL~ avaient meme dmis des doutes 
sur la valeur preparative de la chromatographie apres avoir utilis6 un adsorbant 
inadequat pour purifier des chlorophylles. Pourtant TSWETT' avait deja constate que 
ces pigments Btaient detruits par des adsorbants trop “agressifs” et avsit recommande 
l’usage du sucre en poudre ou de l’inuline, ce qui apparemment avait ckhappe B 
WILLSTATTER ET STOLL. 

En arrivant B Heidelberg en septembre 1930 pour un stage de recherches post- 
doctorales au laboratoire de chimie du Kaiser Wilhelm Institut ftir Medizinische 
Forschung, dirige par le t&s jeune professeur RICHARD KUHN***, j’ai commence a 
participer 51 un travail sur les carot&oldes, entrepris par un assistant, A. WINTER- 
STEIN% 

A ce moment peu de ces pigments naturels avaient et& isoles a 1’6tat Rur, mais 
KUHN ET WLNTERSTEIN~ avaient contribue au cleveloppement de leur chimie par leurs 
travaux sur les diphenyl-polyenes synthetiques. 

En fait, on connaissait surtout deux hydrocarbures CIOHIIB, le carotene de la 
carotte, isole a l’etat cristallise par WACKENR~DER' en 1831 et le lycopbne de la tomate 
decritpar WILLSTXTTERETESCNERQ en xgx1. WILLSTXTTERETMIEGO avaientd’autre 
part Btabli la formule brute C,,H,,Os pour diffkentes pr4parations de carot&noIdes 
hydroxyles dont la xanthophylle de feuilles vertes et la luteine da jaune d’oeuf de 
poule; KARRER et ~011.~0 venaient d’isoler du ma% jaune un nouvel isomere, la zeaxan- 
thine. 

La situation dans ce domaine Btait loin d’&re Claire; un coup d’oeil sur le 
Tableau I suffit pour sc’convaincre que la rotation des prc5parations de xanthophylles 

I 
* Uno rcpr&&zation rus& de cot arLiclc a 6th putliO clans un volume avcc lc titrc 

“Ouspokhi Chromatografii”, cl&Ii& B ,.lo contitimo annivorsairc do M. S. Tawott;, Academy of 
Scicnccs of, U.S.S.R., mai 1972. 

** Nt! B, Karlsruhe en ~872, Prix Nobel do chimie cn 19x3, mort h:Locsrno en 1942. I 
.*** NB h. Vionno .en xgoo, Prix Nobel do chimio on 1938, mart: B .Heidelbcrg cn 1967. 

BNB B Zurich en'x8g7,,mort h, Tokyo en xgcio. : 
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cl&&es jusqu’a cc jour par differents auteurs variait de -1-136” & +-z92O; la zbaxan- 
tbine avait des propri&&s nettement difkentes, le point de fusion le plus eleve et une 
rotation negative ; la luteine avait des propridttk intermediaires. 

TABLEAU 1 

POINTS DE PUSION RT RO'I'ATIONS DES CAROTfiNOYDES Cd,,HB,,09 CONNUS AVANT LE TRAVAIL DE 
KUHN RT COLL.ll 

Xanthopliyllc de feuillcs vcrtcs 173-=74O + 1361920 
LutBino de jauno cl’ocuf 1g3-196” + 72’ 
Zhcsnthine 2oI-202° - 700 

Mais quelle Btait la difftkence chimique entre la luteine de jaune d’oeuf et la 
xanthophylle des feuilles ? 

Mon travail consistait d’abord Q isoler des xanthophylles de diverses sources et 
a les comparer avec la lutdine qu’il fallait preparer a partir du jaune de centaines 
d’oeufs*. 

Le Tableau 2 montre qu’independemment de la source v&g&ale nous obtenions 
des preparations ayant un point de fusion de zg3’ et un [c&a de +145”**. ,Quant B la 
luteine de jaune d’oeuf elle avait un point de fusion legerement superieur et une rota- 
tion nettement, inferieure. 

