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La chromatographie sur papier a et6 B l’origine d’importantes decouvertes dans 
le domaine de la biochimie des pterines et du contrble genetique de la biosynth&se 
de ces substances1s2. Or la chromatographie sur couche mince donne des r&ultats 
superieurs dans l’etude d’autres corps et il Btait interessant de l’appliquer aux pterines. 
NLCO~~~US~ a deja obtenu de bons resultats avec des couches de gel de silice ; cependant 
nous avons observe avec cet adsorbant une decomposition rapide des substances les 
plus labiles 4. Nous nous sommes done limit&s a la cellulose qui a permis l’isolement 
sur colonne de pterines extremement Iragiles r, Les feuilles “Eastman chromagram” 
ont par ailleurs et6 essay&es sans succes, car les pterines ne sont pas fluorescentes sur 
ce support, quel que soit l’adsorbant. 

Deux materiels biologiques ont et& choisis comme representant asset typique- 
ment les divers problemes de la chromatographie des pterines naturelles : les pigments 
des yeux de Droso~5lziZa melamogaster, desormais bien connus2 et ceux des ailes de 
Colias CYOCWS~. Chew la premiere se trouvent essentiellement la 2-amino-+hydroxy- 
pteridine (pterine), l’isoxanthopterine, la biopterine, la sepiapterine, l’isosepiapterine 
et trois drosopterines. De la riboflavine est dgalement observable. Les six dernikes 
pterines sont fort labiles; la biopterine et la pterine d’une part, lestrois drosopterines 
d’autre part sont difhciles & &parer sur papier. Chez Colias CYOC~ZIS, six pterines ont 
pu &re identifiees : la pterine, l’isoxanthopterine, la xanthopterine, la leucopterine, 
l’erythropterine et la sepiapterine. L’obstaclc reside ici dans la faible solubilit& de 
certaines d’entre elles qui “trainent” frequemment, dans la separation difficile de 
1’Brythropterine et de la leucopterine d’une part, de l’isoxanthopterine et de la xantho- 
pterine d’autre part. Les solvants contenant de l’ammoniaque libre sont a proscrire, 
car ils alterent 1’8rythropterine en lepidopterine. 

MATlhELS ET MtiTI-IODES 

Les couches minces ont 6th preparees avec de la cellulose Macherey-Nsgel 
MN 300 HR (cellulose extra-pure) en delayant 15 g de poudre dans go ml d’eau 
bidistillee, pour 5 plaques 200 x 200 mm et 2 plaques 50 x 200 mm. Cette proportion 
donne des couches d’une Bpaisseur d’environ 0.25 mm. Le melange ainsi obtenu est 
homogeneise & l’aide d’un mixer a une vitesse de 20,000 tours/min. La pate est deposee 
sur les plaques au moyen d’un Btaleur Desaga puis sechee horizontalement & l’etuve 
B 105~ pendant I h. Pour $tre compares aux couches minces, les papiers Whatman 
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No. I et Whatman No. 20 (zoo x 200) sont laves une heure B l’eau bidistillee et 
s&h&s une heure & l’dtuve ?1 105~. 

Des substances de reference ont &d aimablement fournies par Monsieur le 
Professeur VISCONTINL ou ont (5th procurees par des firmes specialisees. 

‘:; 
. 

Les extraits sont prepares pour la Droso$&iZe Q partir de la souche “vestigiale” 
et pour le C&as A. partir des ailes. Dix Droso~lziZes sont broyees dans 0.2 ml de metha- 
nol-pyridine-eau (4: I : 5) et 25 mm2 d’aile de Colias dans 0.25 ml du meme solvant. 
Un volume don& de ces solutions est depose sur les plaques et les feuilles, ?. l’aide 
d’une microseringue, en une tache de d&part situee & 28 mm du bas. Les spots ont un 
diametre de 5 mm environ. Les cuves utilisees (Desaga) sont Stanches: il n’est pas 
effectue d’equilibrage, les cuves sont saturees par les vapeurs des solvants verses 
quelques heures B l’avance. La hauteur du liquide est & peu pr&s de 15 mm, le parcours 
du front de IOO mm, aussi bien pour les plaques que pour les papiers. Le developpe- 
ment est realis clans l’obscurite. Les taches sent 
fluorescence & l’aide d’une lampe Camag 6mettant 

RlklJLTATS 

dkectees par -observation de leur 
& 254 ou 365 nm. 

