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Die Farbreaktion der Guanidinoverbindungen mit Diacetyl
und «-Naphthol in alkalischer Lésung eignet sich fiir einen
sehr empfindlichen Nachweis des Arginins und seiner Peptide
sowie des Glykocyamins, Kreatins und anderer Guanidinoséuren
nach chromatographischer Trennung auf Filtrierpapier.

Um 1. Arginin und Argininpeptide bei der Papierchromatographie
partieller EiweiBhydrolysate spezifisch nachweisen zu konnen, 2. andere
natiirlich vorkommende Guanidinderivate, z. B. Glykocyamin und
Kreatin, auf einfache Weise in biclogischem Material aufzufinden, 3. die
beim hydrolytischen Abbau guanylierter Peptide und Proteine erhilt-
lichen x-Guanidinosiuren identifizieren zu konnen, bedarf es einer
spezifischen Farbreaktion, mit deren Hilfe sich Guanidinoverbindungen
nach chromatographischer Trennung auf Filtrierpapier in sehr geringen
Mengen entdecken lassen.

Die gebriuchlichen Nachweisreaktionen auf substituierte Guanidine sind
in ihrer iiblichen Ausfithrung fiir papierchromatographische Zwecke nicht
sonderlich geeignet. Die von Roche, Feliw, Robin und van Thoai! zur Auf-
findung von Arginin, Glykocyamin und einigen anderen Guanidinver-
bindungen natiirlichen Ursprungs verwendete Sakaguchi-Reaktion? hat
ernste Nachteile: Sie erfordert das Besprithen der Papierchromatogramme
mit Reagenzien in wifiriger Losung, wodurch die entstehenden Farbflecken
verwaschen werden, sie ist manchen «-Guanidinosiuren gegeniiber wenig
empfindlich — Roche und Mourgue® berichten, daB3 das Guanylderivat des
Serins eine 20mal schwichere Sakaguchi-Reaktion gibt als Arginin — und
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schlieBlich liegen Kreatin und die Guanylierungsprodukte aus Prolin, Oxy-
prolin und anderen sekundéren Awninen auBerhalb ihres Anwendungsbereiches.
Auch in der von Acher und Crockert entscheidend verbesserten und fir einen
spezifischen und sehr empfindlichen Nachweis von Argininpeptiden be-
stimmten Form erfordert die Sakaguchi-Realtion immer noch ein Besprengen
mit einer wabrigen Hypobromitlésung und erfaBt nicht jene Guanidino-
verbindungen, die sich von sekundidren Aminen ableiten. Die von Ames
und Risley® angewendete Voges-Proskauer-Reaktion® wiederum ist wegen
méBiger Empfindlichkeit unbefriedigend. 33 ug Kreatin und 200 ug Glyko-
cyamin werden als kleinste papierchromatographisch erfaBbare Mengen
angegeben’. Als Alternative wird die Umwandlung der Guanidinosiuren
in ihre Lactame auf den Chromatogrammen durch starkes Erhitzen der
Filterpapierstreifen und der anschlieBende Nachweis der zyklischen Ver-
bindungen mit der Jaffe-Reaktion empfohlen® 7. Dieser Weg ist zur Auf-
findung des Kreatins in Mengen von einigen ug gangbar. Die Prozedur
versagh jedoch vollig mit Glykocyamin und anderen schwer oder nicht
zyklisierbaren Guanidinoverbindungen.

Eigene Versuche haben nun erwiesen, dal} sich die Voges- Proskauer-
Reaktion durch zwei Anderungen, die ihre Empfindlichkeit bedeutend
steigern, fiir papierchromatographische Verwendung adaptieren laBt:
Dem alkalischen Diacetylreagens werden nach einem Vorschlag von
Barritt? sowie von Eggleton, Elsden und Gough® geringe Mengen «-Naphthol
zugesetzt und wilbrige werden durch alkoholische Lésungen ersetzt.
Bei Anwendung der im Versuchsteil angegebenen Prozedur kénnen nach
Chromatographie auf Filterpapier 0,2 ug Kreatin und ebensoviel Glyko-
cyamin noch einwandfrei entdeckt werden.

