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SUMMARY

Separation of guanidino compounds by means of iocn-exchange thin-layer chromatography

Thirteen guanidino compounds inciuding glycocyamine, glycocyamidine,
creatine, creatinine, arginine and guanidinosuccinic acid were chromatographed on
thin-layer plates pre-coated with ion-exchange resins. Maximum resolution was
obtained on layers of the cation-exchange resin eluted with 0.12 M sodium citrate
buffer of pH 5.2, permitting the separation of nine of the thirteen guanidino com-
pounds.

Relationships between structure and physicochemical properties and the
clution patterns of some sclected guanidines were graphically evaluated.

EINLEITUNG

Unter den verschiedenen Gruppen von Guanidinverbindungen ™™ kdnnen Guani-
dincarbonsduren (GC) als amphotere Verbindungen angesehen werden, bei denen
dem Guanidinrest basische, der Carboxylgruppe saure Eigenschaften zukommen.
Eine Lactamisierung fithrt im einfachsten Fall zu Derivaten vom Typ des Glykocy-
amidins (2us Guanidinoessigsiure) bzw. des Kreatinins (aus N-Methylguanidino-
assigsdure). Durch Elektrophorese oder Ioneraustauscherchromatographie lassen
iich diese Imincharnstoffabkémmilinge Zhnlich wie Aminosduren aus Gemischen
solieren®—.

Als Teil einer systematischen Studie wird nachfolgend iber die diinnschicht-
hromatographische Tremnung von dreizehn Guanidinen suf Ionenaustauscher-
slatten berichtet. Unter den untersuchten Substanzen befanden sich Arginin, Kreatin,
lreatinin, Glykocyamin und Guanidinobuttersdure, die fiir den Stoffwechsel des
Varmbliiterorganismus, insbesondere auch fiir den des Menschen, eine physiologische
.nd pathophysiologische Rolle spielen®%. Andere Derivate, wic NAB z.B., fir die
ine solche Bedeutung bisiang nicht bekannt ist, wurden aus theoretischen Erwigun-
“en in die vorliegends Untersuchung einbezogen.

“ Direktor: Prof. Dr. G. Quadbeck.
** Far Abkfrzungen der Guanidinderivate siehe Tabelle II.
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TABEILIEI

AUESTELLUNG DER VERWENDETEN PUFFERSYS"’E\&:: FUR DIE '(A’HONENAUS-
TAUSCHERCHROMATOGRAPHIE

13
Pufferfunktion Z; w:mmnemelzxgng der Puffer 75
Aquitibrierungspuffer 141 g Citronensiuremonohydrat
8.0 ¢ Natriumhydroxid
P23 ml HCl(Z = 1.19)
a¢ 1000 mf Wasser bidestilliert
Yor Gebrauch ::0 mit Wasser verdinnt 328
Elutionspuffer I, Citratpuffer
1. 24.6 g Citronensiuremonchydrat
14.0 g Nairiumhvdroxid
8.5ml HCl (€ = 1.18)
ad 1600 m! Wasser bidestilliert - 5.23
2. Citratpuffer 4.325
3. Citratpuffer 3.30
4. Citratpuflfer 6.00
Zuesammensetzung der Citratpuffer 2-4: siche Merkbiatt I
fonex-15 SA. PKE/-Test 10.71 der Plattenherstelier-Fa.
If. Acetatpuifer 1-3
i. 3.60
2. 4.60
3. 5.60
I NaCHHCl 1-3
i. 100
2. 1.50
3. 2.00

Bestandieile der Systeme I/1-3 und II[/1-3 den Geigy-
Tabelien entnommen®™

* pH-Werte der fertigen LOsungen.

MATERIAL UND METHODIK

Piattenmaterial

Fiir die Ionenaustauscherchromatographie wurden Fertigfolien, 20 X 20 cm,
der Firma Macherey, Nagel & Co. {Minden, B.R.D:) des folgenden Typs verwendet:
{a) Ionex-25 SA mit einem 53%igen Zusatz eines stark sauren Austauscherharzes in

der Na-Form {Schichtdicke 0.25 mm). (b} Ionex-25 SB mit einem 35 %igen Zusatz
eines stark basischen Awnstauscherharzes in der Acetatform (Schichidicke 0.25 mm).

