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¡̂RASENTE BE INVENCION

PIBA- 0 a s e l 7 l l / l - 3 ¿

M E M O R I A  D E S C R I P T I V A
cobre;

"Procedimiento para l a  obtención de po lipep tidas nuevas 
y de ene derivados".

S o lic ita n te  ; CIBA SOOBM ANONIME, entidad su iza ,

obtención de octapeptidas con e fec to  h ipe rtena ín lco .
En l a  b ipertensina  se t r a t a ,  come es sabido, de una 
hormona con efecto  incrementador de la  presión sanguínea,- 
que primeramente se obtuvo de la  sangre de la s  re se s .
La ac larac ión  de la  constituc ión  dio por resu ltado  que 
la  b ipertensina  es una decapaptida con l a  secuencia Acido 
amínica L-ácido asparagín ico , L -arg in ina, L -valina, 
L -tiro s in a , L -valina, L -h is tid in a , L -pro liaa , L -fe n ü a la -  
n ina, L -b is tid in a , L -leucina. En l a  secuencia se

res id en te  en B asilea , Suiza.

E l objeto  de la  presente invención es l a
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descubrieron o tras  dos h ipertensinas más: H ipertensina I ,  que 
aparece en la  sangre del caballo y que en lugar del 5 re s to  de 
ácido aminico (valina) contiene e l  re s to  de la  iso -leu c in a , y 
l a  h ipertensina  I I ,  una octapeptida que en su es tru c tu ra  corres-^ 

5.  ponde a l a  h ipe rtensina  I  pero que no contiene lo s  dos últimos 
re s to s  ácidos amínicos.

Se ha descubierto , que la s  octapeptidas con l a  se­
cuencia ácido amínica L-asparagina, L- ^  -(am ino-a lca li ba jo )- 
amino-ácido acé tico , L- °( -am ino-alca li bajo-ácido acé tico ,

10.  L -tiro s in a , L- c( -am ino-alquilo bajo-ácido acé tico , L -h is tid in a , 
L -pro lina, L -fen ila lan ina  también tienen  un efecto  h ipertensivo 
muy bueno y que además, también lo s  derivados funcionales de 
estos compuestos, por ejemplo la s  N -acilo-asparaginilo-octapep- 
tid a s  u octapeptidas cuyo grupo amino del re s to  amidánico es tá  

1$. n itrado  o cuyo grupo carboxilico  f in a l  e s tá  e s te r if ic a d o ,
obtenidas como productos interm edios durante e l  procedimiento 
de obtención, son de igua l e f ic a c ia  y ap licac ión . El efecto 
se mantiene asimismo cuando l a  molécula de octapeptida es tá  
simultáneamente modificada funcionalmente en vario s lugares en 

20. l a  forma d e sc r ita . Esto es de im portancia técn ica , ya que lo s  
mencionados productos intermedios son de acceso más f á c i l  y por 
lo  tanto  más económico. Lo mismo tien e  validez con respecto a l 
empleo dejas octapeptidas en general en comparación con la s  ya 
conocidas decapeptidas y en especia l con re lac ió n  a la s  oc ta- 

25* peptidas que, en lugar del re s to  v a l í l ic o ,  contienen e l  res to
de un ácido aminico de más f á c i l  accesib ilid ad . Asimismo s ig n i­
f ic a ,  en l a  ejecución técn ica  del procedimiento, un progreso a l  
empleo de una octapeptida que en lugar del re s to  del ácido 
asparaginico contenga e l re s to  asparaginico .

30. Las mencionadas octapeptidas se pueden emplear



también como productos interm edios para l a  obtención de 
o tros compuestos ac tiv o s . Así por ejemplo se puede transform ar 
e l  re s to  amfdico de la  asparagina, mediante ácidos o á lc a l is ,  
con reacción más prolongada, en e l  grupo carboxílico ; s i  se 

5. p a rte  de l a  L -aap arag in ilo -L -arg in ilo -L -v a lílo -L -tiro s ilo -L - 
iso le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  entonces se 
obtiene h ipe rtensina  I I ,  con lo  que por primera vez se ha 
d escrito  la  s ín te s is  de es ta  hormona.

En la  s ín te s is  e s tru c tu ra l indicada de la s  nuevas 
10. octapeptidas se entenderán bajo lo s  re s to s  del ácido -amlno- 

a lq u ilo -  bajo-ácido acé tico ,en  primer lu g a r ,v a lilo  y n o rva lilo , 
además le u c ilo , iso - le u c ilo  y n o rleu c ilo , a s í  como a la n ilo , 
entran  por lo  tan to  preferentemente en consideracién res to s  
de ácidos amínicos n a tu ra le s . En lo s  <X - (amino-alquilo b a jo )- 

15. amino-ácidos acé ticos a rr ib a  mencionados puede e s ta r  asimismo 
su s titu id o  e l  grupo amino del re s to  a lqu ilo  bajo, p .e . por un 
grupo amidínieo o carbam ílico, donde lo s  grupos amínicos l ib re s  
pueden e s ta r , en caso dado, pro teg idos, preferentemente por un 
re s to  d isociab le mediante h id ró l is is  o reduccién, como un grupo 

20. to e í l ic o . Como o(- ( amino-alquilo bajo)-am ino-ácidos acéticos 
entran  especialmente en consideracién arg in ina , l i s in a ,  o m i-  
t in a , ácido o( , Y -diam inobutírioo o c i t ru l in a .

Existe un gran número de posib ilidades para la  
obtención de la s  nuevas pep tidas. Ventajosamente se p a r ti rá  

25. de una L-asparagina cuyo grupo amino esté  protegido mediante 
un re s to  d isociable  por reduccién o h id ró l is is  y de una 
L-arginina cuyo grupo amino de la  agrupación amidínica e s té  
protegido mediante un re s to  d isociab le  por reduccién o 
h id ró l is is ,  preferentem ente por un grupo n i t ro ,  y se unen en tre  

30. s í  lo s  re s to s  de una L-asparagina con grupo amino protegido,una 
L-arginina con grupo amidínieo pro teg ib ,un  L- -am ino-alquilo

6
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bajo-ácido acé tico , una L - tiro s in a  eon grupo oxi l íb re  
o su s titu id o  como uno de sus á s te re s  o á te r ,  un 
L- <H -am ino-alquilo baje-ácido acá tico , de l a  L -b is tid in a , 
de la  L -p rilin a  y un á s te r  L -fen iloa lan in ic  o en forma, 
em bica Imtjo formacián de una octapeptida con la  mencionada 
secuencia de le s  re s to s  de ácido aminocarbonice mencio­
nados y en l a  po lipep tida a s i  obtenida se lib e ra n  e l  
grupo carbex ilico  e s te r if ic a d o  del re s to  fen ila lan in icey  
lo s  grupos amino protegidos de le s  re s to s  de la  asparagina 
y arg in ina y en caso dado un grupo caá. su s titu id o  del 
re s to  ti ro s in ie o  y, s i  se desea, e l  grupo carbonilamidico 
del M eto asparagínico  se transforma en un grupo 
carbca^üco l ib r e .

Una forma de ejecueián  conveniente del procedi­
miento consiste  en que N itro-L -argin ina se a c i la  con 
una L-asparagina que presenta un grupo amino protegido.
La L -asparag inüo -n itro -L -arg in ina  a s i  obtenida se puede 
entonces condensar con un á s te r  de L-% -^m ino-alquilo 
b a jo -a c e tllo -L -tiro s ilo -L - o( -am ino-alquilo baj o -a c e tilo -  
L -h is tid ilo -L -p ro p ilo -L -fen ila lan in a  a  l a  octapeptida 
deseada. Pero tambián se puede condensar una L -asparag in ilo- 
n itro -L -arg in in a  con L- (X -am ino-alquilo baj o -ace tllo -L - 
t i r e s in a  a  una asparag in ilo-n itro-^L -arg in ilo—L- °( -amino- 
a lq u ilo  b a jo -a c e tilo -L -tiro s in a  y á s ta  reacc ionarla  a 
octapeptida con un e s te r  L- o( -am ino-alquilo b a jo -a c e tilo -  
L -h is t id ilo —L -pro lilo -L —fe n ila la n in ic o . Además es posible
a c i la r  L- -am ino-alquilo baj o -a c e tilo -L -tiro s ilo -L - -  
am ino-alquilo baj o-ace t i lo -h is t id in a  con una L -asparagi- 
n ilo -n itro -L -a rg in in a  y reaccionar l a  L -asparag in ila - 
n itro -L -a rg in ilo -L - o( -am ino-alquilo ba jo -ace tile^L -
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t iro s i lo -L -  ^ -am ino-alquilo baj o-ace t i l o - h i s t i  dina cen 
L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  a  l a  octapeptida.

Lae po lipep tidas mencionadas durante l a  
a o iliz a c ió n  se pueden obtener por d ife ren te s  medios^
Así pues se puede por lo  pronto condensar L- -amino- 
a lq u ilo  bajo-ácido acé tico  con L -tiro s in a  a  L- ^ -amino- 
a lq u ilo  ba jo -a c e ti lo -L - tiro s in a , a s í  oorno con L -h ia tina  
a L- ^ -am ino-alquilo ba j  o-ace t i l  o -L -h istid ina  y finalmente 
L -prolina con é s te r  L -fen iloa lan ín ico  a é s te r  L -p ro lilo -  
L—fen ila lan ín ico  . La L— ^  -guaiño—a lq u ilo  baj o—ace t i l  o-L— 
h is tid in a  a s í  obtenida se a c i la  entonces con la  L- -amino- 
a lq u ilo  ba j  o-ace t i lo -L - t i ro s in a  a L- a( -am ino-alquilo 
ba j  o -a c e tilc —L—tl r o s l lo —L— -am ino-alquilo bajo—a c e ti lo —
L -h is tid in a . Pero también se puede condensar e l  
L- <A -am ino-alquilo bajo-ácido acé tico  con la  L- %-amino- 
a lq u ilo  bajo-ace t i lo -L - t i ro s in a  a  L- o( -am ino-alquilo 
b a jo -ace tiloA L -tiro silo -L - o( -am ino-alquilo bajo-ácido 
aeé tieo  y é s te  entóneos con L -h is tid in a .

En la s  ac iliz ac lo n es  a rr ib a  d e sc rita s  se pueden 
emplear lo s  procedimientos conocidos para la  Obteneién 
de po lipep tidas. Para e l lo  se deben proteger pasajera­
mente lo s  grupos amino l ib r e s  que no p a rtic ip an  en la  
reacción, especialm ente mediante re s to s  d isociab les 
por h id ró l is is ,  como por ejemplo por e l  re s to  carbe- 
b en z ilex ilie  o. Los ácidos amínicos a  a c i la r  se emplean 
convenientemente en forma de sus á s te re s . Como métodos 
de ac ilizaciÓ n  sea mencionada l a  reacción de un ácido 
con la  correspondiente amida de fo s f i to ,  como por
ejemplo con la  correspondiente amida d ie t i lo f  o s f itic a ¿  
la  reacción de un ácido con e l  amina en presencia de una
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earbodiim i^., como en presencia de la  1-olclohexilo-3**
(2-m o rfo lin ilo -(4)- e t i l o )-carbodilm ida y especialmente la  
reacción de una amina con un á s te r  activado en e l  cual, 
como su stituyan te  ac tivador, e x is te , en e l  componente 
alcohólico , ventaj osamenta e l  grupo ciane o n i t r o .