Diese duBerst empfindliche Modifikation der Voges- Proskauer-Reaktion
ermoglicht einen einfachen und spezifischen papierchromatographischen
Nachweis von Kreatin in Blut, Harn, Muskelextrakt usw. Sie stellt
ferner eine ebenso empfindliche Probe auf Arginin dar wie die Ninhydrin-
reaktion und eignet sich infolge ihrer Spezifitdt bestens zur Sichtbar-
machung freien und in Peptiden gebundenen Arginins in partiellen
EiweiBhydrolysaten.

x-Guanidinosduren lassen sich, wie aus den in Tabelle 1 zusammen-
gestellten Rp-Werten ersichtlich wird, ebenso gut wie die «-Amino-
siuren, deren Derivate sie sind, und mit den gleichen Losungsmitteln
papierchromatographisch trennen. «-Amino- und «o-Guanidinosiuren
sind am selben Chromatogramm auch nebeneinander nachweisbar, da
eine vorhergehende Behandlung der Papierstreifen mit Ninhydrin der

1 R. Acher, C. Crocker, Biochim. Biophys. Acta 9, 704 (1952).
5 8. R. Ames und H. A. Risley, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 69, 267 (1948).
6 (. Voges und B. Proskauer, Z. Hyg. Infekt.-Krankh. 28, 20 (1898). —
A. Harden und D. Norris, J. Physiol. 42, 332 (1911).
" . A. Maw, Biochemic. J. 43, 139 (1948).
8 M. M. Barritt, J. Pathol. Bacteriol. 42, 441 (1936). _
9 P. Eggleton, S. R. Elsden und N.Gough, Biochemic. J.37, 526 (1943).
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Tabelle 1. RF-VVerte von a-Guanidinosiuren.

Phenol/ n-Butanol/ : n~-Butanol/

Wasser | n-Butanol/ | Eisessig; = Pyridin/

0,3% Wasser Wasser | Wasser

NHjy) ‘ (4:1:5) | (3:2:3)
Guanyl-glycin (Glykoeyamin) ... .. 0,71 0,06 0,27 0,27
»»  sarkosin (Kreatin) ........ 0,86 0,06 0,30 0,26
,» alanin (Alakreatin) ....... 0,78 0,12 0,40 0,35
»ooovalin. ..., .., 0,86 0,31 0,65 0,50
. lewcin ... L., 0,95 0,45 0,72 0,38
, isoleuein................. 0,93 0,45 1+ 0,74 0,58
sy SETIN ... i 0,56 0,05 ‘ 0,22 0,30
. bhreonin................. ! 0,70 0,11 | 0,34 . 0,32
PR 7512t 2 N © 0,62 001 | 0,15 @ 0,19
,» methionin ............ ... : 0,90 0,30 1 0,59 ' 0,52
»ooprolin ...l | 0,92 0,10 ; 0,37 0,35
5 OXyprolin................ I 0,70 0,05 | 0,20 - 0,26
,»  phenylalanin ............. 0,97 045 | 0,72 | 0,61
b HYTOSIDL ...l 0,83 . 0,28 0,57 0,56
,» tryptophan .............. C0,84 0,36 : 0,64 0,60
,,  asparaginsiure ........... 0,29 0,01 | 0,27 0,18
»  glutaminsgure ... ...... ... L 0,34 0,01 0,35 |, 0,18

Tabelle 2. Papierchromatographie der Lactame von
x-Guanidinosduren.