TAI3LkAU.2 

PR$PARATIONS ?E XANTNOPHYLLES DE FEUILLXS VERTW ET DE FLEURS JAUNES (D'APR$S KUHN 
ET COLL.11) 

SOUYGfl F la1 cd 
(duns l’ac&ak d’&hyJc) 

Feuillcs de 
chataignicr (AcscuZus lri$$ocastanum) 
ortic (U’vtica dioica) 

IgI-IgI,5° 

t.riMe (TvifoEium pvaletzsc) 
1g1-IgI& $$ 

1go*5-IgI" 
mds jauno (Zen mais) 

+Yw 
1g2.+1gf 

.luzerne (Medicago salioa) Ig2-rg2.5° 
+I401 

cSpinards (+Spin+ia glabva) rg1.5-rgzo ::",zo 

gazon Ig2.5-Ig3° + 133’ 

Pthles cl0 .* 

Tagales ivahdijlova 1gz-ig2& 
‘Helsniuwa aultctnnale 1g1.5-1920 

+x44; 

@udbacclria +qeumannii 
Helianlhrcs annuus 

?g2.5-Ig3O $q 

1g2.5-IgJ" +141° 

; ,’ ;,.:, 

’ (Z,‘est, alors .que ,KUHN dmit l’hypothese que la luteine du jaune d’oeuf pouvait 
&tre un melange de la xanthophylle des feuilles et de zeaxanthine. Mais comment tester 

‘,,(,’ 
.’ .:* Le blanc d’oeuf a bt$ transform6 en ddlicieux micarons. : ‘.,.,.. 

l * Prdvoyant que la mesure de la rotation optique das carotdnoidcs await utile pour dis; 
tinguor les*divers pigments,; KUHN avait installb clans son laboratoire un polarim&re dote d’uno 
lampe L: cadmium, qui g&co 8, sa forto*raie rouge Cd c&, pcrmottait.do. mcsuror avec assez de 
prdcision la rotation optique des solutions jaunes; oranges ou rouges dos carot&oides. 
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c&e hypothese 3 Le livre de PALMER Carotenoids and Related ‘PigmvW~ que je lus a 
cette Bpoque mentionnait la methode de TSW~~TT et les quelques applications que des 
biologistes en avaient faites. J’en parlais B I<UNN, qui par bonheur possedait une 
traduction allemande, manuscrite, du livre de TSWETT~ que WILLSTXTTER avait fait 
faire. C’est dans ce manuscrit que j’ai pu lire tous les details n&&saires. 

Done par un beau jour de ddcembre 1930 je preparais une colonne de carbonate 
de calcium pulverise et versais dessus une solution d’un melange de 0.5 mg de luteine 
et 0.5 mg de zeaxanthine clans le sulfure de carbone* ; aprEs un lavage abondant de la 
colonne avec le m&me solvant, elle presentait une large bande orange dont la teinte 
Btait nettement differente en haut et en bas (Fig. I). Avcc une spatule la couche 
superieure fut enlevee, une couche intermediaire mise de c8t.B et la couche inferieure 
sortie de la colonne. 

Apres suspension de l’adsorbant clans du methanol tout le pigment adsorb6 fut 
81ue et apres filtration l’eluat de la z8ne I presentait le spectre d’absorption de la 
luteine (a,,,, tl508 et 475 nm clans CS,) tandis que 1’Qluat de la z8ne inferieure avait 
le spectre de la zeaxanthine (a max. 517 et 483 nm dans CS,). La separation Btait done 
possible. 

Vint ensuite l’experie~nce cruciale : 30 mg de lutdine isolee de jaune d’oeuf ([a] cd = 

+ IOO’, CIICI,) furent adsorb& sur une colonne de 7 cm de diam&tre. Apres develop- 
pement, la z8ne superieure et la zone inferieure furent eludes, la z8ne intermediaire 
rechromatographiee et de nouveau les z&es supdrieures et inferieures prelevees. 
Apr&s une troisieme chromatographie les Bluats de la z8ne superieure donnaient des 
cristaux avec [tz]od = +145” correspondant & la rotation des xanthophylles des 
feuilles; l’eluat des z8nes inferieures qui presentait le spectre de la zeaxanthine Btait 
optiquement inactif (done encore impur). 

‘En Fig. I on trouvera la description originale de ces experiences. 
La luteine de jaune d’oeuf de poule etait done un melange de pigments des 

feuilles et du mjis et apparemment d&pendant de la nourriture (ce qui fut confirm6 
par des experiences de BROCKMANN dans le laboratoire de KUHN). 

C’est alors qu’en accord avec WILLST~Y~ER la nomenclature suivante fut 
proposde: le nom de xantho$hyZZe designerait tous les caroteno?des oxygen& en C,, 
tandis que le nom de Zzett%ne serait reserve au pigment C4,$IbBOa, F = 1930, [a]ca = 
-1-145” qui est le constituant majeur des xanthophylles des feuilles. Cette nomencla- 
ture a BttS ulterieurement approuvee par une Commission internationale de Nomen- 
clature de 1’IUPAC. 