Limites qtiatititatives de la mA?hode 
Une sdrie de chromatogrammes unidimensionnels a 8te effect&e avec de la 

xanthoptBrine de synthese dans le chlorure d’ammonium a 3 %. Des quantitCs crois- 
santes de 0.5 a roe I_L~ ont BtQ deposecs, & des intervalles de 15 mm, sur couche mince 
et papier Whatman No. I et 20. Des photographies de ces chromatogrammes sont 
reproduites Fig. z. Elles montrent que la limite inferieure de la tache varie lineaire- 
ment en fonction de la quantite d&posee, c’est-a-dire clue la trainee augmente (Fig. 2). 
La comparaison des papiers et de la couche nilnce est en faveur de celle-ci (train&e 
plus courte). 

D’autre part il etait interessant de dt(terminer la variation de la surface de la 
tache en fonction de cette m&me quantite de substance ‘(Fig. 3). Sur la couche mince 
cette surface est toujours inferieure B celle observbe sur papier, elle augmente plus 
regulierement et la saturation, qui se traduit par l’apparition d’un plateau, se produit 
egalement un peu plus tard. La surface plus faible du spot permet une detection de 
quantites plus petites, variables d’ailleurs avec le solvant, mais en general infhrieures 
s 0.X pg. 

Des faits similaires peuvent 6tre observes avec des aliquots d’extraits bruts de 
Droso$CtiZe mais les chevauchements eventuels rendent la detection dependante de la 
qualite des s&parations. Un quart de Droso~V~iZe donne des taches deja bien discer- 
nables et de bons resultats sont obtenus avec un individu; au-dessus la lecture est 
confuse en une seule dimension. 

VaZews com$arkes des & darts di$rkrents solvavtts 
Le support &ant le mCme, la cellulose, il semble que la nature des s&parations 

ne doit pas diff6rer sur couche mince et gur papier. En vue de verifier cette hypothese 
nous avons mesure les RF & solvants et modes operatoires identiques, dans les deux ,* 
cas, pour un certain nombre de pterines naturelles. Les solvants employ& sont les .<.,A 

suivants, les chiffres entre parentheses &ant les temps de montbe respectifs de la 
couche mince et du papiar No, I : .' 
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Isopropanol-acetate d’ammonium & 2 Y. (I : I) (I h so-2 h 20) ; 

Chlorure d’ammonium Q 3 % (o 11 20-0 11 25) ; 

Propanol-ammoniaque & 2 y. (2 : I) (I h 30-1 h 55) ; 
rt-Butanol-wide acetique--eau (20: 3 : 7) (I, h 30-1 h 55) ; 
see-IButanol-wide formique-cau (8 : 2 : 5) (I h IS-I h 35) ; 

wButanol-pyridine-eau (6 : 4 : 3) (2 11 20-2 11 40) ; 
Acetate d’ammonium Q 2 %--pyridine (59 : 5) (o 1~ 40-o 11 50) ; 
For&ate de pyridine 0.1 N, pH 6. 

Les valeurs de RF sont rassemblks dans le Tableau I ; bien qu’elles soient en 
&n&al plus 61evBes sur couche mince, il apparait que les positions relatives des 
differentes ptkines dans l’echelle des Xp sont identiques sur les deux materiels et 
dans un mQme solvant. 

La similitude des separations chromatographiques est ainsi verifiee; il n’entre 
pas dans le cadre de ce travail de les attribuer h des phenomenes d’adsorption ou de 
partage. Par ailleurs, des modifications importantes ont et6 observ&es si on utilise 
une cellulose avec liant mineral. La grande sensibilite de valeur des Rp & la presence 
d’impuretks de toutes sortes explique probablement leur reproductibilite asset faible, 
bien connue en chromatographie sur papier et qui se retrouve sur couche mince 11 
est done indispensable pour les identifications de ne pas utiliser les RJF obtenus directe- 
ment par la chromatographie d’extraits bruts mais de procdder & une separation 
preliminaire puis & une Ablution. Ensuite seulement les 2i!~ de la substance h. identifier 
seront compares, sur la m&me couche et sur un nombre suffisant de spots, SL ceux des 
pterines de rc5ference. Malgre tout, on observe parfois des differences persistantes dues 
probablement a l’etat chelate des pterines naturellesop’. 

