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Nous avons établi dans un travail antérieur les conditions dans lesquelles il est
possible de réaliser la chromatographie sur papier des guanidines monosubstituées,
celle de la guanidine libre et des dérivés disubstitués n’ayant pas été élaborée par
ailleurs!. Or, I’étude du métabolisme général de ces corps et de leur répartition dans les
organismes vivants ne saurait étre réalisée si I’on ne peut saisir la filiation biologique
des uns aux autres. Aussi avons-nous cherché a élaborer une méthode générale d’analyse
des dérivés guanidiques. La réaction colorée a la-naphtol additionné d’hypobromite
de sodium, dite de SAKAGUCHI, est caractérisque des guanidines monosubstituées, mais
celles de la guanidine ou de ses dérivés disubstitués actuellement connus ne sont pas
spécifiques. Nous avons essayé d’élaborer une méthode permettant de caractériser les
différentes guanidines mono- et disubstituées, en associant la séparation microchromato-
graphique sur papier a la révélation par le mélange de diacétyle et d’a-naphtol? ou le
mélange de nitroprussiate et de ferricyanure alcalin®%. Le présent mémoire rend compte
des résultats obtenus.

PARTIE EXPERIMENTALE

Essais avec des corps de véférence

Méthodes de révélation des chromatogrammes. Nous avons utilisé trois types de réac-
tions colorées pour révéler les taches chromatographiques.

1. La réaction a I'a-naphthol, dite de Sakaguchi, a été appliquée dans les conditions suivantes:
le papier est d’abord pulvérisé avec un mélange fraichement préparé de o.2 ml de NaOH 409% +
0.2 ml de solution d’'urée a 40 %, 4 o.2 ml de solution alcoolique d’a-naphthol & 1% -+ eau distillée
q.s.p- 10 ml. Apres séchage a froid, le papier est pulvérisé avec un mélange fraichement préparé de
7 ml d'eau distillée et de 3 ml de solution stock d’hypobromite de sodium (0.9 ml de brome dans
100 ml de NaOH 10%). La solution stock d’hypobromite de sodium doit étre préparée une semaine
avant son emploi et ne peut étre conservée plus d’un mois. La réaction de Sakaguchi ainsi appliquée
est positive avec les guanidines monosubstituées et permet de déceler avec certitude des concen-
trations de celles-ci de 'ordre du microgramme.

2. Un deuxiéme procédé de révélation utilise la réaction au nitroprussiate-ferricyanure de pot-
assium décrite par différents auteurs® %% et commune & la guanidine et & I'ensemble des dérivés
mono- et disubstitués. Des solutions stock de nitroprussiate de sodium a 109, de ferricyanure de
potassium a 10 %, et de soude a 10 %, sont mélangées & volumes égaux, une demi-heure avant I’emploi.
Quelques minutes aprés la pulvérisation du réactif, les taches chromatographiques paraissent en
rouge sur fond jaune. La coloration est en général stable, sauf dans les cas ou la concentration en
dérivés guanidiques est faible. La guanidine, les dérivés monosubstitués et les disubstitués asymétri-
ques (créatine, diméthylguanidine) donnent des réactions positives. Les taches de créatinine n’appa-
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raissent que trés lentement. Des concentrations de dérivés guanidylés de ’ordre de 2 ug sont parfaite-
ment décelables en chromatographie monodimensionelle.

3. Le troisitme procédé de révélation met en jeu la réaction avec le mélange de diacétvle et
d’a-naphtol décrite par Barrit? et utilisée pour le dosage de la créatine®.?. On mélange au moment
de I'emploi 0.1 ml de diacétyle avec 15 ml de solution a 19, d’a-naphtol dans de la soude & 69%.
Quelques minutes aprés de la pulvérisation (2 3 1o minutes) les taches chromatographiques appa-
raissent en bleu-violet sur un fond beige qui brunit progressivement, ce qui les rend difficiles a dis-
cerner aprés quelques heures. La créatinine ne donne pas de coloration, mais la guanidine et les
dérivés disubstitués (créatine, diméthylguanidine asymétrique) sont décélés avec une sensibilité
plus grande (2 ug) que les monosubstitués (zo ug). Cette particularité permet, par un choix con-
venable de concentrations en composés guanidiques, de ne révéler que les produits disubstitués et de
distinguer ces derniers des monosubstitués lorsqu’ils présentent les mémes Rp.

Séparation chromatogvaphique. La plupart des essais ont été réalisés suivant les techniques
habituelles de chromatographie, & 20°, avec papier Whatman No. 1. Les mélanges suivants ont été
particulierement employés:

I. Pyridine, alcool isoamylique, acide acétique, eau (80:40:10:40).
1I. Pyridine, alcool isoamylique, ammoniaque, eau (80:40:10:40).
III. Pyridine, alcool ¢soamylique, eau (80:40:70)
IV. Butanol, acide acétique, eau (73:10:17)
V. Butanol, acide acétique, eau (50:12:50), décanté.
VI. Butanol, acide formique, eau (63:20:17).
VII. Butanol, ammoniaque, eau (25:8:17), décanté.
VIII. Phénol saturé d’eau.
IX. Propanol, ammoniaque 20 9%, eau (73:20:7).
X. Butanol, éthanol, acide acétique, eau (80:40:10:10).