Pyfferigsungen

Die benutzten Puffer sind in Tabelle I zusammengesteﬂt. Ausfiihrliche An-
gaben werden nur fiir solche L3sungen gemacht, mit denen brauchbare Trennungen
erzielt wurden.

Guanidinverbindungen

Die dreizehn untersuchien Guanidine sind zusammen mit ihren Struktur-
formein und hier verwendeten Abk@rzungen in Tabelle IT zusammengestellt. Die Sub-
stanzen wurden mit Ausnahme von Glykocyamidin, das durch Zyklisierung von Gly-
kocyamin gewonnen wurde’®, von den angegebenen Herstellern bezogen und fiir die
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«

ABELLE II

USAMMENSTELLUNG DER DREIZEHN UNTERSUCHTEN GUANIDINE MIT STRUK-
UREOR!\&EL ABKURZUNGEN UND BEZUGSQUELLEN

AR

. wbstanz Struxturformel Abkiirzung Bezugsquelle
. i I & NH -
. -Amidino-benzamid Cg—C—n—C NAB Eastman-Kodak,
AN .
H Nrép Rochester,
N.Y, US.A.
r-Methyl- H—_—M/Nyz -gt -
guanidin - HCI \";‘—H NMG Schuchardt/Merck
CHg
Arginin-HClL x C)‘""z H L‘{ I-E( - Arg Merck,
= 1
\4;;—? ~e—c~ j —eoox Darmstadt,
SRR B.R.D.
- N
e-Aming-y- w=c o1 T % AGBS Calbiachem.
guanidino- SH—C—C—C—COsH Los Angeles,
buttersiure- HCE-H,O LA S Calif., U.S.A.
‘ PN
z-Amino-J-guanidine-~ H-\'=C\M_r§ d coou AGPS Caitiochem
propionsiure-HCE T 7 1 £o
] 4O NH,
Glycocyamin N C/Nﬁ'z GES Fluka, Buchs,
) \»{ —CHy —COOK Schweiz
%
NHg
Kreatin K —N=CT K’ Merck
SN —CH,—C0oH h
Sy
YT
N-Amidino- Hccc——? -—ti: —CocH NAAS Schuchardt
asparaginsiure x N~H
NC=nNH
Hak
H
b'( c=0Q
K -eatinin u.——n:c( T K Merck
K—Cty
CHy
H
N—c=0
G coevamidin H—_n—=Cc" 1 Giy"” Selbst hergestelit
< \T—cqz
L
H H & H
4- uanidino- !l‘ é é-é—COGH GBS Fluka
- wittersdure wn=c” 1 | |
. N, BOFOH

¢ Fortsetzung S. 488)
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TARBELLE I { Fortserzung} )
Substanz Strukturformel Abkiirzung Bezugsquelle
KoYk ~ .
£-Guanidino- Ny—d —d oo GPS Calbiochem
H—N=C ( Il

propionsaure

N-Amidino-zlanin H NAAL Eastman-Kodak
c

Chromatographie jeweils als frisch angesetzte wissrige LOsungen (2 ml/mg Wasser
bidestilliert) verwendet. Alle Guanidine waren durchwegs chromatographisch ein-
heitlich.

Biinnschichtchromatographie (PC)

Die Trennungen wurden bei Raumtemperatur und Kammersdttigung in An-
lehnung an die Angaben der Plattenhersteller durchgefihre: Aquilibrieren dber 3
Std. mit Puffer (Tabelle I}, Trocknen, Auftragen dar Substanzen (2 ul bei Einzelsub-
stanzen, Vieifache bei Gemischen), Trocknen nach aufsteigender Chromatographie
in 00L& HCE und schliesslich Entwickeln im eigentlichen Elutionspuffer.

