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INTRODUCCION 

La síntesis de péptidos V proteínas es una de las funciones primordiales de la célula viva, Vi 
la serie de intrincadas reacciones que la célula tiene qusllevar a cabo para lograr su propósito, son
aún poco conocidas; menos aún, pero no por aso menos interesantes, lo son las relacionadas con la -
estructura V función de péptidos biológicamente activos. 

¿Cómo funciona una hormona V cómo podemos regular o modificar su acción? ¿Por qué
las enzimas actúan como potentes agentes catalíticos específicos? Cuál es la razón de la intensa ac -
tividad de las toxinas bacterianas; por ejemplo, las endotoxinas? ¿Cuál es el papel de los péptidos -
V proteínas en el control de la función genética? 

Estas y muchas más preguntas podrán ser mejor comprendidas cuando podamos identificar 
y sintetizar, primero los productos activos, V posteriormente, compuestos análogos de los mismos. 
Por ejemplo, se podría sintetizar un análogo de la Insulina que mostrara una aetividad más prolonga
da V con menos efectos colaterales para el tratamiento de la diabetes. 

Mucho antes de que la biosíntesis de proteínas fuera relativamente comprendida, a princi . 
pios de siglo, los químicos Fisher y Forneau (1) lograron en 1901 la síntesis del péptido glicil-glicina 
v desde entonces, se ha visto un esfuerzo constante por desarrollar nuevos V mejores métodos de sfu 
tesis. 

De los avances más notables que fueron logrados en la década de 1950, tenemos la sírtesis
del nonapéptido oxitocina, efectuada por Du Vigneaud et al. (2). 

o esde entonces, el interés por la síntesis de péptidos fue incrementando y muchos científi
cos se pusieron a tratar de encontrar soluciones a la multitud de problemas que esto representa. 

Se logró entonces la síntesis de la hormona adrenocortico trópica, conteniendo 39 residuos 
de aminoácidos. 

A principios de 1963 V como resultado del trabajo en equipo de varios investigadores, tras
grupos de científicos: el primero en Estados Unidos, el segundo en Alemania y el tercero en China,
tuvieron éxito en sintetizar una proteína comparativamente simple, la insulina, que es una hormona 
pancreática constituída por dos cadenas de aminoácidos con 21 y 30 residuos respectivamente. 

Estos fueron por supuesto logros de gran trascendencia, ya que representan enormes canti
dades de tiempo, energía, esfuerzo V materiales, además de una astuta planeación para la resolución
del problema. 
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Desde la síntesis convencional de péptidos por métodos clásicos, hasta que en 1965 se logró 
la síntesis de la insulina se ha trabajado con un nuevo enfoque del problema que eventualmente ha
sido llevado hasta la síntesis automática de polipéptidos, sueño largamente acariciado por varios 
científicos, que ahora es un hecho. 

Se trata del proceso deserrollado por Merrifield (3,4), quien ideó el proceso por fase sólida. 
La idea básica partía de la posibilidad de anclar un aminoácido a un soporte sólido y de una manera 
progresiva, paso a paso, añadirle los residuos hasta lograr el péptido deseado, que entonces sería se -
parado del material de soporte, aislado y purificado. De esta manera todos los reactivos usados, sub
productos y contaminantes, serían fácilmente removidos por lavados y simple filtración, reduciendo 
considerablemente el tiempo necesario empleado para la síntesis, dando rendimientos más altós y 
productos más puros. 

La primera parte de este trabajo presenta la teoría del Método de Merrifield y como segun
da pa rte la descripción detallada de la síntesis de un dipéptido. El trabajo experimental del 8utor
consistió en llevar a cabo la s(ntesis por fase sólida del dipéptido glicil-L -fenilalanina. 

Está dirigido a los estudiantes de las Ciencias Biomédicas interesados en el problema de la
síntesis de péptidos, ya sea por su importancia intrínseca, o probablemente, como un paso interme
dio para logros de mayor trascendencia. 

La síntesis del dipéptido se reseña con el mayor detalle posible, dando especial atención a 
las dificultades técnicas encontradas y las soluciones que se dieron para allanar estos problemas. 
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DESCRIPCION DEL METODO DE MERRIFIELD 

El método consiste en una síntesis en fase sólida, es decir, el aminoácidOI se mantiene uni -
do a una resina insoluble: después de la adición de cadaamino~ácido' a la cadena peptídica, el com -
piejo péptido-resina debe ser purificado de la contaminación causada por el exceso de reactivos y -
productos secundarios de la reacción por simple filtración, 

Al terminar de añadir el último aminoficido!, se separa el péptido de la resina bajo condiciQ 
nes de hidrólisis lo suficientemente suaves para que no afecten al enlace peptídico y razonablemen -
te específicas para evitar reacciones laterales indeseables. 

Elpéptido, en soluciÓn, es separado de la resina insoluble por filtración y de ser necesario
cristalizado o purificado por los métodos clásicos de cromatografía o contracorriente. 

EL SOPORTE SOLIDO. 

Para la síntesis por fase sólida se requiere de un soporte que tenga las siguientes caracterís . 
ticas: 

Al Ser completamente insoluble en todos los solventes usados. 

B) Tener una configuración física y química estable. 

Cl Proveer de una superficie amplia de reacción. 

Dl Poderse substituir fácilmente con un grupo reactivo, al cual la cadena peptídica pueda an 
clarse por medio de un enlace covalente. 

E) Proveer de un enlace de fácil formación pero estable a través de la reacciÓn de síntesis. 

F) Estructura que permita un lavado sencillo y filtración rápida. 

Después de un largo proceso de pruebas fueron investigados muchos poi ¡meros y modos de 
acoplamiento, entre ellos: celulosa, alcohol polivinílico, polimetacrilato y poliestireno sulfonado. 

El polímero que dió mejores resultados y cubrió todos los requisitos, fue el'copolímero clQ 
rometilado de estireno y divinilbenzeno. Esta resina además tiene la propiedad de hincharse en sol -
ventes no polares, dada la estructura semejante a un gel poroso que permite la rápida penetración de 
los reactivos, debido a una permeabilidad aumentada. Bajo ciertas condiciones, virtualmente todos y 
cada uno de los anillos aromáticos pueden ser substituidos. 
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Esto significa que si las condiciones lo requieren puede prepararse una resina en donde las 
reacciones no s610 ocurran en la superficie de la misma, sino también en el interior de la red de po -
liestireno (matriz), teniendo la ventaja de Que puedan acomodarse un mayor número de moles de -
péptidos por unidad de peso del polímero. 

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA RESINA (5) 

Poliestireno. 

El estireno polimeriza bajo una gran variedad de condiciones.para dar poliestireno, Que
es un polímero de alto peso molecular, soluble en solventes aromáticos,clorinados y de los llama
dos polímeros por agregación. 

El monómero estireno puede ser polimerizado solo, (polimerización masiva) en solución a
camo una emulsión o suspensión en agua. En todos los casos, la velocidad de polimerización BUllenta 
muy rápidamente con un aumento en la temperatura, o bien por el uso de catalizadores. 

POLlMERIZACION DEL ESTIR ENO 

ESTIRENO POLlESTIRENO 

Para la preparación de resinas, generalmente se emplea un copolímero de estireno y DVB -
que, al polimerizar, lo hace en forma de una red tridimensional, enlazada a intervalos por unidades
de DVB Que quedan incorporadas entre 2 cadenas lineales del poliestireno. 
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El copolímero así obtenido no se fundirá y será insoluble en todos los solventes, aunque -
se hinchará en solventes organicos como benzeno o tolueno, pero no en agua o soluciones acuosas. -
Cada partícula de esta resina podría considerarse como una "molécula gigante", en donde las cade -
nas eslabonadas del polímero se extenderían en cada partícula en todas direcciones. 

La preparación del poliestireno, invariablemente se hace por suspensión polimerización;
la mezcla de monómeros se dispersa como pequeñas gotas en una solución acuosa y el copolímero -
es entonces obtenido en forma de pequeños glóbulos de 1 mm., o menos de diámetro. 

Estos glóbulos son muy estables y fáciles de manejar, evitándose también el desperdicio prQ 
veniente de la desintegración, como la de las resinas preparadas en forma masiva, ya que se puede - -
obtener un tamaño de part(cula predeterminado según el grado de agitación durante la preparación. 
Para prevenir el agregado de partículas durante su preparaci6n, es conveniente el uso de algún agen -
te emulsionante que actúe como estabilizador de la syspensi6n, tal como: alcohol polivín(lico, ban
ton ita, alm ídón o derivados celulósicos. 

La proporción de divinilbenzeno pueda ser variada sobre un amplío rango. 

El grado al cual el poliestireno se hinchará en el solvente orgánico, dependerá del grado de
enlaces transversales. Copolímeros que contengan una alta proporción de divinilbenzeno absorberán 
de 0.25 él 0.50 gr. de tolueno por gramo de resina. Si la proporción de divinilbenzeno es disminuída. 
el peso del tolueno absorbido aumenta rápidamente. 



Gramos de tolueno absorbidos por 
gramos de resina. 
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Porcentaje de solución de divinilbenzeno, en mezcla monomérica. 

HINCHAMIENTO DE POLlESTIRENO EN TOLUENO 
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Estos copolímeros de estireno y divinilbenzeno pueden obtenerse comercialmente con va
rios grados de enlaces transversales y diferentes tamaños de gl6buios. El usado generalmente para 
síntesis por fase sólida, es de glóbulos de 200-400 mallas. 

Respecto a la proporción de divinilbenzeno más adecuada, se ha encontrado que la propor
ción 1 °/0 da gl6bulosfrágiles susceptibles de ser destrurdos por la agitación mecánica necesaria 
para la síntesis, dificultando la operación de filtrado; por otro lado, una proporción mayor de 8 a 16 
0/0 de divinilbenzeno resultó en una resina en donde los glóbulos eran muy rígidos y compactos,-
evitando la fácil penetración de los reactivos y provocando una baja en la velocidad de reacción cau
sando que las reacciones fueran incompletas. 