La transform ación de un grupo amino protegido 
en um grupo amino l i b r e , a s i  como l a  transposic ión  
de un grupo carb cx ílico  funcionalmente modificado en 
un grupo carboxilico  l ib r e ,  en e l  transcurso  del proce­
dimiento para l a  obtención de lo s  d ife ren te s  polipeptidas 
y en esp ec ia l en la s  octapeptidas obtenidas según e l  
presente procedimiento, se efectúa por métodos en s i  ya 
conocidos mediante tratam iento  con agentes h id ro lizan tes  
o reductores.

En lo s  productos de l procedimiento obtenidos 
se pueden transform ar loe  grupos carboxílicos l ib re s ,  
funcionalmente modificados, especialmente en á s te r  o 
amidas. Además es posible s u s t i tu i r  grupos amino l ib re s ,  
come por ejemplo a lq u il iz a r  o a c i l iz a r .  Los productos 
del procedimiento se pueden obtener y emplear asimismo 
tambián en forma de sus sa le s .

Una m odificación del procedimiento consiste  
en p a r t i r  de ^cualquier producto interm edio obtenido en 
cualquier etapa d e l procedimiento y seguir efectuando 
la s  re s ta n te s  etapas del procedimiento que f a l ta n . Pero 
tambián se puede p resc in d ir en cualquier etapa del 
procedimiento a  l a  ejecución de la s  re s ta n te s  etapas 
del procedimiento y, s i  se desea, l ib e r a r  en l a  polipep- 
tid a  obtenida un grupo carboxilico  o h id ro x ílico  funcio­
nalmente modificado y/o grupos amine protegidpe.



Una forma de ejecución esp ec ia l, t a l  y como se 
ha d esc rito  en lo s  primeros ejemplos s ig u ien tes , queda 
aclarada con más d e ta lle  por e l  sigu ien te  esquema de 
fórmulas:
1. E ste r m e tílico  de N -carbobenciloxi-L-asD araainilo- 
n itro -L -a ra in in a  Í I I I ) .

NH
NHÑO,NH ^

K31.BgN-OB-OOOOH,

OOONH.ICĤ
1 %  -CĤ OCONH-OH-OOOH 4- (OH^CHgO)^-Cl

I I

OONHg
OH.

î NHNO, NH '
(OHg)^

^  -CHg-WOm-ÓH-aONE-CH-C OOOĤ
I I I

2 . N -carbobenoilcm i-L -asnaraainilo-nitro-L -arain ina (IVX.

^NHe ft^NH-NO, CONHp NH '
^ 2  « ¡ ^

^  -CHg-OCONH-CH-OONH-¿H-COOHI I I  4- NaOH-
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JÌ. E ste r m etílico  Ao N -carbobencilasi-L-aB D ara^ìnilo-nitro- 
L -^ rg ìn ìlo -L -^ a lilo -L -tiro s in a  (V I).

OH

%  ^ ^ 3
^OH OHg ---^-yaC.R-

IV 4- HgN-OH-CONH-CH-OOOCH  ̂ - 4-

Ì ̂ NH-NOpOONHg NH ^ OHg OĤ
^ ^  4 ^ ) 3

< f  -OHg-OOONH-OH-OOHH-OH-COm -  OH -  CO-

OH

OHg
-NH-CH-COOCH.

VI



A. N-oarbobenoiloxi-L-aaDara^ÌTì-! ln -T titro-L -arg in ilo-L - 
v a lilo -L -tiro a in a  (711).

5.

10.

15-

-NH-OH-CONH-CH-OOOH
VII

^NHNO,

5- E s te r m etilico  de N-carbobenc i l  oxí-L-a asara ¿d.nilo- 
n itro -L -a r^ in ilo -L -v a lilo -L -tiro a ilo -L -iso leu c ilo -L - 
h lstid ilo -L -srdM  in-1—-f anjla la n in a  (IX).

20.
OH, OH—
I  ̂ II ^

0 —NH  ̂

VII A Ĥ N-OH-OONH-CH------

OHp OH, 
OH

< > -N^O.N-O HgC
-------------------------



5.

-  10 -

00HH,IOBg
t^NHNO, NH '

CH.
CH-

cn

10.

CH—N:tiC—NH>H VCHr
-CONH-CH-COOCH.

15.
6.  E s te r m etílico  de L-a3T3araginilo-L -argrin ì3.o-L-^ralilo- 
L -tirosilo-L -iso leu .o llo-L -hìB ticL ilo-L -pro lilo -L -feD Ìlala- 
Dina (X).

20.
l^-NHgOONH, NH ^ OH, OH,

I 2 i \3 / 3OH, (OH,), OH! 2 3 j

OH,! 3CH, CH,X  / 3
H2,Bd-C Y" <¡*3

IX  --------------- ^ HgN-CH-CONH-CH-CONH -  CH-CONH-CH-CONH-CH-CO-

25, OH—t) )PH

^  r ^ i-NH-3H-00-N---- ¡-CONE-CH-OOOCH
X



7 . L -asparag in ilo^-L -ar^ in ilo -L -valilo -L -tirosilo -L - 
i  so leucilo -L -h is tid ilo -L -n ro lilo -L -fe n ila la n in a  (XI ) .

X 4- NaOH-

^NH
OONĤ  NH ^
L  / Á . ,

BgN-CH^Om^H -

OH

OH OH.3 /H

OH-NaO—NH
CHg ^  OHg

-NH-OH-OONH-OH-CO-N-----'-OONH-OH-OOOH
XI

Las po llpep tidas obtenidas según e l  presente
procedimiento y sus derivados funcionales se pueden 
emplear como productos interm edios para l a  obtención de 
medicamentos o también como remedios en forma de prepara­
dos farm acéuticos. Estos contendrán la s  peptidas en 
mezcla con un vehículo orgánico o inorgánico farmacéutico 
adecuado para l a  ap lieac ién  e n te ra l, paren ta i o lo c a l .  
Como ta le s  en tran  en consideración aquellos m ateria les 
que no reaccionen con la s  pep tidas, como por ejemplo 
g e la tin a , la c to sa , glucosa, s a l  común, almi&én, es tea ra to
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de magnesio, ta lc o , a c e ite s  vegeta les, alcoholes bencílicos 
goma, g lic o le s  p o lia lq u ilén ico s , vase lina , co leste rin a  
y o tros vehículos m edicinales conooidoaLos preparados 
farmacéuticos pueden presen tarse  por ejemplo como ta b le ta s , 
grageas, polvos, ungüentos, cremas, suposito rio s, o en 
forma líq u id a  como soluciones, suspensiones o emulsiones.
En caso dado es ta rán  e s te r i l iz a d a s  y /b  contendrán 
agentes a u x ilia re s  ta le s  como agentes de conservación, 
e s ta b iliz a c ió n , destensión o emulsión. Asimismo podrán 
contener o tras  m aterias terapéuticam ente v a lio sas .

La invención e s tá  d e sc rita  en lo s  sigu ien tes 
ejemplos s in  que con e l lo  se tenga l a  in tención  de 
lim ita r  e l  objeto de l a  presente invención. Los ejemplos 
1-15 se re f ie re n  a l a  obtención de la  L -asparag in ile-L - 
a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -iso le u c ilo -L -h ie tld ilo -  
L -p rop ilo -L -fen ila lan ina , lo s  ejemplos 16-26 a  l a  de la  
L -a sp a rag in ilo -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo - 
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  y lo s  ejemplos 27-15 
a l a  de l a  L -aap a rag in ilo -L -a rg ln ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo - 
L -le u c ilo -L -h ls tld ilo -L -p ro lllo -L -f  e n ila la n in a . Estos 
compuestos se pueden sapon ificar por tratam iento  con 
á lc a l i s  alcohólicos o acuosos, por ejemplo sosa cáustica  
en metanol, o con ácidos m inerales acuosos o alcohólicos 
a  la s  correspondientes asparag ilo -octapep tidas. Las tempe­
ra tu ra s  están  indicadas en grados O elsio .
EJEMÜjQ 1.
E s te r  m etílico  de N -carbobenoilox i-L -asnaraain ilo-n itro- 
L -a rd n in a  ( I I I ) .

a) 10,0 g de hidrocloruro  de á s te r  m etílico  
de n itro -L -arg in in a  (0,0371 mol) (I)  se pulverizan30
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finamente, se secan durante algunas horas a 603 en -vacío 
y se suspenden en 100 mi de dioxano abso lu to . Después 
de agregar 9,0  g (0,089 mol) de t r i  e t i l  oamina se a g ita  
durante 2 horas a temperatura de ambiente, se en fria  
a 410B y se gotean 7,1 g (0,0408 mol) de d ie tilo c lo ro -  
fo a f ito  (aproximadamente 98%) d isu e lto s  en 20 mi de 
dioxano. Después de a g i ta r  durante 1 hora a temperatura 
de ambiente se f i l t r a  e l  oloruro trie tiloam énico  formado, 
se lava con poco dioxano y e l  f i l t r a d o  se vaporiza en 
vacio a  803. E l residuo viscoso am arillen to  se mantiene 
con 40 mi de d ie t i lo fo s f i to  y 9,85 g (0,0371 mol) de 
N-oarbobenciloxi-L-asparagina ( I I )  bien seca, durante 
2 horas, a 803 ( solución homogénea). Finalmente se 
vaporiza e l  d iso lvente a unos 4503 en a l to  vacio , e l  
residuo ace ito so , que aun sigue conteniendo unos 5 g 
de d ie t i lo fo s f i to ,  se rec ibe  en 60 mi de ácido c lo rh íd rico  
2-n  y se extrae t r e s  veces, cada una con 600 mi de 
é s te r  aoátioo . Los ex trac to s á s te r-ac é tic o s  se lavan 
consecutivamente a ín  2 veces con ácido c lo rh íd rico  2-n ,
2 veces con bicarbonato de sodio saturado y 2 veces 
con agua. (Volumen de la s  soluciones acuosas: cada tma 
60 mi, siempre saturadas con su lfa to  de sod io ). Después 
de secar con su lfa to  de sodio sélido  y vaporizar en 
vacio se obtienen 9,9 g de una masa en su mayor parte 
c r is ta l in a .  Esta se f ro ta  con 100 mi de agua c a lie n te , 
se deja e n f r ia r  y se f i l t r a .  E l residuo ( I I I )  pesa, 
después de secar en a l to  vacio a  803, 5,95 g ( -  33 % 
d .T .) y muestra un punto de fu s ién  de 150-1653.

b) M odificación: La condensación se puede 
e fec tuar también en dioxano s in  l a  presencia de d ie t i lo -
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fo s f i to .  E l c lo ru ro  trie tiloam ónioo , que se forma durante 
la  formación de la  d ie tilo fo sfito am id a  del á s te r  m etílico  
de la  n itro -L -a rg in in a , se f i l t r a  y e l  f i l t r a d o  se 
condensa directam ente con N-carbobenciloxi-L-asparagina: 
La mezcla se c a lie n ta  durante 2 horas a l  re f lu jo  con lo  
que una parte  de l a  substancia queda inso lub le  como capa 
ace ito sa  en e l  fondo.

