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Etude photophysique de la ptérobiline
Photophysical Study on Pterobilin

R. Gautron?, P. Jarpon?, C. PETRIERY, M. CHOUs5Y?, M. BarBIER? et M. VuiLLAUME® 4

Labovatoive de Photochimie de I Université Scientifique et Médicale, Boite postale 53, Centre de Tvi, F~-38041 Grenoble
Cédex (France); Institut de Chimie des Substances Natuvelles CNRS, F-91190 Gif- sur-Yuvette (France), et Laboratoive de
Zoologie, Ecole Normale Supérvieuwve, F~75005 Pavis (France), 29 mars 1976.

Summary. The first results of a photophysical study on pterobilin (biliverdin IX y, a Lepidopter blue bile pigment)
are presented. From the absorption and fluorescence spectra, it is deduced that the low yield of fluorescence indicates
a desactivation of the excited singlet state occurring mainly by a non-radiative process. Analyses of the chemical
compounds formed after irradiation of pterobilin in methanol show that it is rearranged into a series of new blue
pigments among which phorcabilin and sarpedobilin (the two neobiliverdins IX y isolated from Lepidopters) have

been identified.

De la cuticule et de ’hémolymphe des larves ainsi que
de la membrane alaire des imagos d’un certain nombre de
Lépidoptéres, ont été isolés des pigments biliaires bleu-
vert de la série IX y: la ptérobiline (ou biliverdine IX y),
la phorcabiline et la sarpédobiline. Cette derniére dont la
structure compléte n’est pas encore connue, n’a pu étre
étudiée que dans les ailes d’imagos®-19, Ces pigments sont
biosynthétisés par les Lépidoptéres et proviennent de
Pouverture de la protoporphyrine IX au niveau du pont

1

La biliverdine IX « a été trouvée dans la cuticule et
Phémolymphe de divers Insectes Orthoptéres? 13, Mc-
DonNaGcH met en évidence un rdle d’inhibiteur de 'oxy-

géne singulet pour cette substance et pense qu’elle peut
agir efficacement pour protéger les Insectes contre les
photoxydations néfastes. Une telle possibilité avait été
suggérée par VUILLAUME % 16,

I’analyse de 'action de la lumiére sur la ptérobiline se
fera sur plusieurs plans. L’étude photophysique dont nous
présentons ici les premiers résultats, doit permettre de
déterminer les caractéristiques des états photoexcités de
ce pigment et de mettre en évidence certains modes de
désactivation de la molécule. L’étude photochimique est
orientée vers la détermination des produits formés aprés
irradiation et du comportement éventuel de la ptérobiline
vis-4-vis d’autres réactions photochimiques. Enfin, la
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démonstration d’une signification biologique de la ptéro-
biline s’appuiera sur l'ensemble des résultats obtenus
ainsi que sur des observations biologiques.

Méthodes. La préparation des pigments tétrapyrroli-
ques sous forme d’esters diméthyliques et leur purifica-
tion par chromatographie sur couche mince (CCM) ont
déja été décritesl”. Toutes les opérations sont réalisées en
lumiére atténuée et des lavages par le cyclohexane sont
effectués juste avant les mesures des spectres.

Pour les études photochimiques, on irradie par 2 lampes
Philips de 300 Watts situées symétriquement & 8 cm de la
solution méthanolique du pigment, maintenue a 20 °C. Les
produits obtenus sont analysés par CCM. Les maléimides
sont révélées par Cl,/benzidine et les propentdyopents par
le dithionite/NaOH. Les absorptions ont été mesurées avec
un spectrophotometre Beckman DKU et les fluorescences
a laide d’un spectrofluorimétre Jobin-Yvon type Béarn,
muni d’un détecteur R446.

Résultats. 1.’étude photochimique de la ptérobiline et
de la phorcabiline a mis en évidence 'extréme sensibilité
a la lumiére de ces substances®®. L’étude photophysique
de la ptérobiline confirme cette observation. L’obtention
d’un spectre de fluorescence correct a nécessité une puri-
fication sous lumiére jaune atténuée. La Figure 1a montre
les spectres mesurés avec un échantillon d’ester diméthy-
lique de la ptérobiline préparé sans précaution particu-
liere. La Figure 1b montre les spectres obtenus avec un
pigment préparé sous lumiére atténuée et lavé par le cy-
clohexane. Sur la Figure 1a, on note pour le spectre d’ab-
sorption, 2 maximums a 375 et 650 nm et pour le spectre
d’émission de fluorescence, des maximums d’émission a
400 et 500 nm ainsi qu’a 680 et 720 nm (bandes plus fines).
Aprés une meilleure purification, les spectres se simpli-
fient (Figure 1b). La fluorescence vers 400 et 500 nm
étant fortement diminuée ou ayant disparue, était donc
liée a des impuretés non séparées par les CCM répétées.
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Fig. 1. a) Spectres d’absorption et de fluorescence de l'ester dimé-
thylique de la ptérobiline (solvant: méthanol, excitation de la
fluorescence 4 375 nm). b) Spectres d’absorption et de fluorescence
de 'ester diméthylique de la ptérobiline aprés purification (solvant:
méthanol, excitation de Ia fluorescence & 375 nm).
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Ces impuretés possédent une absorption intense et un
rendement de fluorescence élevé. Ces résultats sont a rap-
procher de ceux publiés par LIGHTNER et al.1? concernant
la biliverdine IX o. Il y a concordance des spectres d’ab-
sorption mais les spectres de fluorescence présentent les
mémes anomalies que ceux de la Figure la. Dans ce cas
comme dans le ndtre, on peut supposer que ce phénomeéne
est do & des impuretés.