L os mejores resultados que se obtuvieron fueron con una proporción de 2°10 de DV S, que -
una vez lavado con 1M NaOH, 1M HCI,agua, DMF, y MeOH,secado al vacío a 100°C, dió porres~ 
tado una resina de aspecto cremoso o blanquecino con el tam año de glóbulos que varió entre 20 y -
80 micras de diámetro, que es la resina generalmente usada para la síntesis por fase sólida. 
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ACOPLAMIENTO DE LA CADENA PEPTIDICA AL SOPORTE SOLIDO: 

ESTERIFICACION 

Para lograr un acoplamiento adecuado a la resina clorometilada, se requieren nuevamente 
ciertas particularidades: 

Al El enlace debe permanecer estable durante todas las reacciones del proceso,. por lo cual
debe ser un enlace de tipo covalente en lugar de uno de tipo iónico. 

B) Reconocer que el proceso es diferente y distinto al proceso de 'cromatografía por ínter -
¡;ambio ¡6nico. 

C) En principio, el aminoácido puede ser acoplado ya sea por el grupo carboxilo o amino, y 
el péptido formado desde el grupo C - Terminal o N terminal. 

En la práctica, sin embargo, se encadena el grupo carboxílico del aminoácido e - terminal
al polímero con el objeto de minimizar el peligro de racemización. 

Dl Los enlaces más adecuados pueden ser, por consiguiente, enlaces a través de ésteres, ami
das y tal vez hidrazidas; pueden ser empleados por su estabilidad, pero deben ser capaces de permitir 
p05illriormente un desacoplamiento de la resina al terminarse la síntesis bajo condiciones de hidróli
sis selectiva que no rompa los enlacas peptídicos o algunos otros sitios sensibles de la cadena peptí!l.i 
ca. 

REACCION DE ESTERIFICACION 

Q ~1 
(CH 3) 3C-O-C-NH-CH-CO 0- CICH2--<D--~; 

De los diferentes modos de enlace. el que mostró ser más útil para la síntesis por fase sóli
da fue el derivado del éster benzílico, ya que es estable durante las reacciones de desprotección y Bt:Q 

plamiento de aminoácidos, y porque el péptido final puede ser fácilmente removido selectivamente
de la resina por hidrólisis del éster con HBr o un medio ligeramente alcalino. 
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SELECCION DEL PROTECTOR DEL GRUPO AMINO 

Es de primera importancia la selección del protector del grupo ami no terminal. Para ello se re 

A) Que sea estable 
Bl Fácil de preparar 
el Que minimize la recemización durante el proceso de síntesis y 
DI Que pueda ser removido bajo condiciones tales que no afecten el enlace péptidlco o el!!n 

lace a la resina. . 

Antes de llevar a cabo el acoplamiento de cada residuo de aminoácido, es necesario determi
nar previamente cual es la configuración del péptido a sintetizar. los aminoácidos son compuestos 
que poseen varios grupos reactivos: básicamente un grupo amino (-NH2), y uno carboxilo (·COOH).· 
En muchas ocas1ones se encuentran otros localizados en cadenas laterales. 

De una manera general, todos menos uno, de los grupos reactivos deben ser bloqueados, esto 
es, inactivados qu ímicamente protegiéndolos de reacciones no deseadas. Al mismo tiempo que los gl] 
pos reactivos que no se desea que intervengan en la reacción son bloqueados selectivamente, es posi 
ble activar el grupo escogido para reaccionar, incrementando su nivel energético, de tal manera que -
pueda reaccionar con el grupo reactivo activado de otro aminoácido para formar el enlace peptídico. 

Originalmente se usó el grupo Cbz como bloqueador del grupo alfa·amino por el bien con.!! 
cido método de Bergmann (6), ya que cumple con los tres primeros requisitos satisfactoriamente, . 
aunque con el último solo bajo condiciones especiales. En la síntesis normal de péptidos el Cbz es al!! 
pliamente usado, sin embargo, en el presente caso no es el mejor grupo de elección, ya que la hidróli 
sis de los grupos Cbz puede en general ser lograda por hidrogenación catal(tica o por el uso de HBr <!!:l 
hfdro; sin embargo, la hídrogenací6n no es posible. ya que requiere un catalizador que es sólido y és
te no es efectivo, pues el sustrato también es sólido, además se observó que las condiciones ideales PE. 
ra el desacoplamiento del grupo protector atacaban al éster benzilico con el que estaba unidoel amino 
ácido a la resina. 

Se hicieron pruebas con el objeto de mejorar el método y se estudiaron los derivados naftaM 
nieos de formilo, tritilo, y 2 hidroxi - 1 naftaleno, que no resultaron convenientes para les condício . 
nes particulares empleadas. 

Se logró un gran avance con el uso del grupo(t-BOC) como protector. tstegrupo cumple con
tados los requisitos necesarios, es fácilmente hidrolizable bajo condiciones más suaves, con HCI 1 N . 
en HOAc, el t·BOC puede ser removido cuantitativamente en unos cuantos minutos sin afectar sensi· 
blemente 111 enlace éster benzílico de la resina. Y es posible entonces liberar al péptido completo de . 
la resina por medio de H Br en TFA en condiciones ácidas que eliminan el peligro de la racemización. 
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FORMACION DEL ENLACE PEPTlDICO 

Los requerimientos que se imponen por el método de fase sólida tienden a ser más rigure. -
sos que los de los métodos convencionales. 

Es necesario y esencial Que este paso de la reacción sea torzado hacia una reacción cuanti!!! 
tiva completa en cada paso, ya que de no ser así existe el peligro durante la formación de la cadena, 
de que se formen cadenas incompletas, a las que les faltaría uno o más de los aminoácidos del pép!J 
do, los cuaiesse acumularían contaminando el producto final y serían diftciles de separar. 

Como activador para la formación del enlace peptfdíco, se usó con buen éxito la OCel, 
con lo que se lograron rendimientos cercanos al1000 /0. 

FORMACION DEL ENLACE PEPTIDICO MEDIANTE DICICLOHEXILCARBODIIMIDA (OCCI) 

DCCl 

9. f2 ,9 Bl 9 
(CH~3C-O-C-NH-LH-C-NH-CH-COCH2 + 

DIPEPTIDO OICICLOHEXI LUREA 

El intermediario activo formado entre la OCCI y el t-BOC aminoácido es extremadamente -
reactivo y se acopla muy rápidamente con el grupo amino libre al final de la cadena peptfdica. El ex
ceso de reactivos es fácilmente removido por filtración después de cada acoplam iento. 

Estudios referertp,s a la velocidad de reacción indican que ésta es completa en 30 mino a pe
sar de ser un sistema heterogéneo los altos rendimientos se deben a los solventes que producen el • 
hinchamiento de la resina (casi al doble de su tamaño original). y que al mismo tiempo tienen una --
constante dieléctrica alta. 

Solventes tales como DMF o cloruro de metileno, son efectivos, mientras que benzeno, dio
xano, etanol yagua no lo son. 

Dado que el uso de OMF favorece la formación de aci! urea se prefirió el uso del cloruro de 
metileno, que en proporción de 2: 1 asegura una completa acilación del grupo N-terminal del amino
ácido. 
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En este solvente y a temperatura ambiente, con un exceso de 50°/0 del t-BOC aminoácido, 
la reacción es cuantitativa y completa en pocos minutos. El subproducto, diciclohexilurea, aunque 
relativamente insoluble en la mayoría de los ,solventes, es fácil y rápidamente removido del comple· 
jo péptido-resina por lavados con EtOH y HOAc. Cualquier cantidad del contaminante amino acil-
urea es también removido al mismo 'tiempo por filtración. 

LlBERACION DEL PEPTIDO DE LA RESINA. 

El último paso consiste en hidrolizar el enlace del éster benznico que ha mantenido al pép
tido unido a la resina durante todo el proceso de la síntesis. Como se indicó anteriormente, eSIe tipo 
de unión fue escogido por ser estable durante la síntesis y puede ser removido selectivamente en el . 
tiempo preciso sin alterar la cadena peptídica. ' 

La resina se suspende en T FA Y se burbujea HBr anhídro, dentro del frasco de reacciÓn para 
producir el desacoplamiento. Estos reactivos también liberan al mismo tiempo los grupos protectOf!lS 
laterales de la cadena. 

El péptido -por primera vez en soluciones- es separado por filtración y purificado, de ser
neceserio, por los métodos usuales de cromatografía o contrarriente. Puede entonces ser anali~ado y, 
cuando es posible, ensayado biológicamente para demostrar su potencia. 



11.- B) APLICACIONES ESPECIFICAS Y SINTESIS AUTOMATICA. 
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APLICACIONES ESPECIFICAS. 

El proceso que se acaba de describir parecerá que presenta algunas similitudes con el meca
nismo de síntesis de proteínas en la célula viva. Ambos procesos dependen de un soporte en forma -
de partículas, en el caso de la célula, el ribosoma; ambos implican la activación del aminoácido; en -
la célula, el aminoácido es activado por la molécula rica en energía ATP (Adenosin trifosfato); y am
bos procesos se llevan a cabo por medio de pasos consecutivos hasta formar el producto deseado. 

La analogía no debe ser tomada en forma rigorista, ya que la síntesis natural es mucho más
rápida, elegante y eficiente que la lograda en el laboratorio, y no se puede todavía competir con el -
complejo proceso de la célula en este punto. 

De hecho, esta l;intesis por fase sólida no se planeó originalmente copiando el patrón segui
do por la célula, sino que fue posteriormente cuando las similitudes se hicieron evidentes. 

En un principio, todo el proceso se ideó con el propósito de lograr la síntesis automática de 
péptidos como una de las aplicaciones específicas, que actualmente es un hecho. 

SINTESIS AUTOMATICA. 

En última instancia, la idea original de Merrifield (7,8 ), fue lograr un sistema de síntesis -
simplificada que pudiera ser automatizada. La decisión original de sintetizar la cadena peptídica uni
da a un soporte insoluble, fue basada en la idea de que este tipo de truco podría darnos una mejor -
oportunidad de lograr el objetivo. Uno de los factores más importantes, es que toda la síntesis y los
pasos intermediarios de purificación se llevan a cabo en el mismo frasco. 