E l rendimiento e s , con igua les cantidades que 
baje a) de 6,10  g de d ipeptida d e l punto de fusión  de 
aproximadamente 145-1603 (34 % d .T .) .
EJEKELO 2.
N-carbobenciloxi-L-asnaraainilo-nltro-L-a.T'c-íninH. (ivjt ̂

4,74 g (0,0099 mol) de á s te r  m etílico  de 
N -carbobencilcx i-L -asparagin ilo-n ltro-L -arg in ina ( I I I ) 
del punto de fusión  165—1703 se mezclan con 11,0 mi de 
sosa cáustica  1-n  y a  223 se a g ita  durante 1 hora. Bespuás 
de 15 minutos aproximadamente se habrá d i suelto  l a  c an ti­
dad p rin c ip a l. Bespuás de o tros 15-20 minutos empieza 
l a  separación de una p rec ip itac ió n  voluminosa (s a i  
sódica de IV ). La p rec ip ita c ió n  se disuelve finalm ente 
agregando 20 mi de agua, se f i l t r a  de una h u e lla  de 
m ateria l s in  f i l t r a r  y después se introduce OOg hasta  
que e l  pH de la  solución sea 8 , 5.

La fase  acuosa se lava entonces 2 veces, cada 
una con 80 mi de á s te r  acá tico  y la s  soluciones acé ticas  
se lavan 1 vez con poca solución de bicarbonato sódico.

La fase  acuosa y l a  solución b icarbonátiea 
de lavado se reúnen, con ácido c lo rh íd rico  2-n  se pone 
a  pH ss 1, con 1c que se p re c ip ita  un m ateria l amorfos 
E ste óltim o se disuelve extrayendo 4 veces, cada una con30.
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250 mi de á s te r  acé tico ; la s  soluciones é s te r-a c é tic a s  
se lavan 2 veces con poca solución de su lfa to  de sodio, 
se secan sobre su lfa to  de sodio y dan a l  vaporizar 4,46 g 
de un residuo parcialm ente c r is ta l in o .  Por c r is ta l iz a c ió n  
de a c e to n itr i lo  se obtienen en to t a l  3,26 g de N-carbo- 
bencilox i-L -asparag in ilo -n itro -L -arg in ina  (IV) en drusas 
de agujas del punto de fusión  94-968 (71 % d .T .) .  Después 
de r e o r is ta l iz a r  dos veces de a c e to n itr i lo  funden a 
98-1018; ¿cgJg) ^ 4 108 4 48 (c -  1,4  en m etanel).

Los c r i s ta le s  se disuelven en metanol, d im elilo- 
formami da, a c e to n itr i lo  c a lien te  y agua c a lie n te , son de 
d i f í c i l  d isolución en agua f i í a  y a c e to n itr i lo ,  á s te r  
a cé tico , te trah ld ro fu rano , acetona; de f á c i l  d isolución 
en solución saturada de bicarbonato de sodio.
EJEMPLO 3.
E s te r m etílico  de N -carbobenciloxi-L -asrarag±nilo-nitro- 
L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s in a  (VI) .

3,72 g (13 mmol) de á s te r  m e tílico  de L -v a lile -  
L -tiro s in a  (V) rec ién  preparado y 5,47 g (11,8 mmol) de 
carbobencilox i-L -asparag in ilo -n itro -L -arg in ina (IV) se 
disuelven en 35 cm3 de dimetiloformamida y se a g re ^ n  
2,52 g (12,3 mmol) de 1, 3-d ic ic lohex ilcarbodiim ida. Después 
de 24 horas a 21 a se f i l t r a  en vacío l a  d ic ic ldhex ilu rea  
p recip itada  y e l  f i l t r a d o  se l ib e ra  totalm ente a 0,1 mm Bg 
y 458 de tem peratura del bago, del dimetiloformamida. E l 
a c e ite  re s id u a l se lava primero con p e tro le te r , después, 
enfriando con h ie le ,co n  solución de bicarbonato d ilu ido , 
agua, ácido c lo rh íd rico  d ilu ido  y agua,con lo  que e l  
producto, que a l  p rinc ip io  era  ace ito so , se pone le n ta ­
mente granuloso. E l producto en b ru to  (8,79 g) se disuelve
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y p rec ip ita  para en u l te r io r  lim pieza de metanol c a lie n te  
y e l  polvo inso lub le  en metanol ee f ro ta  con acetona 
c a lie n te . Se obtienen a s í  2,91 g (33 %) de á s te r  m etílico  
de earbobencilox i-L -asparag in ilo -n itro -L -arg in ilo -L - 
valilo -L —tiro e in a  (VI) de l panto de fusión  202-2063;

* - 434.4a (o -  0,94 en Aim etilof ormamida) .
E l e s te r  m e tílico  de L -v a lilo -L -tiro s in a  (V) 

empleado como m a te ria l in i c ia l  ae prepara como se describe 
mis adelante  (ejemplo 9 ) .
BJEMEEO 4.
N -oarbobencilox i-L -aspara^ in ilo -n itro -L -ar^ in ilo -L -valilo -
L -tirc s in a  (V II).

2,58 g (2,5  mmol) de e s te r  m e tílico  de 
N -carbobenollox i-L -asparag in ilo -n ltro -L -arg in ilo^L -valilo - 
L -tiro s in a  (VI) se disuelven en 30 cm3 de dimetiloformamida 
y en e l  plazo de 15 minutos se agregan 100 cm3 de sosa 
cáustica 1/ 10-n  en v a ria s  porciones, teniéndose cuidado 
Ae que e l  pH de la  solución no sobrepase 11. Despuás de 
agregar l a  l e j í a  se deja durante o tros 15 minutos a l  pH 
11 después, agregando COg só lido  se pene e l  pH a 8 y la  
solución se l ib e ra  primeramente d e l agua a  11 mm y 453 
de temperatura del baño y después de l a  dimetiloformamida 
a  0,1 mm. E l residuo  se disuelve en 30 om3 de agua, se 
f i l t r a  de unas h u e lla s  de copos y e l  f i l t r a d o  c laro  
se a c id if ic a  enfriando con ácido c lo rh íd rico  2-n. E l 
producto viscoso precip itado  se s o lid if ic a  a l  f r o ta r  
(bajo enfriam iento con h ie lo ) . E l producto en bruto
(2,14 g) se disuelve en metanol c a lien te  y se p rec ip ita  
agregando a c e to n i t r i lo .  Se obtienen 1,77 g (70 %) de 
carbobencilax i-L -asparag in ilo-H itro-!< -arg in ilo-L -valilo -
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L -tiro s in a  (VII) en forma, de polvo, panto de fusión  
aproximadamente 175-1839 (espumando); -  09 4 49
(o ^ 0,4  en m etanol). - " "
EJEMPLO 5.
E s te r m etílico  de N -carbobenoiloxi-L -asB ara^inilo-nitro- 
L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -iso le u c ilo -L -h ls tid ilo -L - 
p ro lilo -L -fen ila la n in a  (IX).

1,88 g (2,58 mmol) de oarbobenciloxi-L-aspara- 
g in ilo -n itro -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s in a  (VII) y 1,31 g 
(2,50 mmol) de á s te r  m etílico  de L -ia o le u c ilo -L -h is tid ilo -  
L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  (V III) rec ien  preparado se d isuel­
ven en 15 cm3 de dimetiloformamida y se agrega una solu­
ción de 0,62 g (2,62 mmol) de 1 -c ic lohex llo -3-m orfo lin i- 
le  t i l  o-oarbo di imida. La solución se d ^ a  durante 21 horas 
a 209, a continuación se r e t i r a  l a  dimetilfcrmamida en 
a l to  vacío y e l  a c e ite  re s id u a l se f ro ta  con agua, en frian ­
do con h ie le , con l e  que se pone lentamente granuloso.
E l polvo se lava v a ria s  veces con agua, despuós son 
solución de bicarbonato d ilu id a  y agua y se seca. E l 
producto en bruto (3,70 g) se lava  para su u l t e r io r  lim pie­
za con acetona y metanol y da 0,68 g de á s te r  m etílico  
de N -carbobencilcX i-L -asparaginilo-nitro-L -argin ilo-L - 
v a l i lo —L—ti r o s i lo —L—iso le u c ilo —L—h is tid ilo -L —p ro li lo —L— 
fen ila la n in a  ( H ) , punto de fusión  190-2059; „  -299

4 49 (e *= 0,52 en dimetiloformamida). E l producto se 
disuelve d ifíc ilm en te  en d iso lven tes orgánicos usuales 
con excepción de en dimetiloformamida; d isoluble en 
ácido c lo rh íd rico  muy d ilu id o . E l e s te r  m etílico  de L— 
iso leucilo -L —h ia t id i lo —L—pro lilo -Jt—f 1 a lan! (V III)
se prepara como e s tá  d escrito  más adelante (ejemplo 15).
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EJEMPLO 6.
E s te r m etílico  de L -aspara^inilo-L -arginilo-L -^valilo-L - 
tiro s ilo -L -iso le u c ilo -L -h is tid ilo -L -n ro lilo -L -fe n ilo a la n in a -

370 mg (0 ,3  mmol) de á s te r  m etílico  de carboben- 
c ilo x i-L -asp a rag in ilo -n itro -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L - 
tiro s ilo -L -iso le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  
(X) se suspenden en 15 cm3 de metanol y agregando 1,0 cm3 
de ácido c lo rh íd rico  1, 24-n  (4 eq u i.) se disuelve en 
metanol. Por f i l t r a c ió n  se separan unas huellas  de copos 
y la  solución se h id r iz a  en presencia de 100 mg de carbón 
de palladium (10 % Pd) a  temperatura de ambiente y presión 
normal (empleando un segundo rec ip ien te  de h id rizac ión  
llen o  con sosa cáu stica  d ilu id a  para l a  absorción d e l 
00g desarro llad o ). La h id r iz a e ió n e s ta rá  terminada después 
de 13 horas y recepción de algo más de l a  cantidad de 
hidrógeno calculada. A continuación se f i l t r a  la  solución 
del ca ta lizad o r y se vaporiza en vacío hasta  secar. E l 
residuo (resina) pesa 310 mg (calculado para una mezcla 
de cantidades equimolares de tr lh id ro c lo ru ro  y  cloruro 
amónico *= 360 mg). E l producto (X) se sigue elaborando s in  
lim p ia r. Se disuelve fácilm ente en agua pero es de d i f í c i l  
d isoluoión en á l c a l i  acuoso} se d isuelve en metanol, es 
insoluble en é t e r .
EJEMPLO 7.
L -a sp a rag in ilo -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tlro s ilo -L -iso leu c ilo -
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan lim .

