Biochemische Studien iiber den Guanidinkorper. II. Weitere
Studien iiber eine Reaktion zwischen Ammoniak und Amino-
verbindung in Gegenwart von Kohle.

Von Shinichi SHIBUYA.

(Eingegangen am 1. Juni 1944.)

Aus den bisherigen Untersuchungen iiber die Kreatinbildung im
Tierkorper hat der Bildungsmechanismus die Neigung gezeigt, dass
Kreatin, eine methylierte Guanidoverbindung, aus Glycin iiber Glykozya-
min entsteht; folglich diirfte es nicht unmoglich sein, dass auch andere
natiirlich vorkommende Guanidoverbindungen aus den ihnen zugrunde
liegenden Aminoverbindungen synthetisiert werden. In der vorherigen
Arbeit hat der Verfasser (1942) beobachtet, dass sich nur die w-Amino-
sidure wie Glycin durch Ammoniak unter katalytischer Wirkung der Kohle
guanylieren ldsst. Aus dieser Tatsache scheint hervorzugehen, dass die
w-Aminogruppe fiir die Guanylierung wesentlich ist. Daher wurde in
dieser Arbeit eine Reihe von Versuchen mit unten beschriebenen Bedingun-
gen ausgefiihrt, um zu bestitigen ob dies auch bei anderen Aminover-
‘bindungen der Fall ist oder nicht. Die Bedingungen waren folgende:
Abgesehen von besonderen Fillen ‘war die Reaktionszeit stets 24 Stunden,
die Menge der Probesubstanzen 1 m. Mol und das pH des Reaktions-
mediums etwas grosser als 9.8. Ubrigens diente die in der ersten Mittei-
lung berichtete Bedingung dazu, ein Gemisch von ammoniakalischer Losung
der Probesubstanz und Kohle oder Cyanamid anstatt der Kohle bei 37°
stehen zu lassen. Hierbei wurde auch der Einfluss von einigen Substanzen
auf die Guanylierung des Glycins in der Phosphatpufferlésung (30 ccm)
ohne Zusatz von freien Ammoniak untersucht. Da allerdings zur Elution
des gebildeten Guanidinkorpers 60%iger Athanol in allen Fillen nicht
anwendbar war, verwandte man in diesen Versuchen die geeigneten
Elutionsmethoden, deren Einzelheiten in den betreffenden Stellen ausfiihr-
lich beschrieben werden. Der Guanidinkorper im Eluat wurde kolori-
metrisch nach der gleichen Methode wie die in der vorigen Arbeit bestimmt.

Experimenteller Teil.

I. Materialien.

Kohle (Merck, gepulvert, fiir medizinische Zwecke).

Ammoniak (10%, Japanisches pharmazeutisches Priparat).

~ Methylaminhydrochlorid (Kahlbaum).

. Athylaminhydrochlorid: Aus Acetamid nach M, Guerbet (1899).
«n-Propylaminhydrochlorid (Kahlbaum).

6. Isobutylamin (Schuchardt).

7. n-Amylaminhydrochlorid: Es wurde nach P. Mendius (1862) von
Dr. Y. Muto in hiesigem Institut hergestellt.
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8. Athylendiamhinhydrat: Aus Athylenbromid nach P. Rhoussopoulos
und F. Meyer (1882).

9. Glycin (Takeda).

10. ¢-Alanin (Takeda).

11. "B-Alanin (Schuchardt).

12. Phenylalanin (Takeda).

13. Taurin (Takeda).

14. Ornithindihydrochlorid: = Aus Arginin nach M. Bergmann und L.
Zervas (1926).

15. Lysindihydrochlorid. (Takeda).

16. s-Aminocapronsidure: Es wurde nach O, Wallach (1900) von Dr. Y.
Muto in hiesigem Institut dargestellt.

17. Tryptophan (Takeda).

18. Hydantoinsdure: Aus Glycin nach R. Andreasch (1902).

19. Asparagin (Kahlbaum).

20. Glycylglycin (Frinkel & Landau).

21. Natriumcyanamid (Schuchardt).

22, Acetamid: Aus Ammoniumacetat nach W. A. Noyes und W. F. Goebel
(1922).