Se construyó un aparato que puede efectuar estas o peraciones en forma automática por m~ 
dio de un ciclo programado en donde los reactivos y solventes son introducidos conforme a una pre
via secuencia establecida para la adición de cada aminoácido. Al final de cada ciclo, el aparato se au
to-ajusta y empieza el nuevo ciclo automáticamente. que consiste en exactamente la misma serie de
pasos, sólo que se adiciona un nuevo aminoácido. 

Hoy en día, es posible adquirir comercialmente un sintetizador automático de péptidos,-
que basado en el método de Merrifield para la síntesis por fase sólida, y constituído por un sistema
modular consistente de unidades de control, reactivo Y reactor, automáticamentE! dicta la secuencia, 
volúmenes y tiempos de mezclado para reactivos y solventes según el programa previamente deter -
minado por el operador. El aparato trabaja 24 horas por día. Resultado: la síntesis de péptidos es -
acelerada y el personal liberado para efectuar otras funciones. Con este aparato, las técn icas, secuen
cias y ventajas del método de fase sólida son retenidas:mientras que el tedioso procedimiento me-
nual es virtualmente eliminado. 
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Se lograron sintetizar varios di, tri y tetrapéptidos indroduciéndose mejoras experimentales 
al método, hasta que finalmente se logró la síntesis de péptidos biológicamente activos como labrlUli 
~inina, angiotensina e insulina. . 

Como ilustración ejemplificada del método, se describirá brevemente el proceso de síntesis
por fase sólida de algunos péptidos de importancia biológica: 

BRADIKININA 

Este importante nonapéptido tue primeramente reconocido en plasma tratado con veneno -
de serpiente o tripsina. Su función fisiológica normal no ha sido totalf1)ente esclarecida, se sabe que es 
un agente hipotensivo potente, aumenta la permeabilidad capilar, cause constricción bronquial, dolor, 
inflamaci6n y hace que los músculos lisos se contraigan. 

La síntesis de la bradir<inina, y especialmente de análogos adecuados, es importante para la -
comprensión futura de su mecanismo de acción. 

El péptido contiene los aminoácidospolifuncionales, argininay serina, además del iminoácido 
prolina. Su actividad biológica podría usarse para determinar la pureza del producto obtenido. 

PROCESO EJEM PLlFICADO DE LA SINTESIS: (SEGUN MERRIFIElD 9, 10). 

El copolímero de estireno 20 /0 divinilbenzeno es clorometilado y luego esterificado con la
sal trietilamónica del t-80C-nitro- L -arginina, el grupo protector removido con .HC l· 1 N en ácido acá 
tico, el clorhidrato resultante neutralizado por un tratamiento de TEA en exceso. 

La base libre es entonces acoplada con t-BOC L-Phe, con la ayuda de OCCI. Estos últimos -
tres pasos constituyen un ciclo de la síntesis, es decir, el aumento de la cadena por un residuo de - -
aminoácido. Los residuos restantes fueron acoplados de una manera similar, repitiendo el ciclo siete
veces más con el derivado del aminoácido adecuado hasta la obtención del nonapéptido: 
t-BOC nitra-L -Arginil-L -Prolil-l-Pro lilglicil-l-Feoilalanil-orto-Benzil- L -Seril-L-Prolil-L
Fen ilalaníl-nitral -Arginil-Copoliestireno divinilbenzeno. 

El péptido protegido es removido de la resina por medio de tratamiento con HBr TFA, estos 
reactivos también liberan el t-BOC. N·terminal y el enlace éter del residuo orto-benzil serina. Los gr.!,1 
pos nitro son removidos por hidrogenolisis usando negro de paladio como catalizador, dando así el
péptido libre. 

El rendimiento y la homogeneidad del producto, tanto como su 
extremadamente buenos comparados con el péptido natural. 
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SINTESIS DE ANGIOTENSINA II 

la síntesis de este importante octapéptido hipertensivo, fue de interés porque se sabía de -
antemano, que una vez lograda ésta, el nuevo método proveería una ruta rápida y simplificada hacia 
la síntesis de varios análogos de la hormona, tal Y'como se ha logrado en el caso de la bradiKinina. -
Además, la síntesis de la angiotensina, nos proveé de otras pruebas para la eficacia del método, dado 
que contiene cinco aminoácidos nuevos que no hablan sido introducidos aún por éste método, ya -
que para que el mismo tenga un valor eficaz, debe éste de poder tratar con todos los aminoácidos. 

El enfoque general se llevó a cabo exactamente Gomo en el caso de la bradíl<ínina. Todos 
los aminoácidos se usaron como derivados del N(alfa)· t-BOt, con los siguientes grupos protectores --
adicionales para los aminoácidos trifuncionales: tirosin&.o-benzil éter, im idazo I-benzil h ístidina, ni -
troarginina, y beta-benzil aspartato. 

Todos fueron acoplados por el procedimiento de la DCCI. El octapéptido protegido fue de
sacoplado de la resina con HBr, con la pérdida simultánea de los éter y éster benz(ljcos. 

los residuos de benzil histidina y nítroarginina, fueron finalmente desprotegídos por hidro
geno lisis con paladio-BaS04 como catalizador. 

Se obtuvo un rendimiento general de 56°/0 de 5-isoleucina-angiotensina 1I como un pépti
do homogéneo. 

El producto mostró actividad biológica total en el ensayo con útero en la rata. 

SINTESIS D E INSULINA 

La molécula más pequeña que podemos considerar como una verdadera proteína es la insu
lina, la cual se escogió para la síntesis por fase sólida, no sólo por su tamaño, sino también por otras 
variadas e importantes razones. 

la disponibilidad de esta hormona sintética nos ayudaría a contestar muchas preguntas re
terentes a su mecanismo de acción. la mo!écula de insulina es mucho más compleja que un simple 
péptido como la bradikinina o la angiotensina. No solamente posee cerca de seis veces más aminoá9 
dos, sino que también tiene una gran variedad de ellos: 17 en lugar de 5. Esto introduca muchos nI!!! 
vos problemas para la protección de las cadenas laterales. Particularmente complicada es la presencia 
de tres enlaces disulfuro (S-SI como enlaces transversales entre las unidades de cisteína. 

la insulina consiste de dos cadenas de péptidos lineales: la cadena A, con 21 residuos de - -
aminoácidos y la cadena B, con 30. Están unidas por los puentes disulfuro entre las dos cadenas, a~ 
más de la presencia de un enlace disulfuro ínter-cadena. la molécula tiene una conformación tridi·· 
mensional definida. 
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SINTESIS AUTOMATICA DE LA INSULINA 

Un gran número de investigadores han trabajado en la síntesis de insulina y han producido
pequeñas cantidades del péptido. 

Con el fin de producir cantidades útiles de insulina, se llevó a cabo la síntesis de la misma -
por el método de fase sólida automatizado. Los resultados han sido muy alentadores, aunque se tu -
vieron que llevar a cabo más de 5,000 operaciones separadas para acoplar los 51 aminoácidos, la ma
yoría de ellas se llevaron a cabo automáticamente por medio de un programador de tambOl, de tal· 
manera que fue posible para un solo hombre llevar a cabo la síntesis de ambas cadenas en cuestión -
de pocos días. . 

Se comenzó preparando aproximadamente 2 grs. de la cadena A, protegida y 8 grs. de la -
cadena B. La reacción que desacopló las cadenas peptfdicas de la resina, también removió los grupos 
laterales protectores, quedando sólo los grupos benzil, de la cisteína e histidina que fueron removi -
dos por reducción con sodio metálico en amonIaco. Puesto que los grupos de la cisteína que Queda
ron en forma reducida, fueron inestables para los pasos de purificación, se estabilizaron po r conver -
sión hacia S-sulfonatos (S-S03)' 

En esta forma, las dos cadenas peptí dicas fueron purificadas por tres métodos: 

Al Fi Itración la cual depende del tamaño molecular. 
B) Distribución por contracorriente, la cual depende de !a solubilidad diferencial y 
e) Electroforésis, la cual depende de la carga eléctrica. 
Los productos resultantes fueron homogéneos para estos criterios. 

El paso final fue la combinación de las dos cadenas purificadas de la insulina. Primero, los
sulfonatos de la cisteína .2 convirtieron de nuevoa la forma S-H activa y luego. se unieron las dos
cadenas por oxidación lenta con aire de las formas S-H de ambas cadenas. 

Se obtuvo la insulina sintética, la hormona fue activa en los ensayos biológicos usuales que
están basados en la cantidad que debe ser inyectada en ratones para provocar una baja en el azúcar· 
sanguíneo Que cause convulsiones en un 50°/0 de los ratones experimentados. Comparativamente -
no se observó ninguna variación en referencia a la hormona natural. 
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PRINCIPALES MODIFICACIONES AL METODO DE MERRIFIELD 

PROPUESTA S HASTA 1968. 

Paralelamente a la elaboración del trabajo experimental se llevó a cabo el Congreso No. 155 
de la Sociedad Química Americana (Marzo 31-AbriI15, 1968) del cual se iincluyen las _sigl!ientes-· 
comunicaciones por considerarlas de gran interés. 

JOHN C. SHEEHAN del Instituto de Tecnología de Massachusett, comunica una revisión de 
los diferentes grupos protectores del carboxilo y amino de los aminoácidos usados en síntesis de pép
tidos, y además nuevas técnicas de protección selectiva de los grupos carboxilo y tio!. 

Los grupos protectores del N-Amino terminal son en orden de frecuencia de uso: 

Cbz 
t-Boc 
Etaloil 
Tritil 

Grupos protectores del grupo carboxilo. 
B~nzil Etil 

Arilsulfenil 
Triflouroacetil: 
Formil 
Tosil 

t-Butil Fenacil (PAC) 
Metil Difenilmetil 

Los métodos aplicados para la remoción de estos grupos de bloqueo son muy similares, lo -
que constituye una característica indeseable. 

