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Rozdzial pochodnych guanidyny
metodg podzialowej chromatografii bibulowej

Paznenenne npousBOAHBIX FyaHMAMHA METOAOM IIPOMOKAaTeJIbHO-0yMaXKHOM
XpomaTorpacum

The Paper Chromatographic Separaton of Guanidine Derivatives

Liczni autorzy stwierdzili wzrost sumy zwigzkéw guanidynowych w surowicy
i moczu u ludzi z mniewydolnodcig nerek (1, 6). Dokladniejsze badania wykazaly,
ze wyraznemu wzrostowi ulega kwas guanidynobursztynowy (GSA) i metyloguanidy-
na (MG), podczas gdy poziom kwasu guanidynooctowego (GAA) i argininy (Ar) nie
ulega zmianie (2, 3). Rozdzialu badanych zwiazkéw dokonywano przy zastosowaniu
kolumn chromatograficznych wypetnionych zZywicag Dowex 50 przy wykorzystaniu
do elucji réznych roztworéw buforowych o pH od 2,2 do 12,0 lub uzywano katio-
nowych (Amberlit CG-50) i anionowych (Dowex 50 i Dowex 1) zywic jonowymien-
nych (2, 3, 4). Metody te pozwolily ilo§ciowo oznaczyé¢ badane zwigzki, jednak ich
dokladniejszej jakoSciowe] identyfikacji dokonano przy pomocy elektroforezy lub
chromatografii bibutowej, w ktérej jako faze ruchomg stosowano klasyczny uktad
Partrige’a: butanol+tamoniak+woda, przy czym procesy te trwaly kilkana$cie
godzin dajgc niewielki efekt rozdzielezy (2, 4, 7). Celem naszej pracy bylo opraco-
wanie szybkiej metody analizy jako§ciowej wyciagu z moczu i1 surowicy, dajgcej
duzg doktadnoéé¢ i pewno§é rozdzialu badanych zwigzkow.

MATERIAL I METODY

Do badan zastosowano opracowang przez Waksmundzkiego i Socze-
winskiego (ll) metode chromatografii na wilgotnej buforowanej bibule, bedaca
klasyczng metodg chromatografii podziatowej, w ukladzie: buforowana faza wod-
na — faza organiczna, Zwigzki wystepujace w moczu jako elektrolity organiczne sg
silnie hydrofilne i przy zastosowaniu dwufazowego ukladu rozdzielczego (faza orga-
niczna i wodna) dzielg sie silnie na korzy$§¢ fazy wodnej (wspélczynnik ekstrakeji
bliski lub réwny zeru). Dla zwiekszenia zdolno$ci rozdzielczej dodawano wiec do
fazy organicznej dwuizooktylowy ester kwasu ortofosforowego (HDEHP), ktéry mobg?

tworzyé z analizowanym zwigzkiem pary jonowe dobrze ekstrahowane do fazy orga-
nicznej (5, 8, 9).
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Proces chromatografii przeprowadzano na paskach bibuly Whatman 4 o wy-
miarach 7X23 cm, cietych w kierunku poprzecanym do maszynowego. Odlegloé
od brzegu paska do linii startu wynosila 6 cm, dlugo$é drogi migracji fazy rucho-
mej — 16 cm. Jako faze nieruchomg stosowano roztwory buforowe wedlug skali
McIlvaine’a (0,1 m kwas cytrynowy+0,2 m Na,HPO,) o pH od 2,0 do 7,8, a jako
faze ruchomg chloroform oraz n-pentanol zawierajgce zmienne stezenia HDEHP.
Paski bibuly zwilzano roztworami buforowymi i po wyciSnieciu nadmiaru cieczy
arkuszami zwyklej bibuly dosuszano je na drabinkach szklanych w temperaturze
pokojowej do wspélczynnika zwilzenia 1,5 (0,5 g roztworu buforowego na 1 g suchej
bibuly). W tym samym czasie na linie startu nakraplano badane substancje w ilo$ci
okoto 0,02 mg kazda. Gdy wspolczynnik zwilzenia wyniést 1,5, niezwlocznie zawie-
szano paski w komorach szklanych szczelnie zamknietych, rozwijajac chromatogram
metoda sptywows. Rozwiniete chromatogramy suszono i wywolywano odczynnikiem
bromowym — reakejg Sakaguchi.