23. Ammoniumcarbamat (Frinkel & Landau).

24. Ammoniumsulfat (Kahlbaum).

25. Kaliumcyanat: Aus Ferrocyankalium nach H. Erdmann (1893).

26. Harnstoff (Kahlbaum).

II. Ergebnisse.

(1) Bildung des Guanidinkdrpers aus Amin.

Da der gebildete Guanidinkérper im Verlaufe von Versuchen an Kohle
adsorbiert worden ist, wird vor seiner Elution zur Beseitigung des mitan-
haftenden Amins die Kohle erst mit Wasser, dann 90%igem Athanol so gut
wie moglich ausgewaschen, weil sich solcher an Kohle adsorbierte Guani-
dinkorper nach der Probeuntersuchung mit Methylguanidin, durch die Be-
handlung mit obigen Waschmitteln nicht befreien lisst. Nach dem Aus-
waschen wird der Guanidinkdrper mit Essigsdure-Athanollésung (Zusam-
mensetzung: 5cem 30% Essigsiure+10ccm Wasser+15cem 90%
Athanol) von der Kohle eluiert und dann bestimmt. Wenigstens bei der
Probebestimmung von Methylguanidin an sich kann man mittels dieser
Technik ganz guten Erfolg erhalten.

.Aus Tabelle I ergibt sich, dass in dieser Bedingung die Glykocyamin-
aAquivalenz des gebildeten Guanidinkorpers aus Methylamin weit grosser
ist als die aus anderen Aminen. Obwohl diese Ursache unklar ist, konnte
man feststellen, dass die endstindige Aminogruppe an der Kette immerhin
guanyliert wird. .

(2) Bildung des Guanidinkirpers aus Aminosiure.

Auf Grund der Tatsache, dass die an Kohle adsorbierte Guanidosiure
wie Glykocyamin oder Arginin mit der Essigsdure-Athanollésung villig
eluiert werden kann, liessen sich die Guanidinkérper aus verschiedenen
Aminosiduren hauptsidchlich mit diesem Elutionsmittel befreien. Aber
ausser besonderem Falle vor der Elution wurde die Xohle nicht mit
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Athanollésung ausgewésehen. Infolge von Bestimmung war die Glyko-
cyaminidquivalenz des Guanidinkérpers aus g-Alanin viel grosser als die
aus Glycin, dagegen fiel die aus a-Alanin fast negativ in gleicher Beding-
ung aus.

Tabelle 1. Bildung ¢es Guanidinkorpers aus Amin.

Probesubstanz Egt?gcn?;igtri?ode Glykoceyaminiiquivalenz
‘(mg)
Methylamin-HCl 9A.-E.A. 0.0439
Athylamin-HCl ” 0.0046
n-Propylamin-HCl ” 0.0030
Isobutylamin " 0.0028
n-Amylamin-HCI ” 0.0025
Athylendiaminhydrat v . 0.0040

Das Symbol 9A.—-E.A. bedeutet, dass der Guanidinkérper
mit der Essigsﬁure-}ithanqllﬁsung von der Kohle eluiert
wird, die vorher erst mit Wasser, dann 90%igem Athanol
ausgewaschen worden ist.

Tabelle 2. Bildung des Guanidinkorpers aus Amincsédure.

Probesubstanz Elgﬁée‘:ﬂg& Glykocyaminsquivalenz
(mg)

Glyein E.A. 0.0094
a-Alanin . Spur
8-Alanin . 0.0290
Phenylalanin » 0
Taurin 6A. 0.0046
Taurin E.A. .0065
Ornithin-2HCI (0.5 m.M.) . ot s Bt St
Ornithin-2HC1 (0.5 m.M.) 2(6A.-E.A)) 0.0032
Lysin-2HCI (0.5 m.M.) EA. {Emtehf,“’gbgg‘ﬁ?gmm
Lysin—2HCI (0.6 m.M.) 2(6A-E.A) unklar
e-Aminocapronsiéure E.A. unklar
e-Aminocapronsiure 9A.-E.A. 0
Tryptophan (0.5 m.M.) EA. (Entstehung von schwarzbrau-

nem Farbstoff)(

(1), (2) Diese Farbstoffe entstehen aus dem entsprechenden Eluate bei zeitweiligem
Stehenbleiben unter Zimmertemperatir in der Luft.