El grupo PAC, C6H5-CO-CHZ introducido por Sheehan y Oaves en 1966, es algo diferen
te a los otros grupos protectores. Se remueve por medio de un agente altamente nucleofílico, el tio -
fenóxido de sodio bajo condiciones muy suaves, en DMF a temperatura ambiente. 

--=OM:-:;F"---7> 

+ 

REMOCION DEL GRUPO PROTECTOR PAe CON DMF. 
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EL PAC tiene además la característica de bloquear selectivamente los grupos tiol de la -
cisteína, 

CH2-SH 
I 

NH 2-CH-COOH --DMF---;? 

PROTECCION SELECTIVA DE LOS GRUPOS TIO L PO R MEDIO DEL PACo 

CH2-S-PAC 
I 

NHrCH-COOH 

Los compuestos S Fenacil no reaccionan con HBr, HO f".c o solución acuosa de Na OH ' 
pero pueden ser removidos con Na OCH 3 en metano!. 

Sheehan también discute los métodos de acoplamiento que de acuerdo a su popularidad y

frecuencia de uso son DCCI, carbodíimid a hidro soluble (WSC), mezclas'da'Anhídridos y ésteres ac' 
tivos, por ejemplo: 

carbonil diímidazol, cloru ro ácido, seles de isoxazolium 

Reporta un esquema para la sintesis rápida de un oligopéptido sin el aislamiento de interf!!!! 
diarios, 

R 
I 

Cbz-NH-CH -COOH + 
~' 

NHZ-CH-CO Q-t-Bu 

R W' 
---.;,.;,. Cbz-NH-CH-CO-NH-éH-COO-t-Bu + 

CH2CI2 

SINTESIS RAPIOA DE PEPTIDOS USANDO WSC 

+ 

WSC 

La síntesis se completa en menos de una hora y el producto es purificado lavandolo con 
NaHC03 y HC! diluido. La eficiencia del método y su rendimiento, son altos. La hidrogenación 
protege el grupo amino del péptido y se puede seguir un nuevo ciclo, 

El proceso se repite hasta la obtención del oligopéptido deseado. 

. HCI 
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GARLAND R MARSHALL Universidad Washington, San Luis Missouri. Da a conocer apli
caciones del método en fase sólida para la síntesis de ciertos análogos del glucagon conteniendo trip
tofano. 

También comunica la capacidad del método para lograr la incorporación de los 20 residuos 
de aminoácidos más comunes por medios automáticos. 

En la síntesis de péptidos que contienen triptofano se encuentran serios problemas, debido 
a la destrucción de éste aminoácido durante los diferentes pasos involucrados. 

Se encontró que la adición de mercaptanol al 10/0 en lN HCI/HOAc, usado para laíemo
ción del grupo protector t-BOC, protege completamente al triptofano de lB oxidación. Se obs¡¡ó'von -
recuperaciones en un 1000/0 de este aminoácido. 

El desacoplamiento del péptido protegido de la resina, con HBr/CF3-COOH, destruye al -
rededor del 500/0 del triptofano presente; pero cuando este paso se lleva a cabo con, H F anhidro,
no se registran pérdidas de triptofano. 

La incorporación de histidina a una cadena peptídica, también presenta problemas particu
lares a menos que se proteía debidamente su cadena lateral. Varios grupos protectores han sido tra~ 
dos, principalmente: benzil, carbobenzoxi y dinitrofenil. 

La remoción del grupo benzil se lleva a cabo por hidrogenación, pero en algunos péptidús,
esto da lugar a dificultades. 

El Cbz es muy sensible a los alcalis y es removido aún con MeOH. 

El grupo dinitrofeni! es mu y prometedor, puede ser removido por agentes nucleofflicos, p.!'! 
ro existen evidencias de que es eliminado aún durante la neutralización del HCI/TEA. 

Durante la síntesis por fase sólida del péptido con la secl!encia Arg-Phe-Pro-Ser-Phe-Gly 
-Pro-Pro-Arg-Phe-Pro, la incorporación de la histidina como el siguiente aminoácido, se obser 
vó que sólo se había logrado en un 200/0. 

Se encontró que trabajando con resinas de 10/0 de D V B Y reemplazando el HOAc. 
por dioxano en una solución de 1 N Hel se obtuvo un 1000/0 de incorporación. 

JOHN STEWART Instituto Rockefeller, New York, hace saber las dificultades encontradas 
para el acoplamiento del primer aminoácido a la resina. Todos los experimentos tuvieron éxito, con
la excepción de las relativos a glutamina y triptofano. Para aminoácidos tales como metionina,cist!'!J 
na. e histidina, es preferible usar: 
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OH CHZ Pol(mero, como resina en lugar de la usual resina clorometilada. 

Las reacciones de acoplamiento se conducen rutinariamente con carbodiimida, excepto pa· 
ra glutamina y asparagina, que se llevan a cabo por el método del éster activado. 

La separación del péptido de la resina, ha sido llevada a cabo con HBr/Cf3-COOH. Esta· 
técnica aparentemente solubiliza una porción de la resina, lo que hace al producto impuro, en oca 
siones afectando la cristalización. Se encontró que el ácido fluorhídrico es menos enérgico, y da lu 
gar a materiales más puros. 

También discutió los problemas encontrados en la incorporación de histidina, treonina y-' 
triptofano en la síntesis de un péptido. La protección del grupo imidazol de la histidina con di nitro
fenol parece muy prometedora. Es bastante estable hacia todos los reactivos usados para la síntesis,' 
Este enfoque ha sido tratado durante la síntesis por fase sólida ,de anqiotensina 1, con resultados sa
tisfactorios. El desacoplamiento de la angiotensina I de la resina, se llevó a cabo con ácido fluc;rh í -
drico anhidro, y finalmente el grupo protector del imidazol, fue removido con mercaptoetano: a pH 
8. 

La treonina libre ha sido satisfactoriamente usada en la síntesis de algunos péptidos, :Jero -
en la síntesis del análogo treonina6·bradikinina se encontró Que, en adición al péptido deseado una" 
cadena lateral de otro péptido se habla formado a partir del OH libre de la treonina según se 8Kpre -
sa: 

Arg-Pro-Pro-GIYr 
o • Arg-Pro -Pro-Gly-Phe-Thr -Pro-Phe-Arg. 

Este problema se corrigió satisfactoriamente usando o-benzil treonina. 

El triptofano es parcialmente destruído por el tratamiento con la mezcla de HCI/~cido- -
acético, para la remoción del grupo protector t-BOCt No se observó la destrucción del triptofano -
usando la misma mezcla hidrolítica cuando el tratamiento se llevó a cabo justo arriba del punto de " 
congelación. Para este propósito es necesario un frasco de reacción térmicamente aislado. 

UN NEAUS C. DORMAN, The Dow Chemical Ca., Michigan, indicó que se han hecho mu
chas mejoras en varios de los pasos de la síntesis por fase sólida, excepción hecha del paso inicial de
esterificación, el cual ha permanecido insatisfactorio por los últimos seis años. El método M errifield, 
que lleva a cabo la esterificación con la sal trietilamónica del aminoácido protegido por el N·amino
terminal, con una resina clorometilada, da por resultado bajos rendimientos. 

El método de Bodansky y Sheehan, primero convierte a la resina clorometilada en la forma 
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hidroxi, por medio de una reacción en dos pasos, el aminoácido es esterificado a la resina usando 
como agente acoplante la OCCI. Este método, aunque produjo una mejora en los rendimientos de
esterificación, requiere de mayores cantidades del aminoácido protegido. Estos dos métodos han si 
do insatisfactorios para la incorporación de glutamina. 

Dorman et al. han mejorado el paso de esterificación mediante el uso de resinas sulfonadas, 
en particular, u~ndo una resina sulfonada básica, en la cual el cloruro ha sido reemplazado por HC03 
o por 1/2 C03, con exelentes resultados.: 

La preparación de la resina es como sigue: 

R...: 

O) MeOH/CH2CI 
-CHZCI + R

2
S 5DIASATEMPERATURAAMBIENT~ 

rn H~ . 

PASANDO ATRAVES DE UNA 
. x HZO· 

SOLUCION 1M DE KHC0 3 

Cuando esta resina sulfónica básica, es mezclada con una solución de dioxano conteniendo
cantidades estequiométricas del aminoácidOI protegido, ocurre una reacción de neutralización, que
es seguida por un cambio iónico del-HC0 3- por el anión -COO- del aminoácidG . Secando la mlg 
ela a temperatura ambiente bajo vacío y posteriormente calentándola por 4 Ó 5 horas a 80 850 C, la 
esterificación procede esencialmente hasta su termi,lación (1). 

También se forman en pequeña cantidad, ésteres de al kilo (11), pero son removidos con fa· 
cilidad de la resina. 

./- --\ R' 

. ! )-CHrO OC-CH-NH-PROTECTOR 
\_':::::J 

R' 
I 

-CHZSR + ROOC-CH-NH-PROTECTOR 

(1) (11 ) 

Esta nueva resina modificada ofrece varias ventajas sobre las otras. Glutamina puede ser es
terificada a la resina con -axito. Sólo se necesitan cantidades estequiométricas de los aminoácidos. y-
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como no están presentes bases extenías, los problemas de racemización disminuyen. Los rendim jen
tos de esterificación son muy altos, del orden de 85 - 950/0. 

J.H. JOHNSON, Monsanto Company, St. Louis, Mo., comunicó que la síntesis de péptidos
por fase sólida no es tan simple como ha sido sugerida por otros investigadores. Cada péptido ofrece
sus propios problemas, que tienen que ser solucionados por una serie particular de condiciones. El -
tiempo involucrado en encontrar estas condiciones muy bien podría exceder el tiempo de síntesis -
usedo por los métodos clásicos. Sin embargo, una aplicación potencial podría encontrarse para la pre
paración industrial en gran escala de péptidos después de todo ,los problemas de síntesis particulares
ya han sido ensayados. Ciertamente se pueden preparar cantidades mayores por el método de fase si! 
lída, en menos tiempo y con menos inconvenientes, y normalmente se obtienen altos rendimientos. 