R,
R,—CH-—N
N
\
CO—HN
| Bp-Wert
in
o R | n-Butanol/
‘Wasser
|
H H Glykoeyamidin ............... ... - 0,18
H CH; | Kreatinin....................... 0,21
H C,H; | 1-Athyl-glykocyamidin ........... 0,38
CH, H Alakreatinin .................... . 0,33
CH,-S-CH, H Lactam des Guanyl-methionins ... 0,57
{CH,),CH H " . 5,  valing........ i 0,80
(C,H;) (CH,;)CH H . ys ,» isoleuecins .... | 0,7
CeH, - CH, H s »s .» phenylalanins. 0,70
HO - CH, - CH, H . . ,, tyrosins...... 0,55
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duBerst empfindlichen Diacetyl-x-Naphthol-Reaktion nicht abtriglich
ist. Alle in der Tabelle 1 angefithrten Guanidinosiuren lassen sich mit
der modifizierten Voges-Proskauer-Reaktion in einer Menge von 1 ug
oder weniger anffinden.

Kreatinin, Glykocyamidin und andere durch S#ure- und Hitze-
‘behandlong aus «-Guanidinosiuren unter Ringschlufl entstehenden
Lactame, Derivate des Hydantoin-imids-(2), welche ebenfalls mit Erfolg
der Papierchromatographie unterworfen werden konnen (Tabelle 2),
entwickeln mit dem beschriebenen Reagens keine Farbung. Wohl aber
sind sie mit Hilfe der Reaktionen von Jaffe!® und von Benedict und
Behrell, welche von uns fiir papierchromatographischen Gebrauch eben-
falls modifiziert wurden, gut nachweisbar. Bei Einhaltung der unten
angegebenen Vorschriften geben mit alkalischer Pikrinsdure noch 0,5 ug
Kreatinin und 1ug Glykocyamidin, mit alkalischer 3,5-Dinitrobenzoe-
sdure noch 0,5 ug Kreatinin und 2ug Glykocyamidin deutliche Farb-
flecken. Gegeniiber fritheren papierchromatographischen Anwendungen
der Jaffe-Reaktion? 7 12 bedeutet das eine betrichtliche Steigerung der
Empfindlichkeit. Die modifizierte Reaktion eignet sich ausgezeichnet
zum papierchromatographischen Nachweis des Kreatinins im Harn.
Man benstigt hierzu nicht mehr als 14l Urin.

Die Empfindlichkeit der Jaffe-Reaktion nimmt jedoch sehr stark
ab, wenn man von Glykocyamidin und Kreatinin zu jenen Hydantoin-
imidderivaten iibergeht, die sich von Alanin, Methionin, Valin, Iso-
leucin usw. herleiten. Von Alakreatinin lassen sich nur mehr 5 ug, von
den AbkSmmlingen des Valins und Isoleucins bestenfalls 10 bis 20 ug
nachweisen. Hier bewidhrt sich jedoch die Moglichkeit eines hydrolyti-
schen Aufsprengens des Hydantoinringes. FErhitzt man die Lactame
mit 0,3%igem Ammoniak im EinschluBrohr einige Stunden lang auf 105°,
so bilden sie zu einem grofen Teil wieder «-Guanidinosguren zuriick,
welche sich, wie beschrieben, mit Hilfe der Diacetyl-«-Naphthol-Reaktion
in #uBerst geringen Mengen papierchromatographisch identifizieren
lassen.

Experimenteller Teil.
Darstellung der «-Guanidinoséduren.

Glykocyamin und Kreatin wurden nach Schiitte’® durch Behandlung
von Glycin bzw. Sarkosin in ammoniakal. Lésung mit S-Methylisothio-
harnstoffsulfat erhalten, die Guanylderivate des pL-Alanins, pL-Phenyl-
alanins, DL-Serins, DL-Threonins, L-Cystins, DL-Methionins und der DI-

10 M. Jaffe, Z. physiol. Chem. 10, 391 (1886).

i1 § R. Benedict und J. A. Behre, J. Biol. Chem. 114, 515 (1936). —
W. D. Langley und M. Evens, ibia. 115, 333 (1936).

12 (. E. Dent, Biochemic. J. 41, 240 (1947).