(3) Dieser Farbstoff entsteht aus dem Eluat beim Abdampfen auf dem siedenden
Wasserbade.

Das Symbol E.A. driickt aus, dass der Guanidinkdrper mit der Essigséure-Athanolldsung
von der Kohle eluiert wird, die vorher nur mit Wasser ausgewaschen worden ist.

. Das Symbol 6A. zeigt, dass anstatt der Essigsiure-Athanollésung als Elutionsmittel in
E.A. 609 iger Athano] gebraucht wird.

Das Symbol 2 (6A.~E.A.) bedeutet, dass der 902 ige Athanol als Waschmittel in 9A.-E.A.
durch 6025 igen Athanol ersetzt, dann der aus dem Elyat nach dem Abdampfen erhaltene
Riickstand wieder in ammoniakalischem Wasser gelést und noch einmal die Adsorption an
Kohle, Waschung, und Elation nacheinander ausgefiihrt wird.
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Da die Entstehung von Farbstoffen aus Ornithin, Lysin, und Trypto-
phan interessant ist, wiinscht der Verfasser dariiber in Zukunft weiter.e
Untersuchungen durchzufiihren. Aber diese Tatsache hindert die Kolori-
metrie von Guanidinkérper aus den obigen Aminosduren. Daher wurde
vor der Bestimmung des Guanidinkérpers aus Ornithin oder Lysin das
unten beschriebene Verfahren eingefiihft. Nach dem Abfiltrieren vom
Reaktionsgemisch wird der Riickstand zuerst mit Wasser, dann 60 %igem
Athanol ausgewaschen und zuletzt mit der Essigsdure-Athanollosung als
Elutionsmittel behandelt. Das so erhaltene und Farbstoff enthaltene Eluat
(siehe die Fussnote von Tabelle 2) dampft man bis zur Eintrocknung auf
dem siedenden Wasserbade ab. Da aber die beiden Farbstoffe aus Ornithin
und Lysin mit dieser Behandlung gleich zur briunlichen verfidrben, kénn-
ten diese eventuell zerstért werden. Zu dem in 30 ccm Wasser geldsten
Riickstand werden 1 cem 10%iges Ammoniak und 1 g Kohle hinzugefiigt.
Nach der Schiittelung (5 Minuten bei Zimmertemperatur) dieses Gemisches
wird es abfiltriert, um nachfolgend nochmalige Waschung und Elution
auszufithren. Infolge der Bestimmung konnte man die Bildung des
Guanidinkérpers aus Ornithin erkennen, aber die aus Lysin nicht. Diese
Ursache beruht darauf, dass trotz der obenerwihnten Behandlung sich das
wieder gewonnene Eluat aus dem letzteren beim Abdampfen noch briunlich
schmutzig fiarbte und diese Farbung die Farbenreaktion von Sakaguchi
unmoglich machte. Aber man muss beachten, dass auch die Reaktion von
Guanidinkorper aus s-Aminocapronsiure negativ ausfiel. Da jedoch die
eine lange Kette habende Aminosiure wie s-Aminocapronsiure ziemlich
stark an Kohle adsorbiert wird, findet sich die Moglichkeit, dass solche
Aminosdure mit daraus gebildetem Guanidinkorper bei der Elution in das
Eluat iibergehen konnte. Deshalb mag bei von leicht adsorbierbarer
Aminoverbindung herstammendem Guanidinkérper diese Moglichkeit die
Ursache des negativen Ausfalls von Sakaguchi probe sein (C. J. Weber,
1930), obwohl aus solcher Aminoverbindung die Bildung des Guanidin-
korpers nicht unmoéglich sein diirfte.

(3) Bildung des Guanidinkorpers aus anderer Aminoverbinduig.