Les résultats reportés sur la figure 1 illustrent le pouvoir séparateur de divers
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Fig. 1. Diagramme définissant les Ry des différents dérivés guanidiques obtenus en utilisant divers
solvants (I 4 X), (chromatographie ascendante, & 20°, papier Whatman No. 1).
O Dérivés monosubstitués. 1. Arginine; z. Agmatine; 3. Glycocyamine; 4. Arcaine; 5. Acide arginique;
6. Ac. Guanidopropionique; 7. Taurocyamine; 8. Acide Guanidabutyrique; 9. Monométhyl guanidine.
@ Guanidine et dérivés disubstitués; 1o. Créatine; 11. Guanidine; r2. Diméthylguanidine asym.
@ Superposition de O et @.
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types de solvants, grice auxquels on peut caractériser la plupart des dérivés guanidylés
connus. Lorsque la séparation sur papier est faible, comme dans le cas de la créatine
et delaglycocyamine, oude la méthylguanidine et de la diméthylguanidine, la distinction
entre ces corps est possible, les dérivés monosubstitués donnant la réaction de Sakaguchi
et les autres ne réagissant quavec le diacétyle ou le mélange nitroprussiate-ferricyanure.
Cependant les dérivés trisubstitués tels que 'astérubine, ne peuvent étre décélés par
aucune des méthodes décrites.

Application de la méthode a I étude d’extrarts d’ovigine biologique

Nous avons utilisé les méthodes décrites ci-dessus pour étudier les extraits de divers
animaux marins, n’ayant pas fait I'objet d’études antérieuress.

Fig. 2. Chromatogrammes des extraits d’Actinie (B), d’Alcyonnaire (C), d’Eponge (D), de Torpille (A).
Chromatographie descendante & 20°, papier Whatman N° 1. Chromatogrammes obtenus en milieu
butanolique (solvant I'V) sur papier imprégné a la soude 0.2 N.

Des muscles de Torpilles (Torpedo marmorata, Risso), d’une Actinie (Actinia
equina L.), un Alcyonnaire (Aleyonium palmatum, Pallas), une Eponge (Hymeniacidon
carencula, Bow.) sont broyés avec deux a trois volumes d’eau. L’homogénéisat acidifié
a l'aide d’acide acétique (pH 4) est porté au bain-marie bouillant 5 minutes et filtré.
Le liquide clair est concentré sous vide et le résidu repris par l'alcool & 70° chaud;
Pextrait alcoolique est concentré sous vide et la fraction du résidu soluble dans I’aue
fournit la solution a analyser.

Les Figs. 2 et 3 illustrent les résultats 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 imprégné a la soude 0.2 N'. Sur chacun des
clichés, la bande de gauche a été révélée au mélange diacétyle-a-naphtol et la bande
de droite au réactif de SakacucHI. Grace a4 Pemploi de faibles concentrations en dérivés
guanidiques, les taches correspondant a la guanidine (7), a la créatine (6) et 4 la diméthyl-
guanidine (8) apparaissent seules au diacétyle. On peut ainsi conclure que les extraits
de Torpille et d’Alcyonnaire renferment de la créatine et ceux d’Alcyonnaire, d’Actinie,
de la guanidine associée dans les premiers seuls a la diméthylguanidine (Fig. 2, partie
gauche). Le réactif a-naphtol-hypobromite permet de déceler dans les extraits étudiés
la présence d’arginine (Torpille, Actinie, Alcyonnaire, Eponge) et de monométhyl-
guanidine (Torpille, Alcyonnaire).
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Fig. 3. Chromatogrammes des extraits d’Actinie (B), d’Alcyonnaire (C), d’Eponge (D), de Torpille (A).
Chromatographie descendante a 20°, papier Whatman N° 1. Chromatogrammes obtenus en milieu
pyridinique (solvant I).

DISCUSSION DES RESULTATS ET CONCLUSIONS

La guanidine et différents dérivés mono- ou disubstitués examinés, en dehors de
P’astérubine, peuvent étre caractérisés, en utilisant la chromatographie sur papier avec
révélation des chromatogrammes par coloration des taches au moyen de I'un des trois
réactifs adoptés (a-naphtol-hypobromite, diacétyle-a-naphtol, nitroprussiate-ferri-
cyanure). Le premier ne permet de mettre en évidence que les dérivés monosubstitués?,
les deux autres, la guanidine et les dérivés disubstitués. L’emploi du mélange diacétyle-
a-naphtol peut &tre mis en oeuvre sur des chromatogrammes peu chargés en corps
guanidiques pour n’y déceler que la guanidine et les dérivés disubstitués.

L’application de cette méthode d’analyse a I’étude des extraits d’ Invertébrés marins
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tels que des Actinies, des Alcyonnaires, des Eponges a permis d’observer la présence
simultanée chez un Alcyonnaire, de I’arginine et de la créatine d’une part, de la guanidine
et de la diméthylguanidine d’autre part. On ne sait encore lequel des deux premiers
corps constitue l'accepteur de phosphates labiles dans ces organismes, ni si les deux
derniers sont des produits de dégradation de l’arginine ou de la créatine.

RESUME

1. La chromatographie sur papier et la révélation des chromatogrammes au moyen de trois
types de réactifs (a-naphtol-hypobromite, a-naphtol-diacétyle, nitroprussiate-ferricyanure) a permis
d’élaborer une méthode d’analyse de la guanidine et de ses dérivés mono- et disubstitués dans leurs
mélanges.

zg. L’application de cette méthode a I’étude d’extraits de tissus de divers Invertébrés a permis
d’obtenir des informations, (citées a titre d’exemples) sur la nature des dérivés présents chez des
Coelentérés et des Spongiaires (guanidine, mono- et diméthylguanidine, créatine, arginine).

SUMMARY

1. 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 study 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

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

2. Die Anwendung dieser Methode zur Untersuchung der Gewebeextrakte von verschiedenen
Invertebraten erlaubte Auskunft iiber die Natur der bei den Coelenteraten und Schwimme vorhan-
denen Guanidinderivate (Guanidin, Mono- und Dimethylguanidin, Kreatin, Arginin) zu erhalten.
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