18 F . Schiitte, Z. physiol. Chem. 279, 52 (1943).
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Asparaginsgure auf dem gleichen Wege nach den Angaben von M. Mourgue*d.
Analog lieBen sich auch die bereits auf andere Weise gewonnenen Derivate
des DL-Valins!®, pL-Leucins!®, DL-Prolins!” und r-Tryptophans!’” darstellen.
pL-Oxyprolin wurde nach Kapfhammer und Miller'” mit Cyanamid guany-
liert. (Guanyl-DL-isoleucin ist bisher noch nicht dargestellt worden. Fir die
Gewinnung des Guanyl-L-tyrosins'® beschreiben wir einen neuen Weg.
Guanyl-DL-isoleucin. 0,66 g bDL-Iscleucin wurden, in 10cem konz.
Ammoniak gelést, bei Zimmertemp. mit 0,70 g S-Methyl-isothioharnstoff-
sulfat umgesetzt. Uber Nacht schied sich die Guanidinoverbindung in Form
von't Kristallnadeln ab. Diese wurden nach 2fégigem Stehen abgesaugt
(0,29 g), aus Wasser-Athano! umkristallisiert und bei 100° im Vak. getrocknet.

C,H,,0,N,. Ber. N 24,26. Gef. N 24,69.

Quanyl-L-tyrosin. 100 mg 5-[p-Oxybenzyl]-glykocyamidin'® wurden mit
5 cem 1/, %igem Ammoniak 18 Stdn. lang im EinschluBrohr auf 105° erhitzt.
Die aus der gelbgefirbten Reaktionsfliissigkeit beim Erkalten abgeschiedenen
nadelférmigen Kristalle, 35 mg, unverdndertes Ausgangsmaterial, wurden
abgesaugt und das Filtrat eingedampft. Das zuriickbleibende 1 verwandelte
sich bei Behandlung mit Aceton In ein weilles Pulver. Dieses wurde aus
wenig Wasser unter Verwendung von Tierkohle umkristallisiert, mit méglichst
wenig Wasser, dann mit Alkohol gewaschen und bei Zimmertemp. im Vak.
tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Schmp. 204 bis 205°. Jaffe-Reaktion
negativ, Diacetyl-x-Naphthol-Reaktion positiv.

CyoH150,N, - H,0. Ber. N 17,42. Gef. N 17,27.

Darstellung der Lactame der «-Guanidinoséduren.

Glykocyamidin, Kreatinin und Alakreatinin (5-Methyl-glykocyamidin)
wurden nach den Angaben von H. King'® gewonnen. Die aus DL-Valin,
pL-Isoleucin, DL-Phenylalanin und pL-Methionin dargestelltenx-Guanidino-
sduren wurden durch Erhitzen mit Salzsdure in ihre Lactame tibergefiihre;
das Lactam des Guanyl-pL-valins war bereits auf anderem WegelB erhalten
worden, die drei anderen werden erstmals beschrieben. Das 5-[p-Oxybenzyl }-
glykocyamidin!® und das 1-Athyl-glykoeyamidin wurden aus den Estern
des L-Tyrosins bzw, N- -Athylglycins durch Umsetzung mit Guanidin darge-
stellt: das Athylglykoeyamldm war bereits 1886 von Duwillier in schlechter
Ausbeute aus Athylglycin und Cyanamid erhalten worden 20,

5-Isopropyl-glykocyamidin. 0,30 g Guanyl-DL-valin wurden mit konz.
Salzsdure 2mal auf dem Wasserbad zur Trockene verdampft. Der Riickstand,
der beim Stehen in der Kalte kristallisierte, wurde in méglichst wenig Wasser
gelost. Wurde nun durch Zusatz von Ammoniak schwach alkalisch gemacht,
kristallisierte das Lactam augenblicklich aus. Hs bildete nach Umkristalli-
sieren aus Wasser kristallwasserhaltige Nadeln (0,21 g}. Die durch Trocknen

M. Mourgue, Bull. soc. chim. France 1948, 181.

% H. Ramsay, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 4389 (1908). — M. B. Duwillier,
C. r. acad. sci., Paris 91, 172 (1880).

16 g, D@willier, C. r. acad. sci., Paris 104, 1290 (1887).