W pierwszej fazie stosowano do badan wzorcowe substancje: MG, GSA, GAA,
Ar produkcji Sigma Chem, Comp. USA. Do ekstrakcji badanych zwigzkéw z moczu
i surowicy krwi uzywano zywicy anionowej Dowex 1, X-8, 100—200 mesh przepro-
wadzonej w forme octanowg wedlug metodyki Steina i wsp. (10). Przez kolumne
o wymiarach 30X1 cm napelniong do wysoko§ei 25 cm Zywicg przepuszezano 10 ml
moczu doprowadzonego do pH okolo 5,0—6,0 przy pomocy lodowatego kwasu octo-
wego. Surowice w ilo§ci 10 ml nanoszono bezpoSrednio na kolumne. Badane zwigzki
ekstrahowano 100 ml 0,25 n CH;COOH. Zbierane frakcje po 5 ml wykazujgce po-
zytywng reakcje Sakaguchi zageszczano przy pomocy pompy Pprdézniowe]j
w temp. 40°C do objetoéci 0,5 ml i poddawano analizie chromatfograficznej opisang
metodg. Wymierzone warto§ci Ry poszczegblnych substancji przeliczano na Ry

(Rm= le — rézni sie o stalg warto§é od logarytmu wspélczynnika ekstrakeji
— iy

badanych substancji w stosowanej metodzie).

Otrzymane wyniki przedstawiono na wykresach w postaci zalezno$ci Ry={(pH)
przy stalym stezeniu HDEHP w fazie organicznej wzglednie Ry=1f(log c¢) (gdzie
c=stezenie HDEHP w fazie organicznej) przy stalym pH fazy wodnej.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Ryc. 11 2 przedstawiajg wyniki analizy chromatograficznej badanych
substancji otrzymane w ukladzie: chloroform+HDEHP/buforowana faza
wodna w postaci krzywych Ry=f (log ¢) przy stalych wartoéciach pH
fazy wodnej oraz na ryc. 3 i 4 w postaci krzywych Ry=£f (pH) przy
stalych stezeniach HDEHP. Jak wynika z wykreséow 1 i 2, w miare wzro-
stu stezenia HDEHP w fazie chloroformowej nastepuje migracja analizo-
wanych substancji w kolejnosci: MG, Ar, GAA, GSA, przy czym migracja
dwéch ostatnich zwigzkOw zaczyna sie przy najwyzszym stezeniu HDEHP.
Z wykreséw wynika, ze wzrost wartosci pH wywiera silny wplyw na
wartoSci Ry argininy, natomiast na pozostale zwigzki w stopniu tylko
niewielkim. Wzrost ekstrakcji (wartosci Ru) jest wiec uzaleiniony przede
wszystkim od wzrostu stezenia HDEHP w fazie organicznej, a nie od
wzrostu wartosci pH fazy wodnej. Widaé to szczegdlnie wyraznie na
ryc. 3 przedstawiajacej zalezno$¢ Ry=1 (pH) przy zastosowaniu 1lm rozt-
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Ryc. 1. Krzywe Rm={£ (log c) argininy (Ar), metyloguanidyny (MG), kwasu guanidy-
nooctowego (GAA) i kwasu guanidynobursztynowego (GSA) ofrzymane w ukladzie
chloroformowe roztwory HDEHP/roztwér buforowy o pH=4,64
Curves Rm={ (log c¢) arginin (Ar), methyloguanidin (MG), guanidinoacetic acid (GAA)
and guanidinosuccinic acid (GSA) obtained in system: chloroforms solution HDEHP/
/buffer solution by pH=4,64
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Ryc. 2. Krzywe Rm=f (log ¢) argininy (Ar), metyloguanindyny (MG), kwasu guanidy-
nooctowego (GAA) i kwasu guanidynobursztynowego (GSA) otrzymane w ukladzie:
chloroformowe roztwory HDEHP,roztwér buforowy o pH=17,32
Curves Rm=1f (log c) arginin (Ar), methyloguanidin (MQG), acetyloacetic acid (GAA),
and guanidinosuccinic acid {(GSA) obtained in system: chloforms solution HDEHP/
/buffer solution by pH=1,32
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Ryc. 3. Krzywe Rm={f (pH) argininy (Ar), metyloguanidyny (MG), kwasu guanidy-
nooctowego (GAA) i kwasu guanidynobursztynowego (GSA) otrzymane w ukila-

dzie:

