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Nous avons &abli dans un travail ant6rieur les conditions dans lesquelles il est 
possible de r6aliser la chromatographie sur papier des guanidines monosubstitu6es, 
celle de la guanidine libre et des d6riv6s disubstitu6s n'ayant pas 6t6 6labor& par 
ailleurs 1. Or, l'6tude du m&abolisme g6n6ral de ces corps et de leur r@artition dans les 
organismes vivants ne saurait &re r6alis6e si l'on ne peut saisir la filiation biologique 
des uns aux autres. Aussi avons-nous cherch6 ~. 6laborer une m6thode g6n6rale d'analyse 
des d6riv6s guanidiques, La r6action eolor6e ~ l'a-naphtol additionn6 d'hypobromite 
de sodium, dite de SAKAGUCHI, est caract6risque des guanidines monosubstitu6es, mais 
celles de la guanidine ou de ses d6riv6s disubstitu6s actuellement connus ne sont pas 
sp&ifiques. Nous avons essay6 d'61aborer une m6thode permettant de caract6riser les 
diff6rentes guanidines mono- et disubstitu6es, en associant la s@aration microchromato- 
graphique sur papier ~ la r6v61ation par le m6lange de diac&yle et d'a-naphtol ~ ou le 
m61ange de nitroprussiate et de ferricyanure alcalina, ~. Le pr&ent m6moire rend compte 
des r6sultats obtenus. 

PARTIE EXPISRIMENTALE 

Essais avec des corps de r~/~renca 

Mdthodes de rdv3lation des chromatogrammes. Nous avons utilis6 trois types de r6ac- 
tions color&s pour r6v61er les taches chromatographiques. 

I. La r6action ~ l 'a-naphthol ,  dire de Sakaguchi, a 6t6 appliqu6e dans les condit ions suivantes :  
le papier est d 'abord pulv&is6 avec un m61ange fratchement pr6par6 de o.2 ml de NaOH 40 % + 
0.2 ml de solution d'ur6e ~ 4 ° % + 0.2 ml de solution alcoolique d 'a-naphthol /~  i % + eau distill6e 
q.s.p, io  ml. AprSs s6chage ~ froid, le papier est pulv&is6 avec un m61ange fraichement  pr@ar6  de 
7 ml d 'eau distill& et de 3 ml de solution stock d 'hypobromi te  de sodium (0.9 ml de brome dans 
ioo ml de N a O H  lO%). La solution stock d 'hypobromi te  de sodium doit &re pr@ar6e une semaine 
avan t  son emploi et ne peut  &re conserv6e plus d 'un  mois. La r6action de Sakaguchi ainsi appliqu6e 
est  positive avec les guanidines monosubst i tu6es  et permet  de d6celer avec certi tude des concen- 
t ra t ions  de celles-ci de l 'ordre du microgramme. 

2. Un deuxi~me proc6d6 de r6v61ation utilise la r6action au ni troprussiate-ferr icyanure de pot-  
assium d6crite par  diff6rents auteurs3,4, * et commune  ~, la guanidine et ~ l 'ensemble des ddriv6s 
mono- et disubstitu6s. Des solutions stock de ni troprussiate  de sodium A IO %, de ferr icyanure de 
potass ium ~ IO % et de soude 5, io % sont m61ang6es ~ volumes 6gaux, une demi-heure avan t  l 'emploi. 
Quelques minutes  apr~s la pulv6risation du r6actif, les taches chromatographiques  paraissent  en 
rouge sur  fond jaune. La coloration est en g6n6ral stable, sauf darts les cas off la concentrat ion en 
d6riv6s guanidiques est faible. La guanidine, les d6riv6s monosubst i tu6s  et les disubsti tu6s asym6tri-  
ques (cr6atine, dim6thylguanidine) donnen t  des r6actions positives. Les taches de cr6atinine n ' appa -  
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r a i s s e n t  que  tr~s l en temen t .  Des concen t ra t ions  de d4riv4s guanidyl4s  de l 'ordre de 2 fig son t  parfa i te-  
m e n t  d4celables en ch roma tograph ie  monodimensionel le .  