Die Anionenaustauscherplatten wurden nach dem Aquilibrieren und Auf-
tragen der [ dsungen direkt in den Elutionspuffer eingebracht. Die verschiedenen Ver-

TABELLE I

R~WERTE UND NACHWEISREAKTIONEN VON DREIZEHN GUANIDINVERBIMNDUN-
CEN

Die R~Werte bezichen sich auf die Kationenaustauscherpiatten Iopex-25 SA-Na und den Citrat-
puffer i/1 (Tabelle £). Das giit auch fir folgende pachstehende Angaben: Laufstrecke, 15.8F + 1.00
cmy; Fleckenlange, 1.3% X G.28 cm; Fleckenbreite, 0.58 = 0.25 cm; MNachweisgrenze, 4 xg. Unter
der Spalte ‘Iaghwetveakucnen sind die benuizten Spmmeagenmen aufgefibrt: S = Sakaguchi-

Reagenz®?; ¥ = Jafié-Reagenz®; N = Ninhydrin-Reagenz.
Substanz Re-Werte Nachweisreakiionern

Y F N
NAB Q.00 +
NMG 0.04 £ 9,00 -+
Arg Q.06 = 0.09 -+ <
AGBS 0.09 == 0.01 -+ “~
AGPS 8.09 = 0.00 + {bizulich weiss} =+
K- 8.10 = 0.01 + (eelb-griin -
Gly” 0.13 = 6.00 - (i) -
GBS 0.15 =601 -+
GPS 0.22 = 0.01 +
NAAL 861 £ .07 -+
GES .63 = Q.61 -+

K 065 =601  —
NAAS 096 ~ 001 -
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sindungen wurden sowchl einzeln ais auch in Gemischen unterschiedlicher Zusammen-
etzung (im allgemeinen drei Komponenten) chromatographiert. Der Nachweis der
slecken auf dem Chromatogramm erfolgte durch Bespruhen mit (a} alkzalischer Pi-
rinsdureldsung!'! oder (b) einem Nitroprussid-Reagenz!?

Alle verwendeten Reagenzien waren analysenreme Substanzen der Firma
ferck (Darmstadt, B.R.D.).

Tusammenhang Struktur—chromatographisches Verhalten

r Zusammenhang zwischen Struktur und chromatographischem Verhalten
vurde analog zur sog. Martin-Beziehung® fiir die Papierverteilungschromatographie
.1ach folgender Formel gepraft®*:

Ryr = log (I/Rr — 1}
ERGEBNISSE

Fig. I zeigt ein Chromategramm verschiedener Guanidinogemische. Die ein-

_zelnen Flezken wurden originalgetreu nachgezeichnet. Die zugehfrigen Rp-Werte
sind, ansteigend, in Tabelle Il zusammengestellt. Dabei wurde darauf verzichter,
“Einzel- ui:d Gemisch-R-Werte™ getrennt gufzufihren, da sie einander weitgehend
entsprechen. Graphische Darstellung und tabellarische Angaben beziehen sich auf die

Front
© s
7 gss
k= ke K [
( ’ ( ) ( ) < : ) ATPS ACPS
—! Gy - ) — ____.
NUG (G AGFS P = Gz
[ em— Ag8S s { D]
grt

_ig. 1. Originalgetreue Skizze eines Chromatogramms, lediglich Arg eingezeichnet. Platrenmaterial:
_3mex-25 SA-Na; Elutionspuffer: Citratpuffer pH 5.2 (Tabelle I); Nachweisreagenz: Sakaguchi-
ieagenz.
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Kationenaustauscherplatten und den Citratpuffer pH 5.2. Letzterer erwies s sich unter
zehn Laufmittelsystemen im pH-Bereich [.0-6. O afs der geeignetste (Trennschéarfe
und Apordoung der R.-Werte).

Wie Fig. I zu entnehmen ist, sind NAAS, K. G
K" bzw. Gly’, AGPS, AGBS, NMG und NAB nebeneinander nachzuweisen. In
den Fillen AGPS/K' und R”/GI}" * erlaubt die unterschiedliche Anfarbbarkeit der
Fiecken mit den Sprithreagenzien eine Differenzierung (Tabelle ITI, rechte Spalte}. Bei
K'/GES/NAAL bzw. AGBS/Arg ist eine Auftrennung mit keinem der Laufmittel-

] ca
systeme aus Tabelle I zu erreichen. In den anderen Elutionsmitteln lagen entweder

die R.-Werte niedriger oder zu nahe beieinander. Entsprechendes gilt, wenn auf die
0.01 N HCI-Chromatographie verzichtet wurde. Auf den Anionenaustauscherplatten
Tonex-25 SB (Acetatpuffer pH 5.0) unterschieden sich die Rg-Werte, mit Ausnahme
von NAR, gleichfzils nur minimal (0.6-0.7). Von weiteren Versuchen mit anderen
Puffersystemen wurde abgesehen.