Los fragmentos sintetizados de la molécula de la hormona del crecimiento humano, fueron
estudiados por las'características poco comunes que ofrecen sus residuos liofóbicos y lioHlicos, y -
sus interacciones con la resina polimérica. 

Se observó una baja en la producción de la cadena peptídica después del primero o segundo 
residuo, especialmente con aminoácidos que son liofóbicos, tales como fenilalanina y benzil tiros]-
na. Este problema no se observó con glicina, nltroarginina y otros. 

Sheraga y colaboradores, han reconocido fuertes interacciones no polares entre la resina 
poliestirénica y las porciones no polares de las moléculas orgánicas, tales como alcoholes y ácidos -
carboxílicos. Esto podría explicar el potencial de acoplamiento de la resina para algunos residuos, -
contribuyendo él su carencia para el acoplamiento en esta etapa. 

Durante la síntesis por fase sólida de la hormona humana del crecimiento, fragmento 145 -
161, se encontró un marcado descenso en la producción de la cadena peptídica, cuando se intentó 
incorporar alanina después de Leu-Leu (en el 13avo. residuo). Sin embargo, es muy interesante ob
servar que en la síntesis de la misma secuencia en esta hormona, pero en el fragmento 147-154, (que 
ocurre en el 60. residuo), la alanins se incorporó correctamente sin haberse observado una baja en -
la producción. Probablemente el doblamiento del péptido más largo. crea una estructura terciaria - -
que provoca una disminución en la cantidad de enlaces útiles. 

Estos logros animaron a los investigadores en la búsqueda de nuevas resinas pOliméricas, 
que presentaran características menos hidrofóbicas, y fue comunicada la síntesis de una nueva resi -
na, N-clorometil maleimida-copolímero. 

La capacidad de un aminoácido para acoplarse a esta resina, fue demostrada haciendo reac
cionar N-acetil-glicina en la presencia de trietilamina y dimetilsulfóxido (DMSO). El análisiselemen
tal demostró la remoción de todo el cloro. También se hizo notar que aste acoplamiento puede lIe -
varse a cabo bajo reflujo en etanol en condiciones similares al método de Merrifield. El paso de dSS!! 
coplamiento puede llevarse a cabo con 1 N He I/HOAc. GI., a temperatura ambiente, en 2 horas. 
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Dado que estos tipos de uniones son lábiles a las condiciones normales de remoción de los· 
agentes bloqueantes, debería ser usado, un nuevo grupo bloqueador. Hoy en día, el uso de grupos· 
orto·nitrofenilsulfenilo para la protección de los grupos alfa aminos, está siendo investigado. Se ha· 
encontrado que este grupo protector puede ser removido con cantidades esteQuiométricas de HCL, 
o también con reactivos nuclaotílicos. 



111.- SINTESIS DEL DIPEPTIDO GLlCIL - L - FENILALANINA 



29 

A) M A TER I A L Y E Q U I P O 

Formato de t-butil azida y t-BOC amino ácidos 

N, N '- dicilohexilcarbodiimida 

Dimetilformamida 

Cloruro de metileno 

1N HCI-ácido acético 

Polímero clorometilado (Resina de Merrifieldl 

Trietilamina 

Etanol absoluto 

Acido trifluoroacético anhidro 

Acido acético glacial 

F rasco de reacción 

Agitador mecánico 

Placas de gel de s(lice 

Analizador automático de aminoácidos. 

Autograde chamber 

Preparados como se describe en el texto -
usando material grado reactivo. 
Mann Research Laboratories. 

F isher Scientific Ca. 

Fisher Sciel!tific Ca. 

Preparado haciendo pasar HC! gaseoso a _. 
través de áci do acétieo glacial. 

X-2 BID BEADS 200-400 Mallas Cyclo -
Chemical Ca. 

Eastman Organic Chemicals. 

USP o NF reactivo certificado 

Eastman Organic Chemicals. 

USP o NF grado reactivo 

12 x 4 cm. acondicionado con un filtro de 
vidrio poroso en la base. 

Construido para rota~ el frasco de reacción 
en un angula de 90 grados, de la posición 
horizontal a la vertical a aproximadamen
te 30 rotaciones/m in. 

Silíca G (con sulfato de calcio) 5x20 cm. -
Mann Research ¡abo 

Technicon 

De nueve cámaras. 



111.- Bl PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 
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ESQUEMA GENERAL DE REACCIONES QUE SE LLEVAN A CABO DURANTE 
LA SINTESIS POR FASE SOLIDA. 

1.- E S TER I F I e A C ION 

3) j 

t-BOC-af,dnoéciao (R') it 1 
~- ;'\ 

; ,F) 
4 - '-./ 

Cloromctil nolfmero 

o nt 

( GEI11';-'O-C-]\7H-bH-COO-CH2C6H4~) 
t-:30C-am1no acH nolimero 

+ lN ReliMo Ac. 

11.- D E S PRO TE C C ION 

11 
rt1.: l-(; + 

I 
¡<q 
, .. j 

1 so butileno Comnlejo amino~cido-nolfmero 

+ f.N'- dicilohexilcarbodiimida 

III.-ACOPLAMI ENTO 

+ t-20C-aminoácido (Ru) # 2 \; 

Comnle o t-30C-néntido-nolfmero 

1 + RBr-OF JOOOF 
V 

IV.- L I B E R A e ION DEL A R E S 1 N A 

11 
eH 

lsobutilef)() PEPTlDO 

" 1 l' 

E: -; '1" 

Bromo eti¡ polímero 
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PROCEDIMI ENTO ESOUEMATIZADO DE LA PREPARACION DE UN t--BOC AMINO ACIDO 

PARA LA SINTESIS POR FASE SOLIDA. 

~Am ¡no ácido + M gO + t- BO e Azida 

MEZCLA REACTIVA r--'> 
j 

XTRACCION 

FASE OR ANICA (A) 

A~etato de etilo 
,--,---~"~-, 

LAVAR: 2xlMNaHCO 

3 x 25 mi H 2 0 

FASE ORGANICA IA*, 

DESCARTAR 

Contiene exceso eie rca .... tivos 

OlolXano y t-BOC Azida 

FASE ORGANICA IA"I 

COMBINAR y LAV R 

Enfriar en baño de agua/hielo, agregar 10 mi H 201 mM de amino acldo 

I 
TRANSFERIR A EMBUDO DE SEPARACION 

3 x 10 m; acetato de etilo/m M am ¡no ácido 

FASE ACUOSA (A') 

AMASA' 

Tom ar pH, acidificar con ácido cftricD 

hasta aproximadamente oH 3 

PRECAUCION BAJO CAMPANA 

+ Nael 35 Qr¡!OO rn I 

AGITAR MAGNETICAMENTE EN 

BAI'lO DE AG A/HIELO 

TRANSF RIR A EMBUDO DE 

SEPARACIO y E:XTRACTAR 

FASE ",CUOSA D E S e A R T A R 

Con"solucio'n s~túrada I\¡ aC I hasta la reacció n de e para acido cttrico r",S0 negativa. 

..... ¡ qr/r<l M de sulfato sodio anhidro, agitar cr'\6glcamente \' congelador. 

Dejar a temperalura am bien anteS de filtrar. Evaporar en rotavapor 

t BCC Alié 1"-: e: o 
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PREPARACION DE t-BOC AMINOACIDOS. 

PR EPARACION DE t-butil oxi carbonil-L-fenilalanina (t-8 OC L-Phe) 

Se sigue el proceso descrito por R. van Schwyzer (11) de acuerdo con la siguiente reacción. 

o 
" + N(CH3)3C-O-C-N:N' + 

t-80C AZIDA 

t-BOC L-Phe 

r?)'] o 
I 

eH') 
HzN-éH=-COOH 

L-Phe 

+ 

ACIDO HIDRAZOICO 

Se usaron 25 mili moles de L-Phe que dan un rendimiento teÓrico de 6.6 gramos. 

MATERIAL M iIl mo les Peso Molecular Gramos 

L-Phe 25 165 4.125 

Oxido de magnesio 50 40 2.00 

Formato de t-BOC azida 50 143 7.15(7.2 !TII)I 

DIOXANO AL 64% 4.7 ml/milimol de L -Phe: 117.5 mI. 

Añadir lentamente los 4.125Q L-Phe a un matraz esférico de 250 mI. que contiene los-· 
117.5 mI. de diuxano al 640/0 bajo agitación magnética por un período de 30 mino La L-Phe es -
parcialmente soluble y no se incorpora con facilidad. A la suspensión obten ida se le agregan 2.0 9 
de MgO manteniendo la agitación. Se pone el matraz en baño de aceite a 450C y se mantiene en agi
tación por 30 mino más. 

Agregar los 7.2 mI. de formato de t-BOC azida muy lentamente y mantener la agitación en
el baño de aceite a 45°C por 20 horas a reflujo. 
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Enfriar en baño de agua/hielo yajíadir 10 mI. de H20/mM de L -Phe (250mtl. Transferir -
cuantitativamente a un embudo de separación (1000 mI) y extraer la fase acuosa 3x250 mI. de ace
tato de etilo. 

La fase acuosa presentó un pH de 8.2 y un volumen aproximado de 450 mI. 

Añadir suficiente acido cítrico (sólido) lentamente '1 bajo constante agitación registrando -
el pH con potenciómetro hasta obtener un p H de 3. (Aproximadamente se usaron 25 g) 

PRECAUCION: Llevar a cabo esta reacción bajo campana, ya que se ¡ibera ácido hidrazoi
ca que es altamente tóxico. 

Agregar suficiente NaCI hasta saturación, (35 g/lOO mI) 157 NaCI. 

El pH bajó a 2.2. Mantener la solución en baño de agua/hielo bajo agitación magnética por un ¡ierío
dodo de hora y media. Transferir la suspensión a un embudo de separación (1000 mI). Se recomien
da el uso de embudos con llaves de Teflon porque la sal y la baja tem peratura en Que se trabaja, en
ocasiones "pegan" las naves de vidrio. 