3. Le troisi&me proc4d4 de r4v41ation me t  en jeu la r4act ion avec le n161ange de diacdtyle et  
d ' a - n a p h t o l  d4cri te pa r  BARRIT 2 et  util is4e pour  le dosage de la cr4atine6, 7. On  m41ange au m o m e n t  
de l ' emplo i  o. i  ml  de diac6tyle  avec  15 ml  de so lu t ion  "g i % d ' a - n a p h t o l  dans  de la soude  k 6 O//o. 
Quelques  m i n u t e s  apr~s de la pulvdr i sa t ion  (2 & IO minutes )  les t aches  c h r o m a t o g r a p h i q u e s  appa-  
ra i s sen t  en bleu-violet  sur  un  fond beige qui  b run i t  p rogress ivement ,  ce qui  les rend  difficiles & dis- 
cerner  apr~s que lques  heures .  L a  cr4at inine ne donne  pas  de coloration, mais  la guanid ine  et  les 
d4riv4s d i subs t i tu4s  (cr4atine, d im4 thy lguan id ine  asym4t r ique)  son t  d4c414s avec une  sensibilit4 
p lus  grande  (2/*g) que les monosubs t i t u4s  (20/ ,g) .  Cet te  par t icular i t4  pe rmet ,  pa r  un  choix con- 
venab le  de concen t ra t ions  en compos4s  guanid iques ,  de ne r4v41er que les p rodu i t s  d i subs t i tu4s  et de 
d i s t inguer  ces derniers  des monosubs t i t u4s  lorsqu' i ls  p r4sen ten t  les m6mes  RF. 

S@aration chromalographique. L a  p l upa r t  des essais on t  4t4 rdalis~s s u i v a n t  les t echn iques  
habi tue l les  de ch romatograph ie ,  & 20 °, avec papier  W b a t m a n  No. i. Les m41anges su ivan t s  ont  6t6 
pa r t i cu l i [ r emen t  employ4s  : 

I. Pyr idine ,  alcool isoamylique, acide ac4tique,  eau (80: 4o: io :4o) .  
II .  Pyr id ine ,  alcool isoamylique, a m m o n i a q u e ,  eau (80 : 4 ° : io : 40). 

I I I .  Pyr idine ,  alcool isoamylique, eau (80 : 4 ° : 7 o) 
IV. Butanol ,  acide ac6tique,  eau (73: io :  17) 
V. Butanol ,  acide ac4tique,  eau (5o: 12:5o), d4cant6.  

VI. Butano l ,  acide formique,  eau (63 : 2o : 17). 
VII .  Butanol ,  a m m o n i a q u e ,  eau (25:8:  17), d4cant4.  

VI I I .  Ph6n01 sa tur4  d 'eau .  
IX.  Propanol ,  a m m o n i a q u e  20 %, eau (73 : 20: 7)- 

X. Butano l ,  4thanol ,  acide ac4tique,  eau (8o:4o:  [o: lO). 

Les r6sultats report6s sur la figure I illustrent le pouvoir s6parateur de divers 
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Fig. 1. D i a g r a m m e  d4finissant  les RF des diff4rents d4rivds guan id iques  ob t enus  en u t i l i san t  d ivers  
so lvan t s  (I & X), ( chromatograph ie  ascendan te ,  & 20 °, pap ie r  W h a t m a n  No. 1). 

0 D4riv4s monosubs t i tu4s .  I. Argin ine;  2. A g m a t i n e ;  3. Glycocyamine ;  4. Arcaine ; 5- Acide arg in ique;  
6. Ac. Guanidopropion ique  ; 7 . T a u r o c y a m i n e  ; 8. Acide Guan idobu ty r ique ;  9. Monom4thy l  guanid ine .  