Para d iso lv e r 256 mg (25 mol) de á s te r  m etílico
de L—asparag in ilo—L -arg in ilo —L—v a lilo —L—ti r o s i lo —L—Iso leu—
c ilo —L—h is t id i lo —L—p ro lilo —L—-foTii i ni nn-t tío en -]2,0 cm3 de
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metanol a l  66% se agregan en v a ria s  poro iones sosa cáustica  
0 , 1-n  hasta  que e l  v a lo r pH de l a  solución se mantenga 
durante 20 minutos en 10, 5- 11)0 (en to ta l  18 cm3 de sosa 
cáustica  0 , 1-n  agregada). Después de un to ta l  de 30 minutos 
se pone a  pH *s 8 agregando algo de COg só lido , se r e t i r a  
l a  p rec ip itac ió n  en forma de copos (25 mg) por f i l t r a c ió n  
y e l  f i l t r a d o  se l ib e ra  del metanol en vacío . Da solución 
acuosa (volumen 15 cm3) se mezcla con algunos cm3 de 
solución de soda d ilu id a  y a  un pH * 9 se a g ita  4 veces, 
cada una con 100 em3 de n-butanel saturado de agua. Dos 
ex tractos butanÓLicos se lavan una vez con 8 cm3 de 
solución de su lfa to  de sodio d ilu id a , se secan con su lfa to  
de sodio y dan a l  vaporizar 195 mg de producto en b ru to . 
Bste se lava 3 veces, cada una con 5 om3 de n-butanel 
seco con lo  que se pueden r e t i r a r  30 mg de p arte s  de más 
f á c i l  solución. La cantidad p rin c ip a l (135 mg) de 
L-a sp arag in il o—L -a rg in il o—L—v a l i l  o—L—t i r  o s i l  o—L—i  s o leu c il o— 
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L —fen ilo^alan ina  es de d i f í c i l  
d iso lución  en butanol seco y se obtiene en forma de una 
p rec ip itac ió n  inco lo ra  de granulación f in a . E l producto 
se disuelve en agua y metanol.

E l producto en b ru to  (135 mg) se somete a una 
d is tr ib u c ió n  m u ltip lica tiv a  de 32 escalones (Crajg-Proceso 
base) en e l  sistem a n-butanol-agua. La cantidad p rin c ip a l 
(75 mg) del m ateria l ac tivo  se encuentra en la s  fracciones 
9-21 con un máximo en la  fracción  15 (G -  0 , 89) .  Las 
fracciones 0—8 contienen 45 mg de t!na impureza in ac tiv a
de tra s lao ió n  más le n ta ; la s  fracciones 22-32 contienen 
unos 20 mg de m ateria l in a c tiv o . Una muestra de l a  subs­
tanc ia  de l a  fracc ió n  15 actúa en "na r a ta  segán la
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disposición de ensayos de P eart^ ) dos veces más fu e rte  
sue la  noradrenalina (0,25 Y/Tcg en 0,1 om3 de soluoión de 
s a l  común, f is io ló g ic a  intravenosa corresponden a 0 ,5  Y 
noradremaüna ) .

E l m ateria l de la s  fracciones 9-21 se reúne 
y se vuelve a d is t r ib u ir  como a rr ib a  indicado. l a  ac tiv idad  
se encuentra nuevamente en la s  fracciones 9-22 que en 
to ta l  contienen 32 mg de m ateria l (máximo en la  fracción  
16). Las fracciones 0—8 contienen aún 20 mg de m ateria l 
in ac tiv o , la s  fracciones 23—32 aun unos 15 mg de m ateria l 
in a c tiv o .

Una muestra de la  substancia de la  fracc ión  16 
muestra en e l  ensayo a rr ib a  mencionado una e fic ac ia  5-10 

veces más fu e rte  que la  noradrenalina.
E l m ateria l de la s  fracciones 9-22 se vuelve 

a  reu n ir  y se d is tribuye  en e l  sistem a n-butano-4% ácido 
acótico en 30 escalones (Craig—Proceso base). Terminado 
e l  30 escalón de l a  d is tr ib u c ió n  se pone e l  pE de todas 
la s  fracciones a  5, 5- 6,0  agregando algo de solución de 
amoníaco m etanólico, la s  soluciones se vaporizan a  40% 
y presión reduoida hasta, secar y lo s  residuos de vaporiza­
ción se secan, para r e t i r a r  e l  ace ta to  amónioo, durante 
8 horas a 50R y 0,01 mm Hg. Las fracciones 0-6 contienen 
en to ta l  30 mg de substancia (máximo en la  fracc ión  1,
K *B 0,051)? la s  fracciones 7-30 no contienen p arte s  
pondo rab ie s . La curva de d is tr ib u c ió n  de peso experim ental- 
mente encontrada en la s  fracciones 0-6 concuerda con la  
calcu lada teóricam ente. Una muestra de l a  substancia de 
l a  fracción  1 en e l  ensayo de P eart 9) a rr ib a  indicado 
demuestra tener una e fic ac ia  5 veces superior a la
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noradrenalina. La L -asparag in ilo -L -arg in ilo -L -va lilo -L - 
t i r  o s i l  o-L-i s oleuc i l  o-L-hi s t  i  d i l  o -L -p ro lil o-L -fenilalan ina 
a s í  lim pia ae obtiene en forma de un polvo incoloro; punto 
de fusión (después de secar en a l to  vacío) 195-2053 

(deacomp.). En e l  cromatograma de papel muestra en lo s  
sistem as etanol-n-butanol-HgO -dietiloam ina ( 100: 100: 50: 20), 
n-butanol-acetona-HgO-dietiloamina ( 100: 100: 50: 20) , 
etanol-n-butanol-HgO ( 100: 100: 50) , n-butanol-ácido acá t i c  o- 
HgO (100:10, conH^O) y sec.bu1^.nol-3^RH^ (120-44) sobre 
Wbatmann n3 1 lo s  va lo res 0, 37; 0, 31; 0 , 18; 0,15 y 0 , 24,
Las manchas muestran la  reacción de Bauly: sobre e l  papel 
no se pueden demostrar substancias n in h id rin p o sitiv as . 
EJEMPLO 7a.
L-asparagUó.. L -a r^ in ilo -L -v a lilo —L -tiro s ilo -L -iso le u c ilo -  
L -his t id ilo -L -n ro lilo -L -fe n ila la n in a .

5 mg de L -asparag in ilo -L -arg in ilo -L -va lilo -L - 
t i r  o s i l  o-L-i so leu c il o-L-bi s t id l lo -L -p ro l i l  e-L -f en ila lan in a  
(XI) se disuelven en 0,1 mi de HC1 concent. y se deja 
reposar durante 100 minutos a  393. Después se vaporiza 
la  solución en a l to  vacío hasta  secar, e l  residuo se 
pulveriza y se seca a  403 en a l to  vacio . La L -asparag ilo - 
L -a rg in ilo -L -v a lil o -L -tiro s ilo -L -iso le u o ilo -L -h is tid ilo -L - 
p ro lilo -L -fen ila la n in a  (H ipertensión I I )  se puede separar 
del m ateria l in ic ia l  no saponificado por d is tr ib u c ió n  
Craig o Cromatografía en una columna de celu losa eon 
espectros de d iso lvente adecuados, por ejemplo bu tanel- 
metanol-0 , 33 m NÊ OOOH (3:1 :4 ; pH -  6 ,5) o seo. butanel-3% 

(120:44). Polvo incoloro  so luble en agua "  0,2 en 
e l  sistem a seo. butanel-3% NĤ  (130:44).
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Bator m etílico  de N -oarbobencilox i-L -valilo -L -tirosiaa .
Uoa solución de 68,1 g (0,275 mol) de carbobenci- 

lox i-L -valina  y 50,9 g (0,261 mol) de á s te r  m etílico  de 
L -tiro s in a  en 1 l i t r o  de te trah id ro fu rano  ee mezcla con 
59*2 g de 1 ,3-diciclohexilcarbodiim ida y la  solución ee 
deja reposar durante 16 horas a 21 a . A continuación se 
f i l t r a  en vacío l a  d ic lc lohex ilu rea  p rec ip itada  (46,0 g 
corresp . 77 % d . t . ) (panto de fusión  218-2243) y e l  f i l ­
trado se vaporiza h asta  secar. E l residuo (ace ite  viscoso) 
ee f ro ta  en 300 cm3 de p e tro ló te r  c a lie n te , hasta  que 
in ic ie  l a  c r is ta l iz a c ió n . Loe c r is ta le s  se f i l t r a n  en 
vacio y se  lavan con mucho p e tro ló te r  c a lie n te . La r e c r is ­
ta liz a c ió n  de ace to n a-p e tro le te r dá en to t a l  91 g (81%) 
de á s te r  m e tílico  de carbobencilox i-L -valilo -L -tirosina  
(V) punto de fusión  144-1476 ¿ 3 ^ 2  =* 4196 4 46 (o -  1,06 
en cloroform o). , deBe l a  so lu o ió n /p e tro lá te r, a s í  oomo de la  l e j í a  
madre de lo s  c r i s ta le s  a r r ib a  mencionados, se obtienen 
en to ta l  17 g de un producto secundario. Punto de fusión 
128-1306 (de p e tro ló te r ) .  S&átase aquí de 1-(carbobenzoxi- 
L -v a lilo )-1  , 3 -d lc io lohex llu rea .
BJnnsLo q.

E s te r  m etílico  de L -v a lilo -L -tiro s in a  (V)
a) Hidrobromuro de l á s te r  m e tílico  de L-^alilo4-L- 

t i ro s in a :  20,0 g (0,0468 mol) de ó s te r  m etílico  de 
carbobenzcxi-L-valllo—L—tiro s in a  se disuelven en 200 cm3 
de una solución 1,1—n de bromohidrógeno en ácido acó tico . 
Bespuás de 1 hora a 218 se vaporiza l a  mezcla en vaeío a 
458 de temperatura de l bago hasta  secar y e l  a ce ite  re s id u a l30
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ae f ro ta  con macho é te r  con lo  que s o lid if ic a . E l residuo 
se lava con éter} ae obtienen 17,26 g (98%) de hidrobro- 
muro del é a te r  m e tílico  de L -v a lilo -L -tiro s in a } panto 
de fusión  206-208B. Al r e c r i s t a l i z a r  de m etanol-éter 
se obtienen agujas del punto de fusión  208-209^;

-  4 310 4 43 (c * 1,08 en m etaM l).
b) E s te r m etílico  de L -v a lil  o -L -tiro sin a ;

5,63 g (15 mmol) d e l hidréhromuro obtenido bajo a ) se 
suspenden en 80 cm3 de é s te r  acé tico  y se agregan 2,1 em3 
(15 mmol) de t r i e  tiloam ina. Los c r is ta le s  precip itados de 
trietiloam inahidrobrom aro se f i l t r a n  en vac ie  después 
de 10 minutos (2,68 g corresponden a  99% d . t . )  y e l  
f i l t r a d o  se vaporiza h asta  secar. E l á s te r  me t i l i c o  
de L -v a lilo -L -tiro s in a  (resina  4,61 g) que queda se sigue 
elaborando inmediatamente como indicado en e l  ejemplo 3. 
EJEMPLO 10.
Hidrocloruro d e l é s te r  m etílico  de N-carbobenciloaci-L- 
iso le u c llo -L -h is tid in a .