Exem$les de sk$aratiosts h I’aide de la &romatogra$&ie bidimensionnah?e 
L’examen du Tableau I montre qu’une seule dimension ne suflit pas $ &parer 

certaines pt&ines (les Xp sont trop voisins les uns des autres). 11 est done necessaire 
d’utiliser une deuxieme dimension complementaire de la premi&e. Le systeme de 

TRBLEAU I 
Rp DE QULLQUES I’TItRINES NATURELLES SUR PAPIER WHATMAN NO. I (I) ET COUCHE MINCE DE CELLULOSE 

(CM) 

Pour la composition dcs solvants 1-8, voir tcxte. Temp&ature : 21-23O. 

I 2, 3 4 G 8 . 

CM .z CM I CM r CM I CM I CM I 

Ptdrinc 
Isoxnnthoptkino 
Xanthoptdrine 
Leucoptbrine 
Bioptrkine 
SBpiapt&ine 
IsosGpiaptbinc 
Erythroptdrine 
N&oclrosoptBrine 
Drosoptdrine 
Isodrosoptrbinc 

0.52 

0.355 

0.135 
0-G 

0.52 
0.55 
0.175 
0.05 
0.16 

0.12 

0.53 
0.295 

0.085 
0*635 
o-475 

O,IS 

0.035 
0,IO 
0*=55 

0.58 
0.45 

0.365 
0.745 
0.355 
0.675 
0.28 

0.075 
0.2 5 

0.39 

o.Go 
0.40 

0.24 

0.385 

0.24 

0.05 

0.21 

0.30 1 

0.315 0.215 0440 0.15 0.435 0.205 

0.085 9975 0,345 0.165 0.3 0.14 
O.I25 0,135 0~41 0.27 0.39 0.35 
0.05 0.085 0.13 0.065 0.155 0.185 
0.355 0.265 0,475 0.235 0.415 0.145 
0.30 0,25 0049 0.235 0.465 0.2 
0.43 01415 0~63 0.39 0.585 0.35 
0,05 0,045 O.J2 0.045 0.30 0.245 

0.0s 0.02 0.1og 0.04 0. IO 0.005 

0.875 
0.76 
0.84 
o*s9 
0.96 

0.765 
O.Gjj 
O.Gf3 

0.205 

o-495 
0.51 

0.53 
0*=55 
0.73 
OS.5 
0.82 

O&G5 

o.Go 

0.21 

0.45 
0.48 
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Fig;. z. (a) Chromatogramme sur papier Whatman No. I: de quantitds croissantes de xanthopterinc 
(en ,ug). Solvant: NI-I,Cl 3 “/o, (b) Chromatogrammc sur couche mince de cellulose, Solvsnt: le 
mQme clue SOUS (a). (c) Chromatogramme bidimensionnel sur papier Whatman No. I de l’aliquot 
de deux Dvosopltiles. Solvants : I = isopropanol-acetate d’ammonium z oh (I : I) ; z = NI-1,Cl 3 Oh. 
(d) Chromatogramme biclimensionnel sur couchc mince de cellulose, Solvants: les mQmes que 
sous (c). (e) Chromatogramme bidimensionnel sur papier Whatman No. I de l’aliquot de 5 mma 
d’aile de Colias cvoceus. Solvsnts: 7 = wbutanol-pyridino-eau (G : 4 : 3) ; 9 = formiate de pyridine, 
pW 6, 0, I N. (f) Chromatogramme bidimensionnel sur couche mince de cellulose, aliquot de 2 mnP. 
Solvants: lcs mGmes que sous (e), T3 = BioptArino; C = cynurenine; IT3 = drosopterine; 15 = 
&ythropterine ; I = isoxanthopt&rine; ID = isodrosopterine; IS = isos6piaptBrine; L = leuco- 
ptkine ; ND = neodrosopt&ine ; I? = pterine ; R = riboflavine : S = sBpiaptdrinc ; S = xantho- 
ptbrine. 
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O- 5 1Q 20 50 
* 

pg de x&nthopt&ine 

Fig. 2. Limite post8ricure cles taches de quantitds croissantes de xsnthoptbine chromatographicks 
sur pspicr Whatman No. I (WI), Whatman No. 20 (Wzo) ct sur couche mince cle cellulose (CM). 
Solvant : NI-I,Cl 3 %. 

Fig. 3. Surface clcs tachcs clc qunntitds croissantcs clc xanthoptdrinc cl~romatogrclpl~i6cs sur papicr 
Whatman No. I (WI), Whntman No. 
NH,,CI 3 o/o. 