• Guan id ine  et  d4riv4s d i subs t i tu4s  ; io.  Cr4at ine;  i i .  Guan id ine ;  i2.  D i m 4 t h y l g u a n i d i n e  a sym.  
• Superposi t ion  de O et  • .  
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types de solvants, gfftce auxquels on peut caract6riser la plupart  des d6riv6s guanidyl6s 
connus. Lorsque la s6paration sur papier est faible, comme dans le cas de la cr6atine 
et de la glycocyamine, ou d e la m6thylguanidine et de la dim6thylguanidine, la distinction 
entre ces corps est possible, les d6riv6s monosubstitu6s donnant la r6action de Sakaguchi 
et les autres ne r6agissant qu'avec le diac6tyle ou le m61ange nitroprussiate-ferricyanure. 
Cependant les d6riv6s trisubstitu6s tels que l'ast6rubine, ne peuvent 8tre d6c616s par 
aucune des m6thodes d6crites. 

Application de la mOthode ~ l'~tude d'extraits d'origine biologique 

Nous avons utilis6 les m6thodes d6crites ci-dessus pour 6tudier les extraits de divers 
animaux matins, n 'ayant  pas fait l 'objet d'dtudes ant6rieures s. 

Fig. 2. Chromatogrammes des extraits  d 'Actinie (13), d 'Alcyonnaire (C), d 'Eponge (D), de Torpille (A). 
Chromatographie descendante ~ 20 °, papier W h a t m a n  N ° i. Chromatogrammes obtenus en milieu 

butanolique (solvant IV) sur papier impr~gn~ ~ la soude 0.2 N. 

Des muscles de Torpilles (Torpedo marmorata, Risso), d'une Actinie (Actinia 
vquina L.), un Alcyonnaire (Alcyonium palmatum, Pallas), une Eponge (Hymeniacidon 
carencula, Bow.) sont broy6s avec deux ~ trois volumes d'eau. L'homog6n6isat acidifi6 

l 'aide d'acide ac6tique (pH 4) est port6 an bain-marie bouillant 5 minutes et filtr& 
Le liquide clair est concentr6 sous vide et le r6sidu repris par l'alcool ~ 7 °o chaud; 
l 'extrait  alcoolique est concentr6 sous vide et la fraction du r6sidu soluble dans l 'aue 
fournit la solution ~ analyser. 

Les Figs. 2 et 3 illustrent les r6sultats obtenus. La Fig. 3 reproduit un chromato- 
gramme obtenu en milieu pyridinique (solvant I) et la Fig. 2, un autre obtenu en milieu 
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butanolique (solvant IV) et sur papier impr6gn6 5~ la soude 0.2 N 1. Sur chacun des 
clich6s, la bande de gauche a 6t6 r6v616e au m61ange diac6tyle-a-naphtol et la bande 
de droite au r6actif de SAKAGUCltI. Grace ~ l'emploi de faibles concentrations en d6riv~s 
guanidiques, les taches correspondant ~ la guanidine (7), a la cr6atine (6) et ~ la dim6thyl- 
guanidine (8) apparaissent seules au diac6tyle. On peut ainsi conclure que les extraits 
de Torpille et d'Alcyonnaire renferment de la cr6atine et ceux d'Alcyonnaire, d'Actinie, 
de la guanidine associ~e dans les premiers seuls ~ la dim6thylguanidine (Fig. 2, partie 
gauche). Le r6actif a-naphtol-hypobromite permet de d6celer dans les extraits 6tudi6s 
la pr~sence d'arginine (Torpille, Actinic, Alcyonnaire, Eponge) et de monom6thyl- 
guanidine (Torpille, Alcyonnaire). 

Fig. 3. Chromatogrammes des extraits d'Actinie (B), d'Alcyonnaire (C), d'Eponge (D), de Torpille (A). 
Chromatographie descendante 5. 20 °, papier Whatman N ° i. Chromatogrammes obtenus en milieu 

pyridinique (solvant I). 