Extraer 3x250 mI. de acetato de etilo (10 mI/mM). Descartar la fase acuosa. 

Combinar los 3 extractos de la fase orgánica y lavar con porciones de 30 mI. con solución
saturada de NaCI hasta que la reacción de Casares* (12) para ácido cftrico sea negativa. 

Agregar 1 gde sulfato de sodio anhidro por mM de L -Phe (250). Agitar a través de papel 
filtro Whatman No. 1 con embudo Buchner bajo vacío a temperatura am biente. 

Transferir la fase orgánica a un matraz esférico y evaporar a 370 C y 95 mm Hg en rotava -
por. Se obtuvo un líquido oleoso de color amar.illento que se colocó en un desecador evacuado a 45 
mm Hg. Posteriormente sa disolvió en 5 mi de acetato de etilo y se agregaron 20 mi de Sl<elly Solve
B. 

Se puso en baño de acetona/hielo saco y raspando con una varilla de vidrio las paredes del
matraz, precipitó un material cristalino, el cual fue filtrado y colocado hasta peso constante en un . 
desecador evacuado. 

RENDIMIENTO EXPERIMENTAL: ·4.69 g igual a 71 0/0 del rendimiento teórico . 

.. REACCION DE CASAR ES: Evaporar 0.1 mi de la solución problema a sequedad en baño 
maría. Enfriar a tem peratura ambiente, agregar 0.5 mI. de anhidrido acético y 2..5 mi de píridina.-
Reposar por 5 m in. Se forma un color rosa con la presencia de 0.010 mg. de ácido cítrico. 
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ANAllSIS y CARACTER1ZAClON DEL t-BOC L-Phe POR CROMATOGRAF1A EN -
CAPA FINA. 

Preparar soluciones de t-80e L-Phe, L-Phe grado reactivo y t-BOe l.-Phe preparado en
el experimento anterior, de 1 microgramo/microlitro. Aplicar 5 micro litros de cada uno de los ante
riores en dos placas de gel de sílice para cromatografía en capa fina. Como sistema de solventes se -
usó cloroformo-alcohol metílico-ácido aootico glacial 95:5:1 

Exponer una de las placas previamente a la prueba con solventes. a vapores de HCI por 15-
mino con el objeto de hidrolizar la unión dél t-BOC de la Phe. 

Correr las placas por 30 mino secar al aife y rociar con una solución de ninhidrina al 0.31)/0. 
El color se desarrolla a laOoC en 5 mino . 

RESULTADO: Se observa una sola mancha homogénea que indica que el producto es puro. 

PREPARACION DE t-butil oxi carbonil glicina (t-BOC G Iy) 

Se sigue el proceso descrito por van Schwyzer (11) de acuerdo con la siguiente reacción: 

o .. +(CH3)3C-O-C-N:N .N 

t-BOC AZIDA 

. Q, 
(CH3l3C-O-C-NH- C HZ-COO~ 

t-BOC Gly 

+ 

MATER IAl. 

Glicina 
O xido de magnesio 
Formato de t-Bee ,azids 

DlOXANO al 35°/0 4ml/mM de Gly: 100 mi. 

+ 

H2N-CH2-COOH 

GLICINA 

7! 
HN3 

ACIDO HIDRAZOICO 

milimoles Peso M olecu lar 

25 
50 
50 

75.07 
40.0 
143 

Gramos 

1.875 
2.0 
7.15 
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Colocar 1.875 9 de glicina en un matraz esférico de 250 m!' yañadir 100 mI. de dioxano -
al 350/0, agitar magnéticamef.ltejlntehasta lograr la total incorporación de la glicina, que en este -
caso es completamente soluble, dando una solución transparente. 

Agregar 2.0 9 de MgO y 7.15 mi de formato de t-BOC azida lentamente y bajo continua -
agitación magnética. Poner en baño de aceite a 450 C. Mantener la agitación por 20 horas bajo reflu
jo. 

Se sigue básicamente el mismo proceso ya descrito para la preparación del t·BOC L-Phe. 

En esta ocasión, la evaporación de la fase orgánica en el rotavapor se llevó a cabo a 85 mm. 
Hg y 37°C, se obtuvo un líquido oleoso translúcido el cual cristalizó con la adición de 15 mI. de -
Skelly Salve B. 

Se raspó el matraz con una varilla de vidrio; el enfriamiento de la solución a OOC. incre-
mento la formació n de cristales. 

Los cristales así obtenidos se secaron en desecador evacuado que contenía además cloruro
de calcio anhidro, hasta peso constante. 

RENDIMIENTO TEORleO: 4.35 9 

RENDIMIENTO EXPERIMENTAL: 3.976 9 : 91°/0. 

La caracterización del t-BOClllicina, se llevó a cabo por el mismo procedimiento descrito 
para el t-BOC L-Phe. 

RESULTADO: Se observó una sola mancha homogenea indicando que el producto es puro. 
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ESTERIFICACION DE LA RESINA 

ESTERIFICACION DE L t-BOC L-Phe A LA RESINA 

CICH 2---f . 

t-BOC L-Phe 

© 
RESINA 

I 

O CH2 
" o (CH3)3C-O-C-NH-CH-eOO-CH2 + Hel 

t-BOe L-Phe-POUMERO 

MATERIAL milimoles Peso Molecular Gramos 

t-BOC L-Phe 7.55 265 2.0 

RESINA DE MERRIFIELD 1.55 5.01 
Capacidad: 1,5 mEq el/g .. 

TEA (do 0.729) 6.8 101.2 0.685 (96 mI) 

De acuerdo con Merrifield, se requieren 6.5 mM de TEA por cada 7.2 mM de t-BOC, es de
cir 0.904 mM TEA/mM de t-80C.- (6.8 mM TEAn.55 mM t-BOC L-Phe igual a 0.685 g: 

Etanol absoluto, usar según Merrifield 2 ml/g de Resina (usar 10.2 mI) 

Colocar en un vaso de precipitado de 25 mi 2 g. de t-BOe L-Phe. agragar 6.2 mi de etano! 
absoluto y agitar magnéticamente. Agregar 0.96 mi de TEA y continuar la agitación lentamente ha&
ta obtener una solución transparente. 
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Transferir la solución cuantitativamente a un matraz esférico de 50 mi usando para lo mis -
mo la segunda porción de etanol absoluto de 4.0 mI. Agregar .5.01 9 de Resina de Merrifield y ta-· 
parlo con un condensador provisto de una trampa de Drierita.Agítar magnéticamente muy lentamen 
te y mantenerlo en baño de aceite a SOOC por 48 horas a reflujo. 

Dejar enfriar la mezcla de reacción a temperatura ambiente y transferir a un embudo de 40 
mi provisto con filtro de vidrio poroso (grado M) previamente tarado, lavar bajo agitación lenta por
medio de una hoja de teflon accionada por un rotor de velocidad regulable.PRECAU el o N :Hay la po-
sibilidad de destruir la resina si se agita muy enérgicamente. . 

LAVADOS: 

1) 5 X 50 mi de etanol absoluto 

2) 5 X 50 mi de agua destilada 

3) 5 X 50 mi de metanol absoluto FI LTRAR DESPUES DE CADA LAVADO 

La resina se coloca sobre cloruro de calcio en un desecador evacuado hasta peso constante. 

PESO RESINA ESTERIFICADA 5.808 9 

ANALlSIS DE LA RESINA ESTERIFICAOA POR MEDIO DEL ANALIZADOR AUTOMATICO DE 
AMINOACIDOS (TECHNICON) 

MATERIAL: 

SOLUCION AMORTIGUADORA NUMERO 1 \3H: 2.875 

FORMULA PARA PREPARAR UN LITRO 

14.71 9 citrato de sodio bihidratado 

000 mi agua bidestilada (o destilada a partir de acido sulfúrico diluido) 

5.0 mi tiodiglicol 

10 mi Bri¡ 35 (so lución detergente) 

Titular con HCI. 6 N después de aforar el volumen a 1 L:, ajustar a pH 2.875 de ser necesario. 
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SOLUCION AMORTIGUADORA NUMERO 2 pH: 3.800 

FORMULA PARA PREPARAR UN LITRO 

14.71 9 citrato de sodio bihidratado 

900 mi agua bidestilada 

50 mi solución tOOON de NaOH 

5.0 mi tiodiglicol 

lO.Oml Brij 35 

Titular con Hel 6 N después de aforar el volumen a 1 L ., ajustar a pH 3.BOO de ser necesario. 

SOLUCION AMORTIGUADORA NUMERO 3 pH 5.00 

FORMULA PARA PREPARAR UN LITRO 

14.71 9 citrato de s'odio bihidratado 

900 mi agua bidestilada 

50 mi solución 1.000 N de NaO H 

35.07 9 NaCI 

10 mi Brij 35 

PRECAUCION: NO USAR TIODIGLlCOL 

Titular con HC!. 6 N después de aforar el volumen a 1 L, ajustar a pH 5.00 de ser necesario. 

SOLUCION PATRON DE NIN HIDRINA 

Niflhidrina 20 9 ~ 

Hidrantina 1.5 9 

Metíl cellosolve 650 mi 
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Solución 4.0 N de acetato de sodio a pH 5,,5 _ 350 mI. 

Para cada análisis tomar 330 mI. de solución patrón de ninihdrina y agregar 1320 mi de 

diluyente cellosolve: (700 mi de metíl cellosolve libre de peróxido, más 700 mi de agua destilada). 

Preparación de la solución: 
Disolver la nínhídrina y la hidrantina en el metil cellosolve, vaciaren una botella ambar y burbujear -
nitrógeno en la solución por 15 mino Añadir el amortiguador de acetato de sodio a la solución de-
ninhidrina e inmediatamente continuar burbujeando nitrógeno a través de la solución por 30 mino -
mas. 

PROCEDIMIENTO ANALlTICO. 

El analizador automático de aminoácidos es un instrumento que separa los aminoácidos-
provenientes de un hidrolizado de prote(nas por medió de una resina de intercambio iónico y auto -
máticamente determina su concentración a partir del eluato de la columna. 