17 J. Kapfthammer und H. Miller, Z. physiol. Chem. "25, 1 (1934).

'8 K. Abderhalden und H. Sickel, Z. physiol. Chem. 175, 68 (1928).

19 H. King, J. Chem. Soc. London 1930, 2374.

2 F. Duwillier, C. r. acad. sci., Paris 103, 212 (1886).
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bei 150° entwisserte Verbindung zersetzt sich ab 240° und ist bei 260° klar
durchgeschmolzen.

§-sek. Butyl-glykocyamidin wurde analog aus Guanyl-DL-isoleucin er-
halten, aus Wasser umbkristallisiert und bei 150° getrocknet. Schmp. un-
scharf: 225 bis 237°.

C,H,,ON,. Ber. N 27,08. Gef. N 27,50.

5-Benzyl-glykocyamidin., 178 mg Guanyl-pL-phenylalanin wurden mit
1,8 com konz. Salzsdure in einem Glasrohr eingeschmolzen 5 Stdn. lang auf
105° erhitzt. Der nach Abdampfen der Salzsiure kristallisierende Riickstand
wurde i wenig warntermn Wasser gelost. Bel Zusatz von 2 Tropfen konz.
Ammoniak schied sich das Lactam sofort in Form rein weiBer Kristalle aus
(151 mg). Zur Analyse wurde es 2mal aus siedendem Wasser umkristallisiert
und mehrere Stunden lang bei 100° getrocknet. Es zersetzt sich ab 240°
und ist bei etwa 260° vollig geschmolzen.

0, H,,ON,. Ber. N 22,21. Gef. N 22,24.

5-Methylthiomethyl-glykocyamidin, 130 mg Guanyl-Di-methionin wurden
mit 1,5 ccm konz. Salzsdure 7 Stdn. lang im EinschluBrohr auf 105° erhitzt.
Nach Abdampfen der Salzsiure wurde der sirupdse Ruckstand in einigen
Tropfen Wasser geldst und mit konz. Ammoniak bis zur schwach alkalischen
Reaktion versetzt. Bei Reiben der GefiBwand trat Kristallisation ein.
Das Lactam (63 mg) wurde 3mal aus wenig absol. Athanol umkristallisiert
und 6 Stdn. lang bei 100° getrocknet. Schmp. 1768 bis 183°.

OgH,,ON,S. Ber. N 24,26. Gef. N 24,18,

I-Athyl-glykocyamidin. 2,5 g Guanidinhydroehltorid wurden in warmem
absol. Athanol geldst und mit einer aus 0,60 g Na bereiteten alkohol. Natrivm-
sthylatlésung vermischt. Nach Absaugen des ausfallenden Natrinmehlorids
wurden in das Filtrat 1,15 g N-Athylglycin-gthylester eingetragen. Die
stark nach Ammoniak riechende Flissigkeit wurde auf dem Wasserbad
50 weit als moglich von Alkchol befreit, der Riickstand noch 1/, Std. lang
auf zirka 70° erhitzt und dann abgekiihlt. Bei Zusatz von wenig absol.
Alkohol begann 1-Athyl-glykocyamidin auszukristallisieren; die Hauptmenge
schied sich ab, als Eisessig bis zur neutralen Reaktion zugetropft wurde.
Das weiBe Reaktionsprodukt (1,01 g) wurde aus 1,5 cem heillera Wasser
umkristallisiert und bei 100° im Vak. getrocknet. Uber 250° erhitzt, zersetzt
sich das Athyl-glykocyamidin unter Dunkelfdrbung, ist jedoch erst bei
zirka 275° vollig geschmolzen.

Alle Schmelzpunkte wurden im Kofler-Mikroschmelzpunktsapparat he-
stimmt.

Diacetyl-a-Naphthol-Reaktion auf Guanidinoverbindungen.