A una solución de 44,0 g (0,26 mol) de é s te r  
m etílico  de L -h is tid in a  en 50 mi de a c e to n itr i lo  se 
agregan 55,5 g (0,27 mol) de d iciclohexil-carbodiim ida 
d isu e lto s  en 100 mi de é s te r  acé tico  y 71,5 g (0,27 mol) 
de N-oarbobencilox i-L -iso leuc ina , d isu e lto s  en 700 n i  
de é s te r  acé tico . Se id c ia  inmediatamente un lig e ro  
calentamiento y poco después p rec ip itac ió n  de d ic ic lo h ex il 
urea c r is ta l in a .  Se e n fr ia  breve tiempo con h ie lo  de 
manera que la  tem peratura no sobrepase más de unos 4 30&+
Después de algunos minutos se forma de la  mezcla una 
masa gela tinosa  que se deja reposar durante la  noehe 
a temperatura ambiente.
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La mezcla se f i l t r a ,  e l  residuo se f ro ta  ^Ss 

veces, cada una con 50 mi de á s te r  acé tico , se a sp ira  y 
a  90a se seca en v ac ío . De l a  mezcla de d ipeptida y 
d ic io lohex iln rea  a s í  obtenida se separa la  primera, con 
ama solución de 25 mi de ácido c lo rh íd rico  cono, en 
20 mi de agua y 80 mi de metanol, como hidrocloruro  y 
e l  residuo se lava aun o tras  dos veces, cada Mna con 2mi 
de ácido c lo rh íd rico  cono, en 10 mi de agua y 20 mi de 
metanol. Los f i l t r a d o s  reunidos se vaporizan en vacio 
hasta  secar y se c r i s ta l iz a  de m etanol-ester a cé tico .
Se obtienen 52,6 g de h idrocloruro  de dipeptida 
(= 44,6 % d . t . )  d e l punto de fusión  170-1729, bajo 
descomposición. De la s  l e j í a s  madre se obtienen por 
u l te r io r  vaporización y  d iluc ión  con á s te r  acé tico  aun 
39,1 g de hidrooloruro (33,1 % d . t . )  del punto de fu sián  
160-1659 (descomposición).
BJBME60 11.

N -carbobenoilaX i-L -iaoleucilo^L-histid inahidraoida.
2,5 g (0,0053 mol) de monohidrato de hidrocloruro 

del á s te r  m e tílico  de N -carbobenoiloxi-L-isoleucilo-L- 
h is t id in a  se hierven a l  re f lu jo  en 10 mi de metanol abs. 
con 1,5 mi de h id ra to  h id rac in ico  durante 1 hora . E l
disolvente se vaporiza todo lo  posible en vacio y e l  
residuo de vaporización se mezcla con 100 mi de agua 
de h ie lo . La p rec ip itac ió n , a l  p rinc ip io  ace ito sa , 
c r is ta l iz a  despuás de reposar poco tiempo a 09. Se f i l t r a  
l a  carbobencilox i-d ipep tida-h idracida, se lava con mucha 
agua y se seca en vacío sobre pentóxido de fósforo y 
ácido su lfú ric o . E l rendim iento en bruto  es  de 1,82 g 
(83 %), re c ris ta liz an d o  una vez de agua hirviendo se30
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obtienen 1,6 g de producto de a n á l is is  puro? F u 186- 187a  ̂
s  -  51a ?- .̂a (o = 1,327 en ácido c lo rh íd rico  1-m)
"  -  22¿ 4 4¿ (o M 0,558 en mstanol)^

La h id rac lda se disuelve fácilm ente en metanol, 
e tano l, acetona, á s te r  acá tico  y ácido c lo rh íd rico  1—n, 
es de d i f í c i l  d iso lución  en agua ca lien te  y no se disuelve 
en benzol, é te r  y p e tro lá te r .
EJEMPLO 12.
E s te r m etílico  de N -carbobenciloxi-L -urolilo-L -fenilalanina..

Para d iso lv e r 1 g (0,004 mol) de F-carbobenc i lo x l -  
L -prolina c r is ta l in a  en 15 mi de te trah idrofurano  absoluto 
se agregan a  -103 0,61 mi (0,0044 mol) de t r i e  t i l  oamina 
y después de 5 minutos, a l a  misma tem peratura, 0,42 mi 
(0,0044 mol) de á s te r  e t í l i c o  de ácido cloro-fórm ico.
E l hldrocloruro  tr ie tilo am ín ico  se p re c ip ita  inmediatamente 
en forma de c r is ta le s  blancos.

La solución simultáneamente preparada y f i l t r a d a  
del trie tiloam ina-h idrocloru .ro  del á s te r  m e tílico  de 
L -fen ila lan in a , de 1,1 g (0,0051 mol) de h idrocloruro  
de á s te r  m etílico  de fen ila la n in a  y 0,71 mi (0,0055 mol) 
de t r i e  tiloam ina se en fría  asimismo a -103 y se agrega a 
l a  solución del anhídrido mezclado. Después de reposar 2 
horas a temperatura ambiente se f i l t r a  de la  p rec ip itac ió n  
y e l d isolvente se vaporiza en vacio a  40-45**. 331 residuo 
c laro  como e l  agua se recibe en á s te r  acá t i c  o, se lava 
4 veces, cada una con 5 mi de solución HC1 1-n, 2 veces 
con agua, 4 veces cada una con 2 mi de solución de sodio- 
hidrógeno de carbonato 2-n y finalm ente n eu tra l con agua.
La solución á s te r  acé tica  deja , después de vaporizar y 
secar, 1,8 g de un a c e ite  am arillo  que aun contiene poco
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d iso lven te . El á s te r  m etílico  de oarbobenciloxl-L -prolilo- 
L -fen ila lan ina  en bruto se desoarbobenasáliza inmediatamente 
a  á s te r  m etílico  de L -p ro lilo -It-fen ila la n in a .
EJEMPLO 13.
E s te r m etílico  de L -n ro lilo -L -fen ila la n in a .

2,4-6 g (0,006 mol) de á s te r  m etílico  de 
carbobencilox i-L -pro lilo -L -fen ila lan ina se disuelven en 
40 mi de metanol, se mezclan con ácido c lo rh íd rico  metanó- 
l ic o  6-equivalente y 0,6 g de carbón de pala dio (10 % Pd) 
y se h id riza  a temperatura de ambiente y presión normal 
(e l  COg formado absorbido en NaOH). Despuás de recoger 
algo más de la  cantidad de hidrógeno calculada se para 
la  h id rizac ión . La solución f i l t r a d a  del ca ta lizad o r 
se vaporiza en vacío y e l  residuo se reoibe en poca 
acetona. Al agregar á te r  se p re c ip ita  en forma c r is ta l in a  
e l  hidrocloruro del á s te r  m etílico  de la  L -p ro lllo -L - 
fen ila lan ina?  rendimiento 1,62 g (86 %). Despuás de 
r e c r is ta l iz a r  dos veces de ace tona-é ter funde 1% substan­
c ia  a 157-1580 = -  413 4 H (o = 4,15 en H^O).

Para la  transform ación en á s te r  l ib re  se cubre 
una solución de 1,10 g (0,0035 mol) d e l h idrocloruro en 
1 mi de agua con á s te r  acé tico  y a OS agitando bien 
se mezcla con solución de carbonato potásico satu rada .
El ex tracto  á s te r  acé tico  se seca, se vaporiza en vacio 
y e l residuo se seca a 0,1 mm Hg. El á s te r  m etílico  
de L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  (0,98 g) obtenido es un ace ite  
de f á c i l  solución en agua y á te r  directamente adecuado 
para u lte r io re s  reacciones.
EJEMPLO 14.
E s te r  m etílico  de N -carbóbencilox i-L -iso leucilo -L -h istid ilo



¡y

10.

15.

20.

25.

30.

-L -nro lilo-^L -fenilalan ina.
La solución de 1,49 g (0,035 mol) de N-carbo- 

b en c ilox i-L -iso leuc ilo -L -h is tid inah id rac id a  (ejemplo 11) 
en 15 mi de ácido c lo rh íd rico  1-n se extrae una vez con 
poco á s te r  acá tico , l a  fase  á s te r -a c é tic a  se lava 
nuevamente con 3 mi de ácido c lo rh íd rico  1-n y la s  
soluciones ácido c lo rh íd rica s  reunidas se cubren en e l  
embudo separador con á s te r  acé tico  y se en fría  con h ie lo  
a  oa. A continuación se gotean lentamente 275 mg (0,004 mol) 
de n i t r i to  de sodio en 5 mi de agua de h ie lo , se deja 
reaccionar durante 3 minutos y la  solución de acida 
ác id o -c lo rh íd rica  se pone fe n o lf ta le in a -a lc a lin a  con 
3 mi de solución de carbonato potásico satu rada . La 
solución acuosa se extrae o tra s  dos veces enfriando 
con h ie lo  con mucho á s te r  acé tico  y la  fase  orgánica 
se lava n eu tra l con mucha agua.

La solución de acida f r í a  como e l  h ie lo , secada 
sobre su lfa to  de sodio, se f i l t r a  en una, solución de 
á s te r  m etílico  de L -p ro lilo -L -fen iloa lan ina  Recién 
preparada, enfriada a OS y lib erad a  del hidrooloruro 
de tr ie tilo am in a , que se obtuvo de 1,24 g (0,004 mol) 
de hidrooloruro de á s te r  m etílico  de L -p ro lilo -L -fen ila -  
lan lna  y 0,55 mi (0,004 mol) de trie tilo am in a  en 15 mi 
de á s te r  acé tico  abso lu to .

Se deja reaccionar durante 18 horas a 0-5S 
y dos horas a temperatura ambiente, se vaporiza e l  
disolvente a 40S en vacío hasta  l a  mitad y se lava con 
ácido c lo rh íd rico  1-n, solución de sosa 2-n f r í a  como 
e l  h ie lo  y con agua n eu tra l; se seca sobre su lfa to  de 
sodio y e l  á s te r  acé tico  se vaporiza en vacío .



28

5.

10.

15*

20.

25.

30.

E l rendimiento es de 2 g (85 %) de á s te r
te trap ep tíd ico  de carbobenclloxi amorfo am arillen to .
La d is tr ib u c ió n  de 36 escalones, en tre  metanol a l  80%
y cloroform o:tetraclorooarbono ** 1: 1:1 dá 1,6  g de á s te r
m etílico  de N -carbobencilox i-L -iso leucilo -L -h istid ilo -L -
p ro lilo -L -fe n ila la n in a . La fracc ión  de a n á l is is  muestra,
después de d iso lv er y p re c ip ita r  una vez de metanol-agua,
e l  punto de fusión  105- 110S; ^ -  ggo 4. 4aD .(c *= 0,971 en m etanol).