HIDROllZACION DEL COMPLEJO t-BOC L-Phe - RESINA 

Pesar con exactitud 18.5 mg ( t 15-20 mg) de la resina esterificada en un matraz esférico
de 10 mI. Añadir 2.0 mi de agente hídrolítico compuesto de: 

1 Parte de HC! i2 N 3 mi 

4 partes de CF3 COOH 12 mi 

Poner a reflujo en un baño de aceite a 110°C por 24 horas. 

NOTA: No desechar el resto del agente hidrolítico ya que posteriormente se usará para lavar el hi 
drolizado. M antenerlo refrigerado. 

Enfriar el hidrolizado a temperatura ambiente antes de filtrarlo con un filtro de vidrio po 
roso (grado 10M) bajo vacío, el filtrado se recibe en un matraz esférico de 250 mI. 

Lavar el residuo cuidadosamente con porciones de 4x2 mI. del agente hidrolítíco y combi . 
nar los lavados con el filtrado, el cual es evaporado por medio de un rotavapor a 40°C y 50 mm Hg. 
Se disuelve con 5 m!. de agua destilada y evaporar de nuevo con el mismo sistema. Desecar bajo clo
ruro de calcio en desecador evacuado. 

Redisolver el hidrolizado en 10 mI. de 0.12N HCI y una alícuota de 0.5 mi (0.925 mg) se 
coloca en la columna. 

La elución se lIava a cabo por medio de un gradiente de sales y pH producido por un Auto
grade de 9 cámaras que contiene las siguientes mezclas de amortiguadores. 
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CAMARA No. Amortiguador No. 1 Amortiguador No. 2 Amortiguador No. 3 pH 5.00 
pH 2.875 pH 3.80 

1 75 O O 
2 75 O O 
3 75 O O 
4 75 O {) 

5 O 70 5 
6 6 9 60 
7 O O 75 
8 O O 75 
9 O O 75 

Volumen total por cámara: 75 mI. 

ANALlSIS DEL ElUYENTE DE LA COLUMNA 

La columna fue eluida a una velocidad de flujo de 0.48 a 0.50 ml/min. El eluyente pasado
a través del sistema analítico en donde reacciona con el reactivo de ninhidrina en un baño de 950C., 
produciendo un color a ser detectado por un sistema de 3 colorímetros. La densidad óptica es regis
trada por un aparato de registro provisto con 3 plumas, produciendo 3 curvas de densidad óptica. 

El primer coiorímetro ajustado a 440 milímicras; los otros 2 a 570 milimicras. El segundo 
tiene un paso de luz de 8 mm. mientras que el tercero posee una abertura de 15 mm lo cual permite 
una más amplia capacidad analítica que la realizada por un solo colorímetro. {, 

RESULTAD OS: 

Se determinaron 0.349 micromoles de L-Phe en el hidrolizado que equivalen a 0.376 micro 
moles/g de resina esterificada. -

Dado que la resina tiene 1.5 mM de Cl/g se obtuvo un rendimiento experimental de 25.1 0/0 

de esterificación. Se considera en el paso de esterificación un rendimiento teórico de 300/0. 

SIN TESIS DEL PEPTIDO (ACOPLAMIENTO) 

Transferir los 5.8 g. de resina esterificada al frasco de reacción, el cual previamente fue tra
tado con silicón soluble con el objeto de evitar al máximo posible la adherencia de la resina·a las pa
redes del frasco de reacción lo Que puede significar una disminución en el rendimiento final por no
reaccionar adecuadamente. 

Lavar con 3)( 25 mI. EtOH, filtrar y agregar 2)( 15 mI. de ácido acético glacial. agitando por 
30 minutos cada vez y filtrar. 
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Lavados de 3 minutos con: 

1) 3 x 25 mi de HOAc gl. Filtrar 
2) 3 x 30 mi de BOH Filtrar 
3) 3 x 30 mi de O MF* Filtrar 
4) 2 x 25 mi de DMF - 3 mi de T EA Filtrar 

Lavar por 15 minutos con 3 x 20 mi de DMF. Filtrar 

Añadir 1.31 gdet-BOC Gly (3.6 veces de exceso de t-BDC Gly/M L-Phe disueltos en 6 mI. 
de DM F, lavar con 6 mi más de DMF. Agitar por temperatura ambiente 10 mino 

Añadir 1.54 9 de DCCI (3.5 veces de exceso de DCCl/mM L-PheJ disuelto en 3.2 mi de 
DMF/O.340g de DCCI). 

Agitar por 2 horas a temperatura ambiente. Filtrar y lavar: 3 x 25 mi de DMF 

3x 25 mi de EtOH 

Lavar con: 

1) 3 x 25 mi de HO Ac.GI. 
2) 3 x 25 mi de EtOH 
3) 3 x 10 mi de cloruro de metileno. 

Secar al vacío por 15 minutos. 

COMPLEJO PEPTIDO-RESINA (t-BOC Gly L-Phe / POLlMERO) 

() 
a o GH2 

(eH 3)3C-O-C-NH-CH2-CO-C-NH-CH-COO-CH2 

DESACOPLAMIENTO POR HIDROLlSIS DEL ESTER. 

Agregar 20 mi de TFA al frasco de reacción y tapar la parte superior con una trampa de-
Drierita, por la parte inferior, burbujear HBr por 60 minutos muy lentamente de tal manera Que las' 
part(culas de resina se mantengan en suspensión. 

(* El DMF fue previamente purificado por el proceso del BaO) de Thomas & Rochow (14) 
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PR ECAU el o N: Trabajar bajo campana. 

Al terminar este proceso, el péptido se ha separado de la resina y ha pasado a la solución -
por medio de un proceso hidrolítico. 

Filtrar directamente a un matraz de 125 mi de pared gruesa, haciendo vacío y evitando la -
formación de espuma. 

La resina se lava: 3 x 10 mi de TFA agitando por 3 minutos. 

Los filtrados se combinan y la resina se descarta. 

El filtrado se evapora en un rotavapor a 30oC. y 60 mm Hg. PRECAUCI O N: no aumentar la 
temperatura de evaporación porque el pÁptido se encuentra en un medio ácido que puede hidrolizar 
el enlace peptídico. 

RESULTADO 

Se obtuvo un aceite pardo que solidificó incompletamente al ser colocado en un desecador
evacuado por 12 horas. 

El acaite se disolvió en 7 mi de CH 3 COOH. Se procedió a liofilizarlo. Se obtuvo un sólido
gomoso de color amarillento que se solubiliz6 con 5 mi de agua y se filtró para separar un material -
ceroso no identificado. Se procedió a congelarlo y liofilizarlo de nuevo por 12 horas. Se obtuvo un -
sólido cristalino muy higroscópico de color amarillento el cual fue caracterizado por cromatografía
en capa fina. Se observó la presencia del dipéptido Gly - L -Phe contaminado con una pequeña can· 
tidad de L-Phe libre. 

El dipéptido se analizó en su contenido de aminoácido con el analizador automático de - -
aminoácidos (Technicon). 0.225 micromoles del hidrolizado (0.3 mI) fueron colocados en la colum
na y eluidos de la manera usual. Se observaron áreas de fenilalamina en la gráfica correspondiente,
mostrando una mayor concentración de fenilalanina debida a la fenilalanina midieron la contaminan 
te. 



111.- C) O 1 S C U S ION 
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o ISCUSION 

LAS VENTAJAS DEL METODO DE MERRFIELD DE SINTESIS DE PEPTIDOS POR 
FASE SOLIDA SON: 

1.- La fácil remoción de los subproductos y exceso de reactivos del ester insoluble 
PEPTI DO-RESI NA. 

2.- Se evita en la mayor proporción posible la racemización durante el proceso de síntesis. 

3.- La posibilidad de su automatización, y r.on esto, en el futUH) la disponibilidad práctica
mente ilimitada de una gran varied2d de polipéptidos sintéticos, de relativo bajo costo,-

que abrirán mayores posibilidades de investigación en las distintas disciplinas científicas 

El trabajo experimental reportado -la síntesis del dipéptido glicil-L--fenilalanina- fue lle
vado a cabo en dos ocasiones, la primera, se hizo con eyobjeto de aprender todos los pasos y Micul
tades que la técnica presenta; en la segunda ocasión se logró la síntesis del dipéptido doblemente -
marcado con carbono 14 y tritio (Gly HTL -Phe e 14)' la que se llevó a cabo aplicando los conoci
mientos adquiridos en la primera experiencia. En esta segunda síntesis, se tomaron el máximo de
precauciones, puesto que se trabajó con material radioactiva; incluyéndose alglunas modificaciones -
que comentaré brevemente ya que con ellas se logró incrementar los rendimientos finales. 

En la preparación de los respectivos t-BOC, se obtuvieron rendimientos experimentales sen
siblemente iguales. El t-BOC L-Phe C14. mostro una contaminación con L-fenilalanina libre, debi
da a que la reacción no se logro cuantitativa. La contaminación fue parcialmente eliminada por cris
talización del di~ptido y filtrado de la L-fenilalanina libre que quedó en solución. 

Un cambio importante fue en la resina usada. En esta ocasión se usó un polímero con una
capacidad de 0.7 mEq CL, en la previamente usada, con la intención de lograr una mayor penetra
ción del t-BOC L-Phe, y por consiguiente, mayores porcentajes de eS1;erificación. Con el mismo ob
jetivo, se uso en la esterificación un exceso de t-BOC L-Phe y se logró un incremento en la esterifi
cación de 25.1% obtenido en la primera síntesis a 44%. Es muy importante en esta etapa, el lava
do m inucioso del exceso de reactivos ya que se corre el riesgo de obtener el dipéptido final, contami 
nado. -

Este dipéptido doblemente marcado fue usado posteriormente para estudios de metabolis-
mo. 
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PREPARACION DEL CLOROMETILPO'-lMERO 

Según Merrifield (3) 

Copoliestíreno 20/0 DVB (50) lavado como se describió anteriormente, es colocado en 
300 mI. de cloroformo y agitado durante 60 m in. a 25°C y después enfriado a O°. Agregar una solu
ción fría de 7.5 mI. de SnCl 4 anhidro en 50 mi de eter metíl cloro metllico y agitar durante 30 mino 
a OoC. 