Fiir die Verteilungschromatographie auf Cellulose fand Martin'® eine gesetz-
missige Bezichung zwischen dem Rg-Wert und der Zahl homologer Bauelemente.
Obwoh! im vorliegenden Trennsystem mit einheitlich wissrigem Milieu eine Ver-
tetlung keine Rolle spielen sollte, veranlasste uns der homologe Bau von sechs der
dreizehn Guanidine, cbiges Prinzip auf seine Gitltigkeit und Anwendbarkeit zu Giber-
pritfen. Fiir die homologen Guanidinoaminosduren (GA) Arg, AGBS und AGPS
wurde eine lineare Bezichung bei numerischem Auftragen der Zaht der CH,-Gruppen
gegen den R;,-Wert gefunden; die Darstellung der gleichen Funktion bei den GC
zeigten dagegen einen gekriimmiten Verlauf. Die entsprechenden Verhéltaisse bet Cel-
lulose-DC mit Butanol-Essigsdure-Wasser als Laufmittel sind ebenfalls dargestellt.

IDC Mo
GES oder L\&z-u_, UJro, \JIBS,

DISKUSSION

Fiir die Trennung von Guanidinverbindungen erwies sich die fonenaustauscher-
DC als gut geeignet, wahrend dic Ergebnisse in der Verteilungs-DC nach eigenen Er-
fahrungen nicht immer befriedigend sind®. So gelang die Trennung von einigen struk-
turell eng verwandien Derivaten wie GBS/GPS oder Arg/AGPS nur mit Hilfe der fo-
nenaustauscher-DC.

" Es darf jedoch nicht tibersehen werden, dass auch unter den giinstigsten Trenn-

bedingungen eine AufiSsung von bestimmten Substanzgruppen nicht méglich war.
wic dic Beispicle Arg/AGBS und K'/GES/NAAL deuilich zeigen. Im ersten Fall
sind hierfiir wohl die geringen Basizitdtsunterschiede verantwortlich zut machen, im
zweiten Fall erschweren zusitzlich der grosse Fleckendurchmesser und eine wechsei-
seitige Beeinflussung des Wanderungsvermégens im Gemisch eine Auftrennung.
Bie GrOsse eines Ry-Wertes diirfie unter den vorliegenden Bedingungen bei einem
gegebenen pH-Wert in erster Linie von der strukturbedingten Aciditit bzw. Basiziti:
des jeweiligen Guanidinderivates abhingig sein. Z.B. ist vom Guanidin bekannr, das:
¢s Zhnlich basisch ist wie Alkalilaugen®s, eine Folge der idealen Mesomerieverhaltnisse
des Kations. Die feste Bindung des NMG an das saure Austauscherharz steht dami
im Einklang. Arg, AGBS und AGPS sind Homologe, die sich in der Kettenldnge umr
jeweils eine CH,-Gruppe unterscheiden. Arg ist die am stirksten basische der dre-
Verbindungen, sein Wanderungsvermdgen vergleichsweise am geringsten. Die N-
Amidinoasparaginsdure leitet sich von der Bernsteinsiure ab. Afa Dicarbonsiure ist

v
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sie unter den dreizehn Guanidinen der Tabelle If dasjenige mit der geringsten Basizi-
tat. Thr hoher R-~-Wert unterstreicht dies.

Driickt man am Beispiel der beiden homologen Reihen Arg/AGBS/AGPS
und GBS/GPS/GES den Zusammenhang zwischen Waaderungsgeschwindigkeit als
Ry ~Wert** und Kettenldnge graphisch aus (s. Fig. 2 und 3), wird der Einfluss der un-
terschiedlichen Basizitit in der lonenaustauscher-DC besonders deutlich. Im Vergleich
mit def DC auf Cellulose kommt es allerdings zu einer Umkehr der Kurvenneigung,
was in der Verteilungs-DC als Ausdruck einer Adsorption der zu trennenden Sub-
stanzen aufgefasst wird. Nun bilden die wirksamen Austauschergruppen eines Harzes
zine scheinbare stationire Phase, die sich dhnlich auswirkt wie eine unspezifische Ad-
sorption an das Trégermaterial oder die Verteilung in eine stationdr-fliissigen Phase.
Damit ldsst sich zwischen den Einfiiissen dieser beiden gleichsinnig wirksamen Fak-
tcren —Austauschereffekt und Adsorption— in diesem Zusammenhang keine sichere
Unterscheidung treffen.