Des spectres de la Figure 1b on peut tirer les résultats
quantitatifs reportés Figure 2. Nous retiendrons pour
Iabsorptivité (¢) a 685 nm, la valeur de 12.000. L’ab-
sorption et l’émission observées correspondent bien au
premier état singulet excité dont on peut fixer avec pré-
cision I’énergie a 1,75 eV (40,3 Kcal/mole). Le rendement
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Fig. 2. Spectres d’absorption et de fluorescence corrigée de 'ester
diméthylique de la ptérobiline (solvant: méthanol). L’échelle de
Pintensité de fluorescence a été choisie afin de faire apparaitre la
symétrie.
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de fluorescence est de 0,07 £ 0,003. Il indique que la dés-
activation de l'état singulet excité se fait principalement
par voie non radiactive, éventuellement par passage a
I’état triplet (travaux en cours).

Les mesures d’extinction de fluorescence par l'iodure
d’éthyle®® ont permis de mesurer la durée de vie du pre-
mier état singulet excité! v = 3,03. 10-% s. A partir des
spectres d’absorption on peutcalculer® v = 4,6. 10—%s
que I'on considérera comme étant en accord avec la va-
leur précédente. La régle de LEwWsCHIN?? est respectée
(symétrie de I'absorption et de 1’émission, Figure 2), ce
qui milite en faveur de lexistence majoritaire d’une seule
configuration en milieu méthanolique. On en déduit
également que l'hypothése la plus probable est que la
configuration moléculaire de 1'état singulet excité est
trés peu modifiée par rapport a celle de I’état fondamental.

“Quelques-unes des photoréactions de la ptérobiline en
lumiére visible viennent d’étre décrites?®. Dans un milien
protique polaire, l'irradiation de l’ester diméthylique de
la ptérobiline, en absence de tout autre sensibilisateur,
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provoque rapidement des réarrangements chimiques de
la molécule qui conduisent & la formation de nouveaux
pigments bleus. Parmi ceux-ci, la phorcabiline et la sar-
pédobiline ont été identifiées; également instable a la
lumiére, la phorcabiline est en partie photoisomérisée en
sarpédobiline 8, Une irradiation prolongée conduit & des
dérivés d’oxydation parmi lesquels des propentdyopents
et des maléimides.

La sensibilité a la lumiére des pigments tétrapyrroliques
de la série IX yp rend possible une éventuelle signification
biologique de ces substances. Des essais qui seront ef-
fectués dans un proche avenir devraient permettre de
préciser ce réle d'un point de vue strictement photo-
physique (étude des transferts d’énergie).

20 J, M. BonwniER et P. Jarpon, J. Chim. phys. 67, 1385 (1970).

2L J. B. Birks, Photophysic of Aromatic Molecules (Wiley Inter-
science, Lond. 1970}, p. 88.

22 W. L. LEwscHiN, Z. Physik 72, 368 (1931).

Lago di Tremorgio (Canton Ticino) — a Meteorite Impact Crater in the Swiss Alps?

K. BACHTIGER *

Tustitut fitr Kvistallographie und Petvographie dev Etdgendssischen Technischen Hochschule, Sonneggstrvasse 5,

CH-8092 Ziivich (Switzerland), 4 May 7976.

The investigation of meteorites and their craters has,
in the epoch of space trips and of possible nuclear
war, attained considerable importance for several rea-
sons. In the first place the study and the testing of
space suits in terrestrial meteor craters like Barringer
Crater (Arizona) or Noerdlinger Ries (Bavaria) gave the
astronauts an approximate idea of the topographical and

geological surroundings to be expected on the moon.
Secondly the stony meteorites were thought to supply
some evidence of the possible composition of the moon’s
surface, although in fact completely different rock types
were found. A third reason is that, as atmospherical and
subterrestrial nuclear explosions are not only used for
strategic purposes but also for gigantic civil construction

Fig. 1. Topographical map of the
Lago di Tremorgio basin, ca. 10
km SE of Airolo (Valle Leventina,
Canton Ticino), N-5- and W-E-
diameter of the basin at the level
of 2040 m about 1360 m (Grid
square has 1 km sides). Section of
Landeskarte der Schweiz, 1:50000,
sheet 266: Valle Leventina, 1961,
Published with permission of Eidg.
Landestopographie Wabern-Bern,
given 7th April 1976.