Filtrar y lavar con 1 L. de : 1 dioxano/agua y después con 1 L. de 3: 1 dioxano /3N HC!.
Los glóbulos son entonces lavados con una mezcla que va cambiando progrcsivomnnte de agua a dio 
xano puro y posteriormente hasta m etanol absoluto. Deben evitarse cambios bruscos en la concent@ 
ción de los solventes. 

El producto es secado bajo vacío a laOoC. Se obtiene un producto con aproximadamente 
220/0 de los anillos aromáticos del polímero clorometilado. 

REACCION DE CLOROMETlLACION DE LA RESINA 

+ SnCI 4 ,-R -- ~ CICH2 / 

\ 

r R + 
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PREPARACION DEL FORMATO DE t-BUTIL AZIDA COMO UN PASO INTERM EDlO 
QUE SE REQUIERE PARA LA PREPARACION DE t-BOC AMINOACIDOS PARA LA 
SINTESIS POR FASE SOLIDA 

(Según Carpino et al. 13) Las cantidades usadas fueron calculadas para obtener 20 g. de -
t-BOC ozida. 

REACCION: 

REACCION DE PREPARACION DEL t-BOC AZIDA 

o HO Ac. " (CH3l3C-O-C-NH-NH2 + HN02 ~ 

t-BUTIL CARBAZATO 

O 
(CH3l3C-0-C- N :N +:N - + 2 H20 

t-BOC AZIDA 

1) Se colocan 25 g. de carbazato de t-butilo en un matraz erlenmeyer de 125 mI. en un ba
ño de agua/hielo. 

2) Se agregan 22 g. (20.9 mI) de H DAc. Gl.y 31.25 mI. de agua destilada. Se obtuvo una -
solución ligeramente turbia, la cual fue agitada magnéticamente manteniendo la temperatura entre -
9-130 C. 

3) Se agrega lentamente bajo continua agitación 14.35 g. de NaN02 en un período de una-
hora, manteniendo la agitación durante 30 mino más a la temperatura de 9 130 C. 

4) La suspensión se transfiere cuantitativamente a un embudo de separación. El matraz se 
enjuaga con 21.2 mi de agua destilada que se combina con la suspensión. 

5) Después de agitar fuertemente se permite que la capa oleosa amarilla del t-BOC azid~ se
separe de la fase acuosa, la cual se lava tres veces con 15 m\. de éter etílico, Se descarta la fase acuo
sa y las fases étereas se combinan con la fase oleosa. 

6) Se lava 3 x 15 mi de agua desti lada y luego con 3 x 10m\. de so lu ció n '1 M de N aH ca 3' 
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7) La fase orgánica se seca, después de descartar la fase acuosa; agregando suficiente MgSO 4 
anhidro. Después de agitar fuertemente se le deja reposar 12 hs. a temperatura ambiente. 

8) Se filtra bajo vacío usando un embudo Buchner y papel fi Itro Whatman No. 1. 

9) El éter es removido bajo un vacío de 140 a 150 mm. de Hg a una temperatura de de 40-
450C. La temperatura de destilación fue de 23°C. 
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DIAGRAMA DEL APARATO USADO PARA LA PREPARACION DE t-BOC AZIDA 

1)TRAMPA CON DRIERITA 
2) PINZA DE CONTROL (REGULADORA DELA EBULLlCION) 
3) TUBO CAPI LAR 
4) BAÑO DE ACEITE (40 - 45°C) 
5) BAÑO DE AGUA/HI ELO (O°C) 
6}.LLAVE DE DOS PASOS CONECTADA A LA LINEA DE VACIO 
7) CONDENSADOR 
8) TERMOMETRO 
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PURIFICACION DE DMF PARA SU USO EN LA SINTESIS POR FASE SOLIDA POR 
EL METODO DE THOMAS ET AL. (14) 

PROCEDIMIENTO: 

El DM F puede descomponerse, especialmente a altas temperaturas, formando dimetilamina 
yacido fórmico (H-COOH). Por consiguiente, para neutralizar cualquier cantidad de H-COOH pre
sente en el OMF, es tratado con 8aO antes de destilarlo. 

MATERIAL: 

DMF (Fisher Scientifie Ca.) H-CO-N (CH 3)2 Peso molecular 73. iO 

BaO (Alfa I norganics Ine. Grado reactivo) 

Usar 10 g/litro de BaO pulverizada.' 

EXPERIMENTAL: 

Los 2 litros de DM F por purificarse, se colocan en un recipiente de reacción (3,500 mil de 
fondo esférico, agregar la cantidad adecuada de 8aO y agitar por una hora, dejar sedimentar y repe· 
tir el ciclo dos veces más. Agitar por medio de una hoja de tetlón accionada por un rotor de velad· 
dad regulable. 

Después de la última agitación, se le deja reposar por 12 horas; después de transcurridas, 
tomar el líquido sobrenadante procurando no alterar la capa del fondo del BaO. 

OESTI LACI ON: 

Se lleva a cabo en una columna empacada con anillos de vidrio, bajo vacío a 16 mm. de Hg. 

Los primeros 250 mI. se descartan y se colecta la parte media del destilado (aproximada-
mente 1,000 mi.) 

Temperatura del calentador eléctrico 
Temperatura de destilación 
Presión 

54 56oC. 
52 54°C. 
16 mm de Hg. 
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PREPARACION EJEMPLI FICADA DE ALGUNOS t-BOC AMINOACIDOS 
SEGUN VON SCHWYZER (11). 

t-BOC L-metionina: 

6 g. (40mM) de L -metionina V 3.2 9 (80mM) de MgO, mezclar en 100 m I de dioxano al 
50% formando una suspensión, agregar 11.6 g. de t-BOC azida (80mM). Reaccionar bajo agitación
por 20 hs a 45-50oC.- Enfriar en baño de agua/hielo V diluir con 400 mi de agua destilada_- Extraer 
la fase acuosa con 3x300 mi de EtO Ac., la fasa orgánica se lava 3x20 mi de 1M NaHC0 3 V 2x20 mi 
de agua.- Combinar los extractos acuosos V agregar, en baño de agua/hielo, suficiente ácido c(trico -
hasta alcanzar pH 5.- Saturar con NaCI (35 g/lOO mI) V extraer con 3x400 mi de EtO Ac.- Lavar
la fase orgánica con agua V solución saturada de NaCi.- Secar sobre sülfato de sodio anhidro 'Y evapQ.. 
rar la fasa orgánica en rotavapor a 40°C. bajo vac(o. Se obtuvieron 90 g. de t-BOC L-metionina-
(900/0) en forma de un aceite viscoso de color amarillento. 

t-soe L -Ieucina: 

131 mg (1 micromol) de L-Leu en 1.3 mi de agua se mezclan con 80 mg (2 micromolesl -
de MgO V una solución de 2BO mg de t-BOC azida en 3 m I de dioxano.- Dejar reaccionar por 20 hs a 
450 C bajo reflujo.- Añadir 15 mi de agua V extraer con EtO Ac.- Acidular la fase acuosa con ácido 
cítrico a OOC.- La cristalización se presentó jnm ediatamente.- Rendimiento: 182 mg de t-BOe L-
Leu (730/0). 

t-BOC L-valina 

20 9 de l-val-8.7 9 MgO 200 mi agua V 60 mi de dioxano.- Mezclar bajo agitaci6n a - -
45°C, bajo reflujo.- Evaporarr el dioxano bajo vacío V mezclar el residuo con 100 mi de agua.' Ex -
traer con EtO Ac.- Acidular con ácido crtrico a oOe V extraer dos veces con EtO Ac., la fase orgáni
ca se lava con agua hasta la neutralización, secar YAevaporar-en rotavapor, Rendimiento: 62.5 9 de
t-BOe L-valina (SSO/o) en forma de un aceite incoloro y viscoso. 

N-t-BOC o-benzil-L-tirosina. 

2.71 9 de o-benzil-L-tirosina (0.01 Mol), Mezclar Con 80 mI. de dioxano V 20 mI. de O.5N
NaO Ha 600 e hasta total disolución.- Enfriar a 45°C V agregar 2.B5 9 de t-BOe azida (0.02 Mol), -
agitar bajo reflujo por 21 hs. Evaporar el dioxano bajo vacío a 40°C y extraer el residuo con agua V
EtO Ac., acidular la fasa acuosa con ácido cítrico a OOc V extraer dos veces con EtO Ac., Lavar, sa
car V evaporar la fasa orgánica por rotavapor.- Rendimiento: 1.5 9 de t-BOC o-benzil L- tirosina en
forma de un aceite .que posteriormente se cristalizó:en EtO Ac. V hexano. 



TABLAS DE t-BOC. 

t-BOC Base Usada Solvente de Cristalización Rendimiento % Fónnula 

DL-alanina NaOH Hexano 62 CSHlS04N 

L·alanína NaOH Hexano 55.5 Cdlt s04N 

Glicina NaOH EtOAc-Hexano 77 C,HI304 N 

L-ísoJeucina Ihem ¡hidrato) NaOH Acetona! Agua 9.6 CIIHz204.sN 

L-Ieucína (monovalente) NaOB EtOH/Agua 59 CI dh20sN 

DL-metionina Na2C03 EtOAc-Hexano 46 CI OHI904 NSd 

L-metionína NazC03 Aceite 40 CloHI904 

DL-fcnilanina NaOH Hexano 32 C¡:4H1904N 

L-fenilanirla NazC03 E tOAc-tlexano 73 C14lh904N 

L-prolina NaOH Metil etil cetona-hexano 55 Cl oH1704N 

DL-serina NaOH Aceite 29 C3HlS0sN 

L-triptofano NazC03 EtOAc-Hexano 36 C16}ho04Nz 

L-tirosina Na~C03 EtOAc-Hexano 29 Cl 4 H190sN 

l-valina NaZCÜ3 Hexano CloHl904N 
-_ .. __ .. 

Tomado de (151 
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