Die graphische Darstellung der Funktion R, = f {Kettenlinge) ergibt bei
den GA eine Gerade, bei den GC eine Kurve. Driickt im Fsalle der GA der R;-Wert
allein den Einfiuss der CH,-Gruppen auf das Wanderungsvermdgen aus, diirfte bei den
Lurzkettigen, homologen GC zunéchst die Wechselwirkung zwischen den beiden funk-
tionellen Gruppen (COOH, Guanidinorest) im Vordergrund stehen. Da sich die
AR ~-Werte mit zunehmender Kettenldnge verringern, ist anzunehmen, dass schliess-
lich eine Gerade resultiert, wenn der Einfluss der Carboxylegruppe geringer wird.

Von Interesse ist das Verhalten von K’ im Vergleich mit GES und K. Die

GBS/ GPS 1 GES

Ry
&rc { AGSS I AGPS /
<

et

(=}
[+}]

w
I

Rus
: st /
/

_— AN
= !f\
‘ ?

0
t
T

Zaqt der CH»-Gruppe

Zaht der CH2-Gruppe

.. 2. Graphische Darsteliung der Funktion Ry = f (Kertenlinge) far drei homologe GA. O_, Ver-
“ifungs-DC; n-Buranol-Essigsdure-Wasser (60:15:15}; X, Ionenaustauscher-DC; fonex-25 SA-
<olien; Citratpuffer pH 5.2.
der Funktion R, = f (Kettenl&nge) fir drei homologe GC. C, Ver-

‘8. 3. Graphische Darstellung x, Ionenaustauscher-DC; Ionex 25-SA-

* flungs-DC; n-Butanol-Essigsiure-Wasser (60:15:15);
_ olien; Citratpuffer pH 5.2,
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Zyklisierung bewirkt erwartungsgemaiss eine deutliche Verkirzung der Wanderungs-
strecke aufgrund der erhShten Basizitit des K. Dagegen bleibt der -I-Effekt des
N,-stindigen CH;-Restes ohne deutliche Wirkung auf die Ry-Werte in der lonen-
austauscher-DC. Die relativ “sauren” R -Werte von K’ bzw. GES bei pH 5.2 ent-
sprechen dagegen nicht den Erwartungen, wenn man davon ausgeht, dass Literatur-
angaben zufolge'” pK'y 14 sein soll. Sie weisen vieimehr auf eine stdrkere Disso-
ziation der protonierten Guanidinogruppe bei pH 5.2 hin. Das wiirde auch mit spek-
tralphotometrischen Ergebaissen im Einklang stehen, aus denen auf einen *“‘wahren™
pK-Wert um 5 geschlossen werden kann

Die Wechselwirkurng zwischen Guanidiniumion und Austauscherharz scheint
jedoch nicht der einzige Faktor zu sein, der die Grdsse des Rg-Wertes beeinfiusst,
wie das Beispicl NAB verdeutlicht. Von der Struktur her ist nicht erkldrlich, warum
NAB eine stirkere Base sein sollte als z.B. NMG. Mdglicherweise spielen hier zu-
sitzliche Adsorptionseffekte eine Rolle, worauf auch analoge Befunde bet der [onen-
austauscher-DC aliphatischer und aromatischer Amine hinweisen®s.

ZUSAMMENFASSUNG

Das chromatographische Verhalten von dreizehn QGuanidinverbindungen
auf Dinnschichtplatte, beschichtet mit Kationen- bzw. Anionenaustauscherharz,
wurde untersucht. Auf Kationenzustauscherplatten wiesen neun von dreizehn Guzai-
dinen bei Elution mit einem 0.12 M Na-Citratpuffer von pH 5.2 unterschiedliche Rp-

Werte auf.
Die Bezichungen zwischen Strukiur und physikochemischen Eigenschafien

einiger Guanidine und ihrem chromatographischen Verhalten werden beschrieben.
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