Entre temps j’avais poursuivi une etude sur le carot&ne delacarotte. KARRER et 
~011.1~ venaient de publier leur formule, r6sultat d’un travail experimental delicat et 
d’intuition geniale. Cette formule ne contient pas de carbone asymetrique. 

Or, en mesurant le pouvoir rotatoire du carotene de la carotte avec le polar% 
metre a lampe de cadmium, je constatais que toutes les preparations Btaient plus ou 
moins dextrogyres (de [tz]cd. = + 15” a +60°) ; on pouvait soupconner la presence 
d’impuretes dextrogyres ou l’inexactitude de la formule, de KARRER et coll,‘a. Cette 
question etait d’autant plus importante que Eti~szn et co11.‘4 venaient de montrer (en 
,x928) que le carol&e agissait comme provitamine A chew les rats caren& en vitamine 
A. ,’ 
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KUHN, WINTERSTEIN UND LEDERBR, Zur Kcnntnis dor Xanthophyllc. 
(Ho$@-Seylcr’s Z. Physiol. Chew., 197 (1931) 158.) 

12, Zcrlegung des Dottorfarbstoffcs in seine Komponcntcn. 
(a) Fraktionierung eines ktinstlichcn Gemisches von Lutein und Zcaxanthin. 

0.5 rng Lutein und 0.5 mg Zeaxanthin wurdcn in IO cc Schwcfclkohlenstoff gcllsst. 
Dicsc Lfisung’saugtcn wir lsngsam durch ein mit Calciumcarbonat (gcfallt, E. Merck) ge- 
fulltcs Rohi von 15 cm LBngc und 10 mm lichter Weitc, clas unten durch cincn Wattebausch 
abgeschlossen war. Durch Nachwaschcn mit Schwcfelkohlenstoff (insgesamt 20-30 cc) 
gelpng es, die Adsorptionsschichten mchrerc Zentimeter auseinancler zu ziehen. Das er- 
haltcne ‘Chromatogramm ist in der Figur dargcstellt. Die Schichten 1-4 wurden getrcnnt 
lrerausgcnommon und mit Methanol eluiert. Nach dem Filtriercn und Verclampfen fandcn 
wir in Scl~wefelkol~lenstoff folgendc Absorptionsbanden : 

I. Schicht : 508 
. 

476 3. Schicht: 513 481 
P 

2. Schicht: 509 477 4. Schicht: 516 483 
Lutcin : 508 475 Zcaxanthin: 517 483 ,‘,’ 1 

In’ den Schichten I und 4 waren je 10-x5% dcs gesamtcn Farbstoffcs 
vorhanden. 

2@ z 
/&$& c 
?*, , # ‘.‘4 

(b) Fraktionicrung cles X&thophyllpr&parates aus bulgarischcn 
0,;, ;” ’ 4 .##$ 

Htihnercicrn (Spclctrum : 509.5, 476 mp). Adsorption und Elution wurdcn 
wio bei.dcm, lttinstlichcn Farbstoflgemisch ausgeftihrt. 

I. Scliicht: 507.5 47G 3, Schicht: 510 477 
2. Schicht: 510 477 4. Schicht: 5x2 478 

(c) Fraktionierung tines Xanthophyllpraptlratcs aus holllndischen 
Wtihnereiern (Spcktruy : 509, 476 mp). 

x!.Schicht: 507.5 477 3. Schicht: 510.5 478.5 
2. Schicht: 509.5 477 , 4. Schicht: 514 480.5 

In ctwas grt)sscrem Massstab wurde tin Prtlparat aus bulgarischen Eidottern von [a]$ = 
+ 100~ (Chloroform) fr,aktioniert. Far 30 mg Farbstoff, die in 500 cc Scl~wofclkohlenotoff 
gclast waren, verwcndeten wir ein Ad+orptionsrohr von 7 cm Durchmesser. Die Lutein- 
und. Zeaxanthinzone I wurclen 5 cm auseinandcrgezogcn, die mittlcren Schichtcn eluicrt, 
.an frischcm ,Calciumcarbonat adsorbiort. Die Mittclschichten des zwciton Rohres wurclcn 
wiecler cluiort und clcr darin onthaltcne Parbstoff tin clrittcs Ma1 durch tin Calciumcarbo- 
nat-Rohr geschickt. 