1 molowy roztwér HDEHPw chloroformie/roztwér buforowy

Curves Rm=1f (pH) orginin (Ar), methyloguanidin (MG), acetyloacetic acid (GAA)
and lguanidinosuccinic acid (GSA) obtained in system: 1 M solution HDEHP in
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Ryc. 4. Krzywe Rm=f (pH) argininy (Ar), metyloguanidyny (MG), kwasu guanidyno-
octowego (GAA) i kwasu guanidynobursztynowego (GSA) otrzymane w ukladzie:

0,1

molowy roztwér HDEHP w chloroformie/roztwér buforowy

Curves Rm=f (pH) arginin (Ar), methyloguanidin (MG), guanidinoacetic acid (GAA)
and guanidinosuccinic acid (GSA) obtained in system: 0,1 M solution HDEHP in

chloroform/buffer solution
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Ryc. 5. Krzywe Rm=f (log ¢) angininy (Ar), metyloguanidyny (MG), kwasu guani-
dynooctowego (GAA) i kwasu guanidynobursztynowego (GSA) otrzymane w ukladzie:
roztwory HDEHP w n-pentanolu/roztwér buforowy o pH=2,7
Curves Rm=f (log ¢) arginin (Ar), methyloguanidin (MG), guanidinoacetic acid
(GAA) and guanidinosuccinic acid (GSA) obtained in systems: solution HDEHP in
n-pentanol/buffer solution by pH=2,7
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Ryc. 6. Krzywe Rm={ (loc ¢) argininy (Ar), metaloguanidyny (MG), kwasu guani-
dynooctowego (GAA) i kwasu guanidynobursztynowego (GSA) otrzymane w ukladzie:
roztwory HDEHP w n-pentanolu/roztwoér buforowy o pH=4,74
Curves Rm=f (log ¢) arginin (Ar), methyloguanidin (MG), guanidinoacetic acid
(GAA), guanidinosuccinic acid (GSA) obtained in system: solutions HDEHP in
n-pentanol/buffer solution by pH=4,74
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nerek, poddanych analizie chromatograficznej opracowanymi uprzednio
metodami. Jak wynika z tej ryciny, w moczu i osoczu wystepuja wszystkie
badane zwigzki. Najwyrazniej uwidocznila sie MG i Ar, natomiast oba
kwasy dawaly nieco stabsze plamy.

Z przedstawionych badan wynika, ze powyzszy uklad chromatogra-
ficzny dobrze nadaje sie do identyfikacji pochodnych N-podstawnych
guanidyny z plynéw ustrojowych i moze znacznie skroéci¢ czas ich iden-
tyfikacji w poréwnaniu z stosowanymi dotychczas metodami oznaczen
ilosciowych i jakosciowych.
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PE3IOME

PazpaboTran MeToj pazjesieHUMS IPOU3BOAHBIX TyaHMAMHA NPM IIOMOIIM paclpe-
nenuTenbHOM xpomatorpacdum Ha 6ydepHol mpoMokarenbHOIt OyMare ¢ OZHOBpPEMEH-
HBIM MCIOJIL30BaHueM 61c/2-9ruiirekcui/oprodocdopHoit KUCIOTLI B KadyecTBe MO-
uura ¢ obwemom pH or 2,0 mo 7,8. Camoit nyuniest pacrnpeaenmTeNIbHOM CHUCTEMON
okaszajca xaopodopmunit pactBop HDEHP u 6ycdepnbni pacteop pH=5,5.

BrinenasBaHHasg CUCTEMa OKasallach HPUTOAHOM IJIA KadvecTBEHHO uieHTndu-
KallMM MUCCJIeJOBAHHBIX CBA3€ll B MOYe M ChIBOPOTKE KPOBU Yy JIOAEN.

SUMMARY

The method of the separation of guanidine derivatives was elaborated using
paper chromatography in the system bis (2-ethylhexyl) phosphoric acid/buffer solu-
tions of pH 2,0—7,8. The best separation was achieved on paper impregnated with
a buffer solution at pH=5,5 using the HDEHP in CHCI; solution as a mobol phase.
The method is useful in the identification of investigated compounds in urine and
in human serum.