E l á s te r  te trap ep tíd ico  de N-oarbobenoiloxi 
se disuelve bien en la  mayoría de lo s  d iso lven tes orgánicos 
a excepción de é te r  y p e tro lá te r .
EJEMPLO 15.
E s te r m etílico  de L -iso leu c llo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L - 
fe n ila lan in a  .

a )  .Dihidrobromuro: 1,72 g (2,61 mmol) de á s te r  
m etílico  de N -carbobencilox i-L -iso leucilo -L -h istid ilo - 
L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  se mezclan con 8,3 cm3 de 
bromohidrógeno 1,1-n en ácidb acá tico , in iciándose a s í  
pronto la  solución. Después de reposar durante 2 horas 
a¡212 se d e s ti la  totalm ente e l  ácido acá tico  a 0,1 mm Hg 
y 252 y la  re s in a  re s id u a l se f ro ta  con é te r ,  con lo  que 
es ta  se granula. E l dihidrobromuro del á s te r  m etílico
de la  L -ls  o le u c ilo -L -h is tid ilc -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  
en bruto pesa 1,79 g. Punto de fusión  130-1402.

b) E s te r  l ib r e :  1,96 g (2,85 mmol) de d ih ld ro - 
bromuro del á s te r  m etílico  de la  L -iso le u c ilo -L -h is tid ilo -  
L -p ro lil o-L-f en ila lan in a  se disuelve en poca agua, se 
r e t i r a  un lig e ro  enturbiamiento lavando con algo de á s te r  
acé tico , l a  solución acuosa se mezcla con 50 cm3 de
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oloroformo y  enfriando con h ie lo  se agrega solución de 
potasio  saturada hasta  que e l  pH de la  fase acuosa sea 
10. E l á s te r  precip itado  se disuelve a l  cambiar lim pia­
mente en la  fase  cloroform ice. La soluoión clorofórmica 
se lava una vez con poca solución de su lfa to  de sodio 
saturada; l a  solución po tásica  y su lfa to —sódica se lavan 
ulteriorm ente con o tros 30 cm3 de cloroformo. Las solu­
ciones clorofórm icas dejan, después de secar con su lfa to  
de sodio y vaporizar, 1,31 g de á s te r  m etílico  de 
L -iso leu c ilo -L -h is tid llo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  (V III) 
como resin a , que inmediatamente se sigue elaborando.
(Véase e l  ejemplo 5)* Rendimiento 88 %.
EJEMPLO 16.
E s te r m etílico  de N-carbobenclloxi-L—asparag in ilo—n itro -  
L -a rx in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo -L -h is tid ilo -L - 
p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

Una solución de 467 mg (1 mmol) de N-carboben- 
c ilox i-L -asp arag in ilo -n itro -L -arg in in a  y 272 mg (0, 35 mmol) 
de á s te r  m etílico  de L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo -L - 
h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  en 2,5 mi de d im etilo- 
formamida se mezcla con 237 mg (1 mmol) de 1 -cio lohexilo- 
3-m orfo lin iletilecarbodiim ida. Después de reposar durante 
24 horas a temperatura de ambiente se l ib e ra  l a  solución 
a 0,1 mm Hg y 35a, del dimetiloformamida. E l residuo  
se f ro ta  con agua de h ie lo  y e l  m ateria l só lido  p rec ip i­
tado se lava con agua y se seca en vacío  a 303. E l produc­
to en bruto se f ro ta  con acetona, después se extrae con 
acetona hirviendo y finalm ente se lava con metanol f r ío  
como e l  h ie lo . E l m ateria l a s í  lim pio (289 mg 67 %) es 
un polvo ligeram ente am arillen to  del F. = 207—2103. Para30
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la  u l te r io r  lim pieza se d is tribuye  la  substancia en 
con tracorrien te  en tre  n-butanol y ácido acé tico  0,1 % 
sobre 30 escalones (K s= 4^17). Las fracciones 23-28 dan 

132 mg de producto puro y la s  fracciones 17-22 que 
contienen un producto secundario (74 mg) dáp después 
de volver a d is t r ib u ir  o tros 34 mg de m ateria l puro; 
to ta l  166 mg (39%). Después de d iso lver y p re c ip ita r  
dos veces de metanol funde la  substancia a 214-2163;
¿ 9 ^ 3  „  _ 27S 4 23 (c * 2,22 en dimetiloformamida).

E l á s te r  m etílico  de L -v a lilo -L -tiro s ilo -L - 
v a lilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  empleado 
como m ateria l in i c i a l  se obtiene como se ind ica  más 
adelante (ejemplo 19 y s ig u ie n te s ) .
EJEMEEO 17.
E s te r  m etílico  de L -aspara^ in ilo -L -ar^ in ilo -L -va lilo -íf- 
tiro e ilo -L -v a lilo -L -h is tid ilo -L -n ro lilo -L -fe n ila la n in a ..

85 mg (0,07 mmol) de á s te r  m etílico  de 
N -oarbobenciloxi-L -asparagin ilo-n itro-L -arg in ilo-L - 
v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo -L -h is tid iio -L -p ro li lo -L -  
fen ila lan in a  se suspenden en 10 mi de metanol, se d isue l­
ven agregando ácido c lo rh íd rico  metanólico 0,3 m 
equivalente y en presencia de 0, 3 g de carbón de pallad io  
(10 % 3?d) se a g ita  a temperatura ambiente y presión 
normal durante 15 horas en una atmósfera de hidrógeno.
La solución n eu tra l se f i l t r a  del ca ta lizad o r y se 
vaporiza en vacío . E l producto de reacción semi-sólido 
se lava con acetona y dá, después de d iso lv er y 
p re c ip ita r  de m etanol-éter, 51 mg (63 %) de trih id ro c lo ru ro  
del á s te r  m etílico  de la  octapeptida.
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EJEMPLO 18!
L -a sp a ra ^ n ilo -L -a ra jiii lo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo -  
L-hi a t id ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

a) 48 mg (0,042 mmol) de tr ih id ro c lo ru ro  de 
é s te r  m etílico  de la  L -asparag in ilo -L -a rg in ilo -L -va lilo - 
L -tiro s ilo -L -v a lilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  
ae suspenden en 0,5 mi de metanol y en e l  plazo de 1 
hora se mezcla lentamente con 0 ,3  mi de sosa cáustica  
1-n (aprox. 7 equ ivalen tes), demamara que la  solución 
muestra siempre un va lo r pH en tre  10,5 y 11,5. Después 
de otros 30 minutos se l ib e ra  la  solución, en vacío a 
temperatura de ambiente, del metanol, Con ácido acé tico  
1-n se pone e l  pH a 7 ,4  y se l i o f l l i z a .  La mezcla de 
peptida l ib re  y sa les  inorgánicas (79 mg), que se obtiene 
como residuo, se fracciona por d is tr ib u c ió n  de contra­
co rrien te  en e l  sistem a Butanol/Hidróxido de amonio 
0 ,1 -n . La octapeptida pura se obtiene en forma de polvo 
incoloro que es soluble en agua y metano!, de d i f í c i l  
d iso lución  en etano l e insoluble en acetona.

b) 400 mg de é s te r  m etílico  de octapeptida en 
bruto (que contiene unos 3 mol de HC1 4 1 mol NH^Cl)
se disuelven en 4 mi de metanol (solución c la ra  marrón- 
am arilla) y después de agregar 8 mi de 1-n en
HgO se a g ita  a temperatura ambiente durante 1 hora, 
finalm ente, l a  solución que contiene pocos copos marrones 
como sedimento en e l  fondo, se n eu tra liz a  con E81 4-n 
a  pH = 6, se e n fr ía  con acetona-COg y en a l to  vacío 
se l i o f i l i z a  durante l a  noche. Se obtienen a s í  930 mg
de un polvo marrón que además de la  peptida contiene unos 
590 mg de KOI.30
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v  s  M  vLa cantidad te m í  se d istribuye wobre 30 
escalones en e l  sistem a n-butanol-O ,33 m NĤ  SOOH 
(formiato de amonio) en HgO (pH 6, 5) .  Volumen de fase 
c .u . 10 mi.

La octapeptida l ib r e  muestra O = 0,17 y se 
a is la  de lo s  contenidos de lo s  tu b ito s  reunidos mediante 
t r ip le  ex tracción  con 400 mi cada vez de mezcla butanol- 
metanol ( 3: 1) y lavado doble de la  solución orgánica 
con cada vez 30 mi de NĤ COOH a l  5% (form iato de amonio) 

10. en HgO. Después de vaporizar a 453 (11 mm Hg) y seca r
en a l to  vacío (8 horas a 40a) se obtiene en to ta l  190 mg 
de un polvo blanco de f á c i l  solución en agua, que en e l  
ensayo biológico en la  r a ta  desriñonada tiene  un afecto 
20 veces mayor que la  noradrenalina.

1^  En e l  cromatograma de papel la  substancia se
muestra u n ita r ia ,  con un v a lo r Rg> ** 0,19 en e l  sistema 
sec. butanol-NH^ a l  % (120:44).

Como segunda fracc ión  se obtiene en la  d i s t r i ­
bución de lo s  tu b ito s  18-30 (G *< 42) aun 140 mg de 

20, m ateria l in ic ia l  s in  sapon ificar (-o c tap ep tid a -éste r
m e tílico ) . Valor en e l  sistem a a rr ib a  mencionado = 0 ,30.

c) 500 mg de é s te r  m etílico  de octapeptida 
(igua l m ateria l in ic ia l  que en a) se disuelven en 2 mi 
de HC1 cono, y se dejan reposar durante 100 minutos a 

25. 393. Después se vaporiza la  solución en vacío hasta  secar,
e l  residuo se pulveriza finamente y nuevamente se seca 
en a l to  vacio durante algunas horas a 40a. Se obtienen 
a s í  510 mg de un producto en bruto de color narren  c la ro , 
que en la  r a ta  desriñonada ya muestra 20 veces mayor 

30. efecto  que la  noradrenalina.
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Para su lim pieza se disuelven 300 mg del 

mismo en 2 mi de agua, se n eu tra liz a  con NaOh 2-n 
a  pH 6 y se d is tribuye  sobre 30 fases  en e l  sistema 
n-butanol-m etanol-0,33 m NĤ COOH -3 :1 :4  6, 5) con
cada v$z 10 mi de volumen d e jase . De lo s  tu b ito s  
5-14 ae pueden obtener por elaboración como bajo a)
170 mg de h idro lizado  en forma de substancia incolora 
soluble en agua gue en l a  ra ta  desriñonada muestra 
s e r  20 a 25 más a c t iv a  que la  noradrenalina. En e l  
cromatograma de papel se forma, en e l  sistem a butanol 
seo .—NĤ  3% (120:44)# una d isociación  de lo s  dos com­
puestos con lo s  va lo res 0,13 y 0 ,19. La segunda manoba 
muestra la  mayor in tensidad  de co lor con n inh id rina .

E l compuesto con e l  va lo r Rp 0,13 es la  
L -asp arag iló -L -arg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo -L — 
h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a , m ientras que en e l  
compuesto con e l  va lo r 0,19 se t r a ta  de la  octapeptida 
con e l  re s to  a sp a rag in ilico .

Los tu b ito s  15-19 de l a  d is t^ b u c ió n  Oraig 
contienen 55 mg de fracc ión  mixta m ientras que de lo s  
tu b ito s  20-29 se pueden regenerar 22 mg de m ateria l
in i c ia l .  (R. = 0 , 30) .f

Además de en la  d is tr ib u c ió n  Craig sobre 
muchos escalones, se  pueden sep ara r ambos productos de 
h id ró l is is  (compuestos asparag in ilico  y asp arag ilico )
también totalm ente por crom atografía en una columna!de polvo de papel con sistem as dedisolventes adecuados, 
por ejemplo BuOH-MeOH-NĤ O00H.
EJEMPLO 19.
E s te r  m etílico  'de N -carbobencilox i-L -valilo -L -tirosilo -L -



5.

10.

15*

20.