‘. :Die vereinigten Schichton I und die vereinigtcn Schichtcn 4 enthielten etwa je 10% dos 
angcwandton .Farbstoffes. Nach dem Eluioron mit Methanol und Ubcrftihren in Schwefol- 
kohlensto’ff fanden ‘wir : 

.’ 
,Schichten T,: 508 47G S&chten 4 :’ 513.5 479 rnp 

Die Lutcinfraktion (I) zeigto nach dem Umlcrystallisieren ,‘, .., ., 
(a) 2 = (-I-o.IG”* zoo) : (0.022-0.5) = +145O (Chloroform), 

wazz cinem Luteingchalt van: etwa 90% entspricht. 
Die Zcaxanthinfrilrtion (4) war kaum optisch alctiv. Sic schmolz in noch unrcinom Zu- 

’ I &.ndo bei ,Ig$-Ig6° (korr). 
I ‘, 

Fig.‘I. 
1’ .:. ’ , ,’ ,’ , 

,* J.‘essay+is, alprs de puiifier le carot&e pa? une r&action d&rite par WILLSTATTER 
ET: ESCAPERS : ;L’adtjition d’une, solution. d’iode,, &, une solution de carothe. donne un 
pr&ipit&noir : dtiodures de carol&e. .,Le, prhipit6 fut bien obtenu, mais apr&s enlhve- 
Tent :fle: ?,‘io,c& ; par A. .dhiosulfate un au,tr& pigment fut obtenu, plus fonc8 que i le 
carothe, que nous avons appeld isocarothelsrlo~ *. 

/’ 
* I<ARRBR.ET SCHWA@? ont montrd plus tar& qu’ii sragit on fait d’un.d0hydrocarot&ne. 
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L’eau-mere du precipite cl’iodure fut egalement desiodde et la solution orange 
ainsi obtenue gardee “pour toute Bventualite”. AprEs quelques jours, cle beaux cris- 
taux s’etaient form& qui apres recristallisation donnaient un nouveau pigment, 
C,,H,, I? = 173” avec un [a]cd de +380”! Le carotene a Btait ainsi decouvert ; c’cst lui 
qui Bvidemment etait la cause de la dextrorotation du carotene brut de la carottelb,“*. 

11 dtait facile de montrer ensuite que la chromatographie sur alumine et surtout 
sur une alumine particuliere la “Fasertonerde” de Wislicenus pouvait &parer les cleux 
carotenes isomeres a et 6. TSWETT~ avait deja ecrit : "11 est t&s probable que le caro- 
tene des feuilles n’est pas un individu unique, mais un melange de deux ou de plu- 
sieurs homologues clue l’on pourrait &parer par la methode cle l’aclsorption, en utili- 
sant des adsorbants adequats.” 

Une etude cl&aillee de differentes sources cle carotene a montre que le carot&ne 
optiquement inactif que nous avons propose d’appeler carotene (3 se trouvait & 1’6tat 
pratiquement pur dans les feuilles d’epinards, d’orties etc.lD. 

La premiere publication mentionnant l’utilisation preparative de la chromato- 
graphic est datbe du 17 fevrier 1931 et fut erlvoyrSe aux Naturz~issensc?znften sous le 
titre “Fraktionierung und Isomerisierung des Karotins”. C’est une Note breve qui 
mentionne la cl~romatogrspl~ie seulement par la phrase “Durch fraktionierte hdsorp- 
tion oder fraktionierte Fallung mit Jod gelingt es, etc.“l”. 

Les d&ails experimentaux concernant ces separations sont consign& en un 
memoire intitule “Uber das Vitamin des Wachstums. I. Mitteilung. Zerlegung des 
Karotins in seine Komponenten” qui fut envoy6 un mois apres, le 18 mars 1931, aux 
Berichte der Deactsclte~ ChemiscJac~a GeseUschaftfO. 

C’est le IO mars 1931 que fut envoy6 au Hog&.? Styler’s Zeitscltrift ftir filtysiologi- 
sche Chemie un m.bmoire intitule “Zur Kenntnis der Xanthophylle” et contenant la 
description de 1.a sdparation preparative de la luteine et de la zeaxanthinell (voir Fig. 
1)’ 

Quelques mois plus tard j’ai voulu isoler les pigments jaunes des Aeurs de 
pissenlit, recoltds sur la prairie devant l’lnstitut. 