Wie aus Tabelle 3 ersichtlich ist, bildet sich kein Guanidinkérper aus
Hydantoinsidure, ungeachtet die Sidure als ein Zwischenprodukt, wie Citrul-
lin aus Ornithin (Krebs und Henseleit, 1932), bei der Guanylierung des
Glycins vermutet wird, wenn man voraussetzt, dass sich im Organismus
Glycocyamin durch Einwirkung von NH; und CO. auf Glycin darstellt.
Ausserdem tiibt diese Sdure keinen Einfluss auf die Guanylierung des
Glycins aus. Daraus folgt, dass unter dieser Bedingung die Hydantoin-
sédure nicht als ein Zwischenprodukt beim Ubergang von Glycin in Glyko-
cyamin betrachtet werden kann. Dieses Resultat stimmt mit dem von’
S. Schoenheimer u. a. (1940) im Organismus beobachteten iiberein.
Ferner ergibt Asparagin keinen mit der Essigsdure-Athanollosung zu
eluierenden Guanidinkérper. Interessant ist, dass ein roter Farbstoff
beim Abdampfen von aus Glycylglycin gewonnenem Eluat entstand. . Aber
aus dieser Tatsache liess sich der Guanidinkérper aus Glyeylglycin nicht
bestimmen.
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Tabelle 3. Bildung des Guanidinkérpers aus anderer Aminover-
bindung, insbesondere aus Hyantoinsdure.

- Glykocyaminéquivalenz
Probesubstanz El‘lﬁ:?g;];mga?ode Y y( mg) o
Hydantoinséure E.A. 0
Glycin+ Hydantoinsdure . 0.0095
Glyein - . 0.0094
Asparagin ' 0 .
Glycylglycin » (Entstehung von rotem Farbstoff)*
Glyeylglycin 6A-E.A. 0
Glyeylglycin 9A-E.A. unklar

# Dieser Farbstoff entsteht aus dem Eluat beim Abdampfen auf dem siedenden
‘Wasserbade.

Das Symbol 6A.-E.A. zeigt, dass der 90;ige Athanol als Waschmittel in 9A.-E.A.
durch 6092 igen Athanol ersetzt wird.

(4) Vergleichung zwischen zweierlei Guanylierungen durch Cyanamid
und Kohle.
Ganz analog wie bei Kohle wird Hydantoinsdure durch Cyanamid
auch nicht guanyliert. In der ersten Mitteilung hat der Verfasser
berichtet, dass die Guanylierung des Glycins durch Kohle keineswegs auf

Tabelle 4. Vergleichung zwischen zweierlei Guanylierungen
durch Cyanamid und Kohle.

Cyanamid Kohle
P ——— e —— —_— e
Wasch- und Glykocyamin- ‘Wasch- und Glykoeyamin-~

Probesubstanz  Elutionsmethode #quivalenz (mg) Elutionsmethode #quivalenz (mg)
Acetamid E.A. 0 - —
Hydantoinsiaure ' 0 E.A. 0
Glyeylglycin ' 0.0029 9A-E.A. unklar
Taurin 6A. 0.0247 6A. 0.0046

Bel Versuche durch Cyanamid wurde 1cem 0.02422 ige Cyanamidlésung gebraucht.

Cyanamid beruht, welches in der Kohle vorher als unreiner Bestandteil
enthalten ist. Aber Tabelle 4 zeigt, dass sich eine Ahnlichkeit zwischen
zweierlei Guanylierungen durch Cyanamid und Kohle findet. Daher kann
man die Moglichkeit nicht verneinen, dass die Aminoverbindung durch im
Verlaufe von Versuche unter Wirkung von Kohle je kleine Menge neu zu
bildendes Cyanamid Iangsam guanyliert wird.

(5) E'influss von einigen Substanzen auf die Guanylierung des GIJcms

durch Kohle in Phosphatpufferlosung.

Eine Reihe von Versuchen wurde in 30 cem 0.1 M. Phosphatpuffer-
losung (pH 7.4) unter in Tabelle 5 beschriebenen Bedingungen ohne
Zusatz von freiem Ammoniak ausgefiihrt.

Wie in Tabelle 5 gezeigt:ist, wird Glycin einerseits beim Stehenlassen
vom Reaktionsgemisch ohne Zusatz von freiem Ammoniak guanyliert,
andererseits geben Ammoniumcarbamat (geht in Wasser in Ammonium-
carbonat iiber), Kaliumcyanat, Kaliumecyanat+ Ammoniumsulfat (sie sind
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reversibel in Ammoniumeyanat iiberzufiihren), und Harnstoff in diesen
Bedingungen keinen Einfluss auf die Guanylierung des Glycins, wihrend
nur Ammoniumsulfat diese Reaktion beschleunigt, so dass die Glyko-

Tabelle 5. Einfluss von einigen Substanzen auf die Guanylierung
des Glycins durch Kohle in Phosphatpufferlosung.