25*

-  34 - 23?238
v a lilo -L -h istid ilo -L -p ro lilo # .L -fen ila lan in a .

1,95 g (0,003 mol) de carbobencilox i-L -valilo - 
L -tiro s ilo -L -v a lilo -L -h is tid in a  se suspenden en 10 mi 
de dimetiloformamida y se mezclan con 0,83 g (0,003 mol) 
de éa term etilico  de L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  y 0,84  g 
(0,0035 mol) de 1 -c ic lo h e x ilo -3-m o rfo lin ilo -e tilo -  
carbodiimida. Después de 1 hora se ha d isue lto  totalm ente 
e l  m ateria l in i c i a l .  La solución de reacción se deja 
reposar durante la  noche a temperatura ambiente, después 
a 0,1 mm Hg, se l ib e ra  de la  dime tiloformamida y e l  
residuo se mezcla con agua de h ie lo . E l m ateria l so lido  
precip itado  se lava dos veces con ácido c lo rh íd rico  2-n  
(con lo  que e l  producto de reacción forma, un hidrooloruro 
que es soluble en agua pero no en ácido c lo rh íd rico  2-n ) , 
por tratam iento  con solución de carbonato potásico se 
vuelve a transform ar en la  forma básica , se lava v a ria s  
veces con agua y se seca en vacio a 350. E l producto 
en bruto obtenido (2,40  g)se recibe en 100 mi de acetona, 
se f i l t r a  del m ateria l inso luble (0,30  g) y se vaporiza 
en vacio . E l residuo dá, después de f r o ta r  con á s te r  
acé tico , 1,57 g (58 %) de m ate ria l só lido  del F. *= 151-156a.

1 g de e s ta  substancia se d is trib u y e , para su 
u l te r io r  lim pieza por d is tr ib u c ió n  en con traco rrien te , 
en e l  sistema metanol—agua 4! 1 /  cloroformo—te tra c lo ro — 
carbono 1:1 a través de 48 escalones. La cantidad p rinc ip a l 
del m ateria l (0,84  g) se encuentra en la s  fracciones
15-28 con un máximo en peso en la  fracción  21 (K = 0 ,78). 
E stas fracciones dán, después de d iso lv er y p re c ip ita r  
de acetona, 0,66  g de m ateria l amorfo del F. *= 158- 1620. 
Después de volver a d iso lver y p re c ip ita r  de mucha acetona30
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muestra l a  substancia e l  F. =¡ 161-163a y  $ga
4 2a (c ^ 1,38 en e ta n o l) .

La ca rb o b en c ilo x i-L -v a lilo -L -tiro silo -L -v a lilo - 
L -h is tid in a  empleada como m ateria l in ic ia l  se obtiene 
como se Índica más adelante (ejemplos 21/^2).
EJEMPLO 20.
E s te r m etílico  de L -v aü lo -L -tiro s ilo -L -v aH io -L - 
h ls tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

635 mg (0,7 mmol) de á s te r  m etílico  de oarbo— 
b e n c ilo x i-L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo -L -h is tld ilo -L - 
p ro lilo -L -fen ila lan in a  se fro tan  con 1 mi de ácido 
acético  g la c ia l basta  que forme una solución u n ita r ia  
y se mezcla con 1,9 mi de bromohidrógeno 1,6-n (3 mmol) en 

ácido acé tico  g la c ia l .  Al reposar a temperatura ambiente 
empieza a separarse e l  proáhcto de reacción , después 
de 10 minutos, en forma de a c e ite . La mezcla se a g ita  
durante 2,5 horas y a  continuación se vaporiza totalm ente 
a 0,1 mm Hg y 30%* El residuo dá, después de lavado con 
é te r  y acetona, 648 mg de di-hidrobromuro del é s te r  
m etílico  de la  hexapeptida en forma de polvo c a s i 
incoloro .

Para su transform ación en e l  é s te r  l ib r e  se 
pone una solución de 562 mg (0,6 mmol) de e s ta  substancia 
en 2 mi de agua a OS inertemente a lc a lin a  con solución 
de carbonato potásico  y se ex trae  4 veces cada una 
con 20 mi de cloroformo f r ío .  Los ex trac tos clorofórmicos 
se lavan con poca agua, se secan y se vaporizan en vacío .
E l residuoaceitoso dá, a l  f r o ta r  con é te r ,  272 mg (59%) 
de peptida en forma de polvo ligeramente am arillo , 
que se sigue reaccionando directam ente.
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E ste r  m etílico  de N -carbobencilox i-L -valilo -L ^tirosilo - 
L -v a lilo -L -h is t id in a .

Una solución áe 9^94 g (0,024 mol) de carboben- 
c ilox i-L -va lilo -L -* tir o sina en 100 ml de a c e to n itr ilo  se 
mezcla con 6,64 g (0,28 mol) de 1 -c ic lo h e x ilo -3-m orfo lin ilo - 
etilo-oarbodiim ida y a continuación con 6,5 g (0,024 mol) 
de e s te r  m etílico  de L -v a lilo -L eh is tid in a . Después de 
15 horas se f i l t r a  e l  producto de reacción precip itado 
y se la-va con a c e to n i t r i lo .  E l producto en bruto 
(11,2 g = yo %) del F . e 208-2113 se disuelve en 500 mi 
de metanol c a lie n te , l a  solución se estrecha a 100 mi 
y se mezcla con e l  mismo volumen de é te r .  E l é s te r  
m etílico  de ca rb o b en c ilo x l-L -v a lilo -L -tiro silo -L -v a lilo - 
L -h is tid in a  puro funde a 222-2243. Después de la  repar­
tic ió n  en con traco rrien te  en e l  sistem a metanol-agua 
4:1 /  d o r  of o rm o-tetraclor ocarbono 1:1 muestra la  subs­
tancia  e l  punto de fusión  224-2263 y 4

23 (c ^ 2,09 en ácido acé tico  g la c ia l ) .
La N -carbobenciloxi-L -valilo-L -tirosina 

empleada como m ateria l in i c i a l  se obtiene según lo s  
ejemplos 23/24 y e l  é s te r  m etílico  de L -v a lilo -L -h is tid in a  
según lo s  ejemplos 25/26.
EJEMPLO 22.
N -carbobencilox i-L -va lilo -L -tiro silo -L -valilo -L -
h is t id in a .

Una suspensión de 3*32 g (0,005 mol) de é s te r  
m etílico  de carbobencilox i-L -valilo -^L -tirosilo -L -valilo - 
L -h is tid in a  en 30 mi de metanol se mezcla a unos 103 
con 15 mi de sosa cáustica 1-n, con lo  que e l  m ateria l 
In ic ia l  se disuelve rápidamente. La solución de reacción



se deja reposar durante dos horas a temperatura ambiente, 
a continuación se l ib e ra  en vacio del metanol y -después 
de separar algunos copos por f i l t r a c ió n -  se a c id if ic a  
con 20 mi de ácido acé tico  2-n. E l m ateria l gelatinoso 
precip itado  sécen trifuga , se suspende v aria s  veces en 
agua y de nuevo se cen trifuga y finalmente se lava con 
acetona y metanol y se seca en vacío a 403. La 
oarb o b en c ilo x i-L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -v a lilo-L-h i s tid in a  
se obtiene en un rendim iento de 2,74 g (84 %) y funde, 
después de la v a r con metanol hirviendo, a 236-2383

^ ios ^  ge (o .  2,10 en ácido acé tico  g la c ia l ) .  
La substancia es inso luble en todos lo s  d iso lventes 
orgánicos usuales, excepto en dimetilformamida y ácido 
acé tico  g la c ia l .
EJEMPLO 23.
E ste r e t í l i c o  de N -carbobencilox i-L -valilo -L -tirosina.

Una solución de 50,2 g (0 ,2  mol) de carbo- 
benciloxi-L -valina y 41,8 g (0 ,2  mol) de á s te r  e t í l ic o  
de L -tiro s in a  en400  mi de a c e to n itr i lo  se mezcla con 
45,3 g (0,22 mol) de 1 ,3-di-ciclohexilo-carbodiim ida 
y se deja reposar durante 5 horas a temperatura ambiente. 
La mezcla de D i-cic lohex ilo -urea y e l  producto de 
reacción p recip itada  se f i l t r a  y e l  derivado dipeptíd ico  
se extrae de es ta  mezcla con á s te r  a cé tico . La solución 
de reacción o rig in a l se vaporiza en vacío, e l  residuo 
se disuelve en á s te r  a cé tico , la  solución se lava con 
ácido c lo rh íd rico  2—n, solución de hidrogenocarbonato 
de sodio 2-n y agua, se seca y se reúne con la  solución 
á s te r-a c é tic a  d e l producto de reacción originalmente 
p recip itado . E l residuo que se obtiene a l  vaporizar



en vacio c r is ta l iz a  a l  agregar é te r  y sum inistra 74,5 g 
(84 %) de á s te r  e t í l i c o  de carbobenciloxi-L -valilo-L - 
t i ro s in a  del F. ^ 142-1453* R ecristalizando de acetona- 
é te r  se obtienen 68,6 g de m ate ria l puro del F. n 148-149C 

5. = 4 33a 4 13 (o ^ 3,96 en cloroformo).
EJEMEM) 24.

N -carbobencilox i-L -va lilo -L -tirosina.
70,7 g (0,16 mol) de é s te r  e t í l i c o  de carbo- 

b en c ilo x i-L -v a lilo -L -tirb s in a  se disuelven en 300 mi 
10. de metanol y agitando se mezcla, en e l  plazo de 15 minutos 

a unos 103, con 400 mi de sosa cáustica  1-n. Lg solución 
de reacción c la ra  se deja reposar durante 2 horas a 
temperatura ambiente, después se lib e ra  en vacío  del 
metanol y se f i l t r a  e l  poco m ateria l só lido . Al a c id if ic a r  

15. e l  f i l tra d o  con ácido c lo rh íd rico  d ilu ido  se p rec ip ita
la  carbobencilox i-L -valilo -L -tiro sina  en forma c r is ta l in a
y se f i l t r a ,  se lava con agua y se seca en vacio a 503;4F. = 161- 1633. p "" 4 263 -  13 (c = 4,01 en p i r i -
d ina ). El rendimiento es de 64,01 g (97 %).

20 . EJEMPLO 25 .
E ste r m etílico  de N -carbobenciloxi-L-valilo 

—L-hi s t i  di na.
Una solución de 25,1 g (0,1 mol) de carboben- 

c ilox i-L -ya lina  y 16,7 g (0,1 mol) de é s te r  m etílico  
25. de L -h is tid in a  en 100 mi de a o e to n itr ilo  se mezclan a

unos 103 con 26,1 g de 1 -o ic lohex ilo -3 -m orfo lin iloe tilo - 
oarbodiimida (0,11 mol) y se deja reposar a temperatura 
de ambiente. Después de aproximadamente 1 hora empieza 
la  separación de un producto gelatinoso  que, después de 

30. 15 horas, se f i l t r a  y se lava con a o e to n itr i lo : 30,8 g

<**



('77 %)? F. = 152-1563. El á s te r  m etílico  de N-carboben- 
c ilo x i-L -v a lilo -L -h is tid in a  re c r is ta liz a d o  de acet023a- 
é te r  funde a I6I - 163S; = -223 i  22 (c = 2,04
en e tan o l).
EJEMPLO 26.