DISCUSSION DES RESULTATS ET CONCLUSIONS 

La guanidine et diff~rents d~riv~s mono- ou disubstitu~s examines, en dehors de 
l'ast~rubine, peuvent 8tre caract~ris~s, en utilisant la chromatographie sur papier avec 
r~v61ation des chromatogrammes par coloration des taches au moyen de l 'un des trois 
r~aetifs adopt~s (a-naphtol-hypobromite, diac6tyle-a-naphtol, nitroprussiate-ferri- 
cyanure). Le premier ne permet de mettre en ~vidence que les d~riv~s monosubstitu~s 1, 
les deux autres, la guanidine et les d~riv~s disubstitu~s. L'emploi du m~lange diac~tyle- 
a-naphtol peut ~tre mis en oeuvre sur des chromatogrammes peu charges en corps 
guanidiques pour n 'y  d~celer que la guanidine et les d~riv~s disubstitu~s. 

L'application de cette m6thode d'analyse ~ l '~tude des extraits d 'Invert~br~s marins 
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t e l s  q u e  de s  A c t i n i e s ,  de s  A l c y o n n a i r e s ,  des  E p o n g e s  a p e r m i s  d ' o b s e r v e r  l a  p r 6 s e n c e  

s i m u l t a n 6 e  c h e z  u n  A l e y o n n a i r e ,  de  l ' a r g i n i n e  e t  de  l a  c r 6 a t i n e  d ' u n e  p a r t ,  de  la  g u a n i d i n e  

e t  de  l a  d i m 6 t h y l g u a n i d i n e  d ' a u t r e  p a r t .  O n  n e  s a i t  e n c o r e  l e q u e l  des  d e u x  p r e m i e r s  

c o r p s  c o n s t i t u e  l ' a c c e p t e u r  de  p h o s p h a t e s  l a b i l e s  d a n s  ces  o r g a n i s m e s ,  n i  si les  d e u x  

d e r n i e r s  s o n t  des  p r o d u i t s  de  d 6 g r a d a t i o n  de  l ' a r g i n i n e  ou  de  la  c r 6 a t i n e .  

R~SUM]~ 

I. La chromatographie sur papier et  la r6v61ation des chromatogrammes au moyen de trois 
types de r6actifs (a-naphtol-hypobromite,  a-naphtol-diac6tyle, nitroprussiate-ferricyanure) a permis 
d'61aborer une m6thode d 'analyse de la guanidine et de ses d6riv6s mono- et disubstitu6s dans leurs 
m61anges. 

2. L'application de cette m6thode ~ l '6tude d 'extrai ts  de tissus de divers Invert6br6s a permis 
d 'obtenir  des informations, (cit6es ~ t i tre d'exemples) sur la nature des d6riv6s pr6sents chez des 
Coelent6r6s et des Spongiaires (guanidine, mono- et dim6thylguanidine, cr6atine, arginine). 

SUMMARY 

I. Paper chromatography and the formation of chromatograms by means of three types of 
reagents (a-naphthol-hypobromite,  a-naphthol-diacetyl,  nitroprusside-ferricyanide) has enabled the  
development of a method of analysis for guanidine and its mono- and di-substituted derivatives in 
their mixtures. 

2. The application of this method to the s tudy of tissue extracts from various invertebrates  
has provided information (cited as examples) on the nature of the guanidyl derivatives present in 
coelenterates and sponges (guanidine, mono- and di-methylguanidine, creatine, arginine). 

ZUSAMMENFASSUNG 

i. Die Papierchromatographie und die Entwicklung des Chromatogramms mit  drei Reagenzien 
(a-Naphtol-Hypobromit ,  a-Naphtol-Diacetyl,  Nitroprussid-Ferricyanid) erlaubte eine Analysen- 
methode  ffir Guanidin und seine mono- und disubsti tuierten Derivate in ihren Mischungen heraus- 
zuarbeiten. 

2. Die Anwendung dieser Methode zur Untersuchung der Gewebeextrakte von verschiedenen 
Inver tebra tcn  erlaubte Auskunft  fiber die Natur  der bei den Coelenteraten und Schw~imme vorhan-  
denen Guanidinderivate (Guanidin, Mono- und Dimethylguanidin, Kreatin, Arginin) zu erhalten. 
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