) Reaktions- pH von Wasch- und  Glykocyamin-
Probesubstanz . zeit Filtrat Elutions- dquiv.
(in St.) methode (mg)
Glycin 21 7.3 E.A. Spur
Glycin+ (NH,),S0, ) » 7.3 » 0.0039
Glyein+4 (NH,),S0, (0.5 m.M.)
+KNCO ” 74 ” Spur
Glycin4-Harnstoff ” 7.3 ” Spur
Glycin4+EKNCO (2 m.M.) " 7.8 ” Spur
Glycin ' 48 7.2 ” 0.0038
Glycin+NH,COONH, ” 7.6 ” 0.0036
Glycin+ (NH,),S0, ” 7.2 ” 0.0076
Glyein+ (NH,),80, (0.5 m.M.)
+KNCO ” 7.3 ” 0.0037
Glycin4Harnstoff ” 7.2 ” 0.0036

cvamindquivalenz betrichtlich gross ist. Ferner ist es mit grosser Wahr-
scheinlichkeit anzunehmen, dass die Guanylierung des Glycins ohne Zusatz
von Ammoniumsulfat auf der Einwirkung der von einem Teile Glycin
desaminierten Aminogruppe beruht.

Diskussion,

Methylguanidin im Organismus scheint sich durch Spaltung von
Methylguanidinderivat wie Kreatin zu bilden, aber noch ist kein sicherer
Beweis dafiir erbracht. Wenn man also annimmt, dass der Bildungsmecha-
nismus von Methylguanidin im Organismus analog-ist wie der durch Kohle,
ist es moglich, dass beim Vorhandensein von Methylamin im Organismus
Methylguanidin aus dieser Substanz ensteht. Von w-Aminosduren wurde
‘Ornithin guanyliert, wihrend Lysin schwer guanyliert zu werden wire
wie im Falle von e-Aminocapronsidure, obwohl die Bestimmung von Guanid-
inkdrper aus ersterem unmoglich war. -Diese Tatsache diirfte damit
zusammenhingen, dass im Organismus Arginin, eine Guanidoverbindung
aus Ornithin, gefunden ist, jedoch Guanyllysin, eine Guanidoverbindung
aus Lysin, night. Nach E. Winterstein und A. King (1909) erfolgt auch
die Guanylierung von Lysin mit Cyanamid nicht so glatt wie bei Ornithip.
Weiter folgte aus diesen Versuchsresultaten, dass Glycin direkt (ohne iiber
Hydantoinsdure) die Guanylierung durch Ammoniak erhilt. Folglich
scheinen sich auch andere Guanidoverbindungen direkt aus betreffenden
Aminoverbindungen darzustellen. Aber es ist noch unklar, auf welchen
Mechanismus Glycin durch Ammoniak guyanyliert wird,. Weitere Studien
tiber diesen Bildungsmechanismus tWerden in Zusammenhang mit der
Harnstoffbildung durchgefiihrt werden, da M. Arai (1930) gefunden hat,
dass Harnstoff aus Aminosidurelosung durch Einwirlzung von Xohle
entsteht.
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Zusammenfassung.

(1) Von Aminen, welche endstindige Aminogruppe besitzen, wurde
MetHylamin am betrichtlichsten guanyliert.

(2) Von zu ciesem Versuche benutzten w-Aminosduren bestitigte
sich die Guanylierung von Glycin, g-Alanin, Taurin, und Ornithin, aber
die von Lysin und s-Aminocapronsiure nicht.

(3) Glycin wurde direkt ohne iiber Hydantoinsdure durch Ammoniak
guanyliert.

(4) Farbstoffe entstanden aus Ornithin, Lysin, Tryptophan, und
Glyeylglyein,

Herrn Prof. Dr. S. Kakiuchi méchte ich fiir seine freundlichen Rat-
schlige und seine Kritik bei diesen Versuchen meinen herzlichen. Dank
aussprechen.
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