Man bereitet sich folgende zwel Reagenslosungen: Lisung I: In 30 cem
959%,igen Alkohol werden 1 g metallisches Natrium und 0,3 g «-Naphthol
eingetragen. Lésung I1: 0,19, Diacetyl in 95%igem Athanol. Beide Losungen
sind, im Eisschrank aufbewahrt, mehrere Tage lang haltbar.

Zum Nachweis von Guanidinoverbindungen auf Papierchromatogrammen
werden diese zuerst mit Loésung I und hierauf, nach Trocknen bei Zimmer-
temp., mit Losung II bespriht. Die Farbentwicklung setzt wihrend des
anschlieBenden neuerlichen Trocknens ein und erreicht nach 10 bis 20 Min.
maximale Stirke. Die Farbe ist mehrere Stunden lang besténdig. Die

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 84/2. 23
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Guanylderivate der «-Aminosduren und Arginin geben rotviolette Flecken
auf farblosemn Grund. Die mit Kreatin sowie mit den Guanylderivaten des
Prolins und Oxyprolins erhaltene Fiarbung hat einen Stich ins Blaue. Nach
léingerem Aufbewahren verblassen die Farbflecken und zugleich tritt Ver-
farbung des anfangs farblosen Untergrundes auf.

Ersetzt man die 0,1%ige alkohol. Diacetyllosung durch eine entsprechende
Acetylbenzoyllosung®', so erhdlt man mit den von uns untersuchten
Guanidinoverbindungen veilchenblaue Farbtone; die Guanylderivate des
Serins, Threonins und Cystins fédrben sich voriibergehend gelb und erst all-
méhlich, braune Zwischentone durchlaufend, blau. Bei Verwendung von
Acetylbenzoyl an Stelle von Diacetyl ist der Nachweis der Guanidinover-
bindungen etwas weniger und im Falle von Guanylprolin und -oxyprolin
sowie von Kreatin sogar bedeutend weniger empfindlich.

Auch ein Ersatz des «-Naphthols durch S-Naphthol oder 8-Oxychinolin
hat eine merkbare Verminderung der Empfindlichkeit der Farbreaktionen
zur Folge. )

Modifizierte Jaffe-Reaktion.

Die Papierchromatogramme werden zunichst mit einer 1%igen Lésung
von Pikrinsgure in 95%igem Athanol und sodann, nach Trocknen, mit einer
5%igen alkohol. Kalilauge bespriiht. Die Farbentwicklung setzt nach einigen
Minuten ein. Kreatinin, Glykocyamidin und die Lactame anderer -Guanidino-
sfuren geben eine ziegelrote Férbung auf gelbem Grund. Diese ist tagelang
haltbar.

Verwendet man statt der alkohol. Pikrinsiurelésung die von Benedict
und Behre!! eingefithrte 3,5-Dinitrobenzoesiure, ebenfalls in 1%jiger alkohol.
Lésung, so erhilt man mit Glykocyamidin und Kreatinin blauviolette Flecken
auf farblosem Grund.

Papierchromatographie.

Das verwendete Filtrierpapier war Schleicher & Schiill 2043 b. Die
Losungsmittel durchstrémten das Papier in absteigender Richtung. Zur
Bestimmung der R ,-Werte sowie der Empfindlichkeit der Farbreaktionen
wurden stets 2,5 ul einer wiBr. Losung der untersuchten Substanz mit Hilfe
einer Konstriktionspipette auf das Filtrierpapier gebracht. Die kleinste
Menge einer Verbindung, welche nach etwa 15stiind. Chromatographie mit
wassergesiittigtem n-Butanol als Losungsmittel auf dem Chromatogramm
einen eben noch deutlich sichtbaren Farbfleck lieferte, wurde als minimale
nachweisbare Substanzmenge bezeichnet.

Die Stickstoffanalysen wurden von Dr. G. Kainz im Mikroanalytischen
Laboratorium des II. Chemischen Institutes ausgefiihrt.

Der Autor dankt der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften
fiir die ihm aus den Mitteln der Seegen-Stiftung gewihrte Unterstiitzung.

2 K. Lang, Z. physiol. Chem. 208, 273 (1932).