Cette fois-ci la chromatographie sur carbonate de calcium fournit d’emblee deux 
z6nes distinctes l’une contenant la luteine C&I,,O, bien connue, l’autre un nouveau 
pigment, la taraxantli!;rezO, que nous pensions corresponclre a la formule brute 
C40Ht&Y* 

La valeur analytique et preparative de la m&hodc de TSWETT Qtait ainsi 
demontree de faGon assez spectaculaire et plusieurs autres chercheurs du laboratoire 
de KUHN notemment BROCKMANN~~ et WINTERSTEIN~~-26 se rnirent rapidement sl en 
Studier les applications. Les laboratoires de KARRER~” a Zurich et celui de ZECH- 
MEISTER27,2R & Pets (Hongrie) en furent ensuite les plus fervents adeptes. 

BlBLlOGRAl?WLE 
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* EGGER*~ a rnonLrc3 rBcammcnt qu’il s'agit on fait; de l'dpoxydc do 1utBinc C,,I-I,,O~. 

J. ChvOmalOgv., 73 (1972) 361-366 



Is. LEDERER 366 

G R. 
78 E. 

g n: 
IO P. 
II R. _ 

KUHN ET A. WINTERSTEIN, Helv. Cllinz. Acta, II (x928) 87, II.G, 123, 144. 
WhCKENR6DER, Geigers Msg. PkaY?%, 33 (1831) 144. 
WILLSTATTER KT H. H, ESCRER, Ho#v Seylev’s 2, .F%ysioZ. Cltem., 76 (191 I) 214. 
WILLST~~TTER P,T W. MIKG, Justus Liebigs Ann. CBem., 355 (1907) f. 
I<hRRER, H. SALOMON ET El. WKHRLI, HezV. Clcif% Acta, 12 (1929) 790. 
I~JI-IN, A.~INTERSTEINI%T E.LEDERBR,N~J!$~ Seyler'sZ.Pl~ysioZ. Chem., 197 (1931) 141. 

12 L. S. PALMER, Carotenoids and Related Pgments, Tkc Chcrnical Catalog Co., New York, 1922. 
13 P. IChwzIrR, A. HELF&NSTEIN,H.WIZ.WRLIETA.WOTTSTEIN, HeZv.Cltim. Acta, 13 (1930) 1084. 
14 B.V. EULER, H.V. EULER ET H. HBLLSTR~M, Biocltcm. Z., 203 (1928) 370. 
15 R. KUHN ET E, LEDERER, Natuvrvissensclcaften, xg (1931) 306. 
16 R. KUKN ET E. LEDERER, Clcem. BeI., G5 (1932) 637. 
17 P. KARRKR &T G. SCHWAB, HeEv. Ckim. Acta, 23 (1940) 578. 
18 R. KUHN KT E. LBDORBR,CX~~. Be?., G4 (1931) 1349. 
Ig R. KUHN ET E. LEDERER, Wo@c Seybr's Z. Plrysiol. C/corn,, 200 (x931) 246. 
20 R. I<UHN ET E. LEDERER, Uofi,Pc Seylev's 2. Pl&ysioZ. Clzcm., 200 (1931) 108. 
21 K. EGGER, PEanta, 80 (1968) 65. 
22 R. I<UI.IN ET H. BROCICMANN, Ho$pe SeyEcv’s Z. Pl~ysiol. Ckem., zob (1932) 41; Clrem. Ber., 

66 (1933) 407. 
23 A. WINTERSTEIN ET G. STEIN, Hop@ Saylev’s 2. Pltysiol. Ckcm., 220 (1933) 247, 263. 
24 A. WINTKRSTKIN IIT K. SCFI~N, Hoppe Seylev’s Z. PltysioE. Ckcm., 230 (1934) 139. 146, 158, 
25 A. WINTLRSTEIN LT H. VETTER, Ho$pe Seyler’s Z. Pliysiol. Ckcm., 230 (1934) 169. 
26 P. I<hRRER ET K. SCW~PF, HeEv. Chim. Acta, 15 (1932) 745; 17 (1934) 693. 
27 L. ZECHMKISTKR ET L. CHOLNOKY, Monnlslr. CImn., 68 (xg3G) 68. 
28 L. ZIXZIMBISTER ET I,. CHOLNOKY, Die chvonlatograp?~isc~~e AdsorOptionsmeti&ode, Springcr, 

Wicn, 1937. 

J. Clt.vomatogv., 73 (1972) 36x-366 