20 (Wzo) et sur couchc mince clc ccllulosc (CM), Solvant: 
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solvants employ6 est I puis 2 et les spots representent l’aliquot de deux Droso~lziZes. 
Deux chromatogrammes ont 6th photographies et reproduits (Fig. I). 11 semble clue 
la couche mince ait tendance & trainer davantage en premiere dimension; cependant 
les separations sont meilleu+es. Pour une mQme quantite toutes les pterines sont 
visibles et bien &par&es sur couche mince alors clue certaines sont indecelables sur papier. 

Chez Colias crocczcs, l’essai de tres nombreux systemes nous a conduits & choisir 
le solvant 7 en premiere dimension et le solvant 9 en seconde. Cette combinaison donne 
des resultats satisfaisants sur papier, malgre la grande surface des taches obtenues; 
il est possible de &parer des quantit& de plusieurs pg de pterines; celles qui sont 
les plus abonclantes trainent quelque peu, mais celles qui sont presentes en faible 
quantite sont bien decelables. Sur couche mince, des quantites de deux & cinq fois 
plus faibles (de l’ordre du pg) donnent des resultats t&s clairs, avec des taches petites 
et ramassees, mais les pterines peu abondantes apparaissent A peine et il n’est pas 
possible de les doser f%.rorim6triquement. hvec des quantites identiques a celles 
traitees sur papier, des trainees apparaissent brusquement et rendent le chromato- 
gramme illisible. Ce ph&rom&ne semble dQ ici a la mauvaise solubilite des pterines 
presentes, aggravee par la montee plus rapide du solvant et la plus faible surface des 
taches, qui est Me a une mise en solution dans un volume plus faible. Seul le choix 
cle solvants trbs alcalinsa permettrait d’ameliorer ces resultats, mais 1’alterabilitB des 
pterines naturelles est grande dans ces conditions. 

La couche mince de cellulose a dgalement don& d’excellents resultats dans 
l’analyse des pterines des HBmipteresO. 

CONCLUSION 

,Les resultats ohtenus sur couche mince de cellulose pure et sur papier ne 
different pas fondamentalement: les positions relatives des diverses pterines sur les 
chromatogrammes sont sensiblement identiques. 11 e.st done facile de passer d’une 
technique 2, l’autre. ‘. 

Le rapport quantite de substance/surface de la tache est nettement en faveur 
de la couche mince. La limite inferieure de detection s’en trouve abaissee et la &pa- 
ration de deux pterines, 5, difference de RF identiques, amelioree. Les quantites 
maximales tolerees sont similaires et parfois meilleures sur couche mince pour les 
pterines bien solubles. 

Les solutions aqueuses donnant des traMes gCnantes sur papier sont beaucoup 
plus utilisables SW couche mince. L’amelioration est moins nette pour les solvants 
organiques, voire m$me inexistante. 

La chromatographie bidimensionnelle, indispensable pour reussir les separations 
de melanges complexes, est facile A mettre en oeuvre. 

La chromatographie sur couche mince de cellulose a&or& done des ameliora- 
tions sensibles dans l’analyse des pterines, mais elles est loin d’en resoudre tous les 
problemes, particulierement dans le cas des trainees dues tl une mauvaise solubilite. 
Cette technique peut done rendre des services clans les analyses I& plus fines, mais le 
papier convient encore parfaitement pour les travaux en serie et de routine. 
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La chromstographie uni- et bidimensionnelle sur couche mince de cellulose a 
et6 appliquee i la separation cles pterines de Droso~hiZa mela~ogaster et du papillon 
Colias CYOCEZ~S. Elle est plus sensible et donne des resultats plus lisibles clue la chro- 
matographie sur papier. La repartition des taches est & peu pres la m&me clue sur 
papier avec des solvants identiques. Cependant, les ptkines peu solubles donnent des 
trainees genantes. 

SUAMMARY 

One- ancl two-dimensional cellulose thin-layer chromatography has been 
applied to the separation of the pteridines of Droso$htiZa wm?a~aogaster and of the butter- 
fly Colias c~ocezcs. This method is more sensitive and gives more clearcut results than 
paper chromatography. The spot-patterns are nearly the same as on paper with 
identical solvents. However, difficultly soluble pteridines cause troublesome tailing. 
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