E ste r metí l i c o  de L -v a lilo -L -h is tid in a .
10 g (0,025 mol) de á s te r  m etílico  de carboben- 

c ilo x i-L -v a lilo -L -h is tid in a  se disuelven en 100 mi de 
metanol, se mezcla con una solución de 0,03 mol de gas 
de acido c lo rh íd rico  eh metanol y en presencia de 2 g 
de carbón de paladio (10 % Pd) se h id riza  a temperatura 
de ambiente y bajo presión normal (e l COg formado absorbido 
simultáneamente en sosa c a u s tic a ) . Después de re c ib ir  
la  cantidad calculada de hidrógeno se para la  h ld rización  
después de 1 hora. E l ca ta lizad o r se f i l t r a  y la  solu­
ción de reacción se f i l t r a  en vacíoi E l hidrocloruro 
de la  base que se obtiene en forma de ace ite  (8,7 g) se 
disuelve en poca agua y después de cu b rir la  capa de la  
solución con á s te r  acé tico , agitando a 06, se pone 
fuertemente a lc a lin a  con solución de potasio  saturada.
La fase á s te r  acé tica  que contiene e l  producto de reacción 
se seca y vaporiza en vacío y e l residuo aceitoso  que 
contiene e l á s te r  m etílico  de L -v a lilo -L -h is tid in a  
(6,5 g) se sigue reaccionando directam ente.
EJEMPLO 27.

E ste r m etílico  de N-carbobenciloxi-L-aspara- 
g i n ilo -n i tro -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro  s ilo -L -le u c ilo -  
L-hi s tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

760 mg (0,96 mmol) de á s te r  m etílico  de L -v a lilo -  
L -tiro s ilo -L -leu c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lam in a
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y 1,35 g (2,88 mmol) de N -carbobenciloxi-L-asparaginilo- 
n itro -L -arg in ina  en 10 mi de dimetilformamida se mezclan 
con 690 mg (2,9 mmol) de 1 -c ic lohex ilo -3 -(m orfo lin iloe tilo ) 
-carbodiimida y se deja reaccionar durante 2 d ías a tempe­
ra tu ra  de ambiente. A continuación se r e t i r a  la  d im etilo- 
formamida en a l to  -vacío y e l  a c e ite  resid u a l se f ro ta  5 
veces, cada una con 5 mi de agua, enfriando con h ie lo , 
con lo  que éste se pone parcialm ente coposo.

El producto en bruto, 2,4 g se lav a , para su 
u l te r io r  lim pieza, repe tidas veces con muc^a acetona f r i a  
como e l h ie lo  y metanol y dá 250 mg de é s te r  carbobenci- 
lox i-o c tap ep tíd ico . De lo s  ex trac to s acetónicos y meta- 
nólicos se obtienen o tros 180 mg de é s te r  carbobenclloxi- 
octapeptíd ico .

El é s te r  m etílico  de carbobenxiloxi-L- aspara- 
g in ilo -n itro -I í-a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -le u c ilo -  
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  en bruto (430 mg) 
tiste e l  punto de fusión  175-1902 y se emplea directamente 
para la  u l t r r i o r  elaboración.

El é s te r  m etílico  de L -v a lilo -L -tiro s ilo -L - 
le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  empleado 
como m ateria l in ic ia l  se puede obtener como descrito  mas 
adelante (Ejemplos 30-31).
EJEMPLO 28:

E ste r m e tílico  de L -asparag in ilo -L -arg in ilo -L - 
v a lilo -L -tiro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L - 
fañ íla la n in a .

410 mg (0,33 mmol) de é s te r  m etílico  de carbo- 
b en c ilo x i-a sp a rag in ilo -n itro -L -arg in ilo -L -v a lilo -L - 
tiro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a30



se suspenden en 10 m3, de metanol y agrég&ndo 1 mi de ácido 
c lo rh íd rico  1,39-n (4 equivalentes) se disuelven. Se 
f i l t r a n  la s  impurezas en forma de copos y la  solución 
se h id riza  en presencia de 250 mg de carbón Pd (10 % Pd) 
bajo condiciones normales. (El COg formado se absorbe en 
un 23 rec ip ien te  de h id rizae ión  con sosa caustica d ilu id a ) . 
Después de 4 § horas y rec ib id a  algo mas de l a  cantidad 
de hidrógeno calculada es tá  terminada la  h id rizae ión . Se 
f i l t r a  e l  ca ta lizad o r y la  solución se vaporiza hasta 
secar en vacío a 403. Se obtienen 360 mg de res in a  
(406 mg calculados para tr ih id ro c lo ru ro  y la  cantidad 
equimolar de cloruro  amónico.)

E l producto se sigue elaborando s in  u l te r io r  
lim pieza. Se disuelve bien en agua y metahol.
EJEMPLO 29.

L -a sp a rag in ilo -L -a rg in ilo -L -v a liio -L -tlro s ilo -
L -leu c ilo -L -h is tid ilo -L -n ro lilo -L -fen ila la n in a .

360 mg de tr ih id ro c lo ru ro  del á s te r  de L-aspara- 
g in ilo -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo  
-L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  se disuelven en 10 mi de metanol 
a l  66 % y en porciones se mezcla con sosa caustica  1/10-n 
de manera qué e l  v a lo r pH de la  solución se mantenga 
durante 20 minutos en 10,5-11 (Consumo to ta l  en NaOH 
1/10-n = 18,5 m i). A continuación se pone la  solución 
con COg só lido  a un pH de 7-8 y se f i l t r a  de la s  impurezas 
p rec ip itadas (10-20 mg), se vaporiza todo lo  posible e l 
metanol en vacío a 353 y con solución de spsa 2-n se 
pone la  solución a pH 9*

La solución acuosa se extrae 4 veces, cada ima 
con 100 mi de n-butanol saturado de agua, lo s  ex tractos



5.

butanolicos se lavan 1 vez eon 10 mi de solución de 
su lfa to  de sodio y se seca sobre su lfa to  de sodio. B1 
residuo de vaporización se lava 3 veces, cada una con 
3 mi de butanol seco, con lo  que se puedan separar 50 mg 
de p a rtícu la s  de f á c i l  solución.

Se obtienen 190 mg de L-asparaginilo-L-arginilO ' 
L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -leu c ilo -L -M stid ilo -L -p ro lilo -L - 
fen ila lan in a  en forma de polvo fino  ligeramente g r is  que 
se disuelve bien en agua y metanol.

10. Una prueba del producto en bruto en la  ra ta  
muestra e l mismo efecto  que la  noradrenalina.

15.

EJEMPLO 30.
L -asoara^ ilo -L -arg in il o -L -va lilo -L -tiro  s ilo -L - 

le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila la n in a^
2,08 g (1,75 mmol) de tr ih id ro c lo ru ro  de á s te r  

m etílico  de L -asp arag in ilo -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro silo - 
L -le u o ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a , d isu e lto s  
y p recip itados una vez de metanol/^oetona (vease ejemplo 
28), se ca lien tan  enHC1 concentrado durante 85 minutos

20. a 37^ . Después de unos 10-15 minutos se forma una solu­
ción c la ra . E l ácido c lo rh íd rico  se vaporiza rápidamente 
bajo presión reducida a 25,% y e l  residuo se seca sobre 
hidróxido de potasio  y pentóxido de fósforo  en a lto  
vacío .

25. El rendimiento es de 2 g de tr ih id ro c lo ru ro  
de L -asp arag ilo -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -leu c ilo -

* L ^ h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  que aún contiene 
impurezas de cloruro amónico.

30.
1,26 g del producto en bruto se disuelven en 

20 mi de etanol y la  peptida se vuelve a p re c ip ita r  con -



120 mi de acetona# Dos u l te r io re s  soluciones y p rec ip i­
taciones dan 1,08 g de tr ih id ro c lo ru ro  de octapeptida 
blanco y granuloso. En e l  ensayo animal muestra e l producto 
s in  p re c ip ita r  la  misma ac tiv idad  como la  noradrenalina 
(Ensayo seg. P eart) y doble e fic ac ia  en la  ra ta  d e sri­
ñonada .

Una prueba (200 mg) del tr ih id ro c lo ru ro  de la  
L -asp arag ilo -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tlro s ilo -L -leu c ilo - 
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  se d is tribuye  según 
Craig a través de 30 escalones en tre  n-hutanol y 0,3 cm3 
de ace ta to  amónico 1:1 (pH ** 6 ,5 -7 )i 3^=0,67. Las solu­
ciones se vaporizan en vaoío a 403 y e l  ace ta to  amónico 
se sublima en a l to  vacio a 403 durante 30 minutos.

Las fracciones 7-16 (máximo en fracción  12) 
muestran en e l ensayo P eart la  misma ac tiv idad  como e l  
producto sin  d is t r ib u i r .

Las determinaciones de amoniaco y nitrógeno 
to ta l  muestran que l a  asparagina durante la  saponifica­
ción acida principalm ente se saponificó a  ácido aspara- 
g ín ico . Pruebas de halógeno c u a lita tiv a s  muestran que 
la  octapeptida es tá  presente como mono- o d ih idrocloruro . 
EJEMPLO 31.

E ste r m etílico  de N -carbobenciloxi-L-valilo- 
L -tiro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

La solución de ,2,1 g (0,005 mol) de N-carboben- 
c ilo x i-L -v a lilo -L -tiro s in a  en 10 mi de a c e to n itr i lo  seco 
se mezcla con 1,16 g (5% exceso) de d ic ic lohex ilo -carbo- 
diimida y la  solución de 2,68 g (0,005 mol) de á s te r  
m etílico  de L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  
en 10 mi de a c e to n itr i lo .  Se p rec ip ita  momentáneamente



l a  d io ic lohex ilu rea . Después de $ horas empieza la  
separación del e s te r  N-carbobenciloxi-hexapeptídico en 
forma de masa g e la tin o sa . Se deja reposar durante 20 
horas a temperatura de ambiente y a  continuación se 
vaporiza e l a c e to n itr i lo  a 403 bajo presión reducida.
E l residuo de vaporización se d ig iere  con 10 mi de metanol 
f r ío  como e l  h ie lo  y se lava o tra s  5 veces cada una con 
1 mi de metanol enfriado . E l metanol se vaporiza en 
vacio y e l  residuo  en cloroformo se lava 3 veces con 
ácido c lo rh íd rico  2-n (5 y 2 veces 2 m i), 5 veces, cada 
lina con 2 mi de solución de bicarbonato de sodio f r ió  
como e l h ie lo  y n eu tra l con agua,. La solución secada 
sobre su lfa to  de sodio se estrecha a  l a  mitad y  se hierve 
una vez brevemente con carbón a c tiv o .

La vaporización to ta l  del d iso lvente da 
4,2 g de á s te r  N -carbobenciloxi-hexapeptídico que aún 
está  algo impuro con poca d io ic lohex ilu rea . E l á s te r  
carbobenzoxi se disuelve en poca acetona f r í a ,  se f i l t r a  
de la  re s tan te  d io ic lohex ilu rea  y se p re c ip ita  nuevamente 
con micho é te r .

Se obtienen 3,7 g (79 %) de e s te r  m e tílico  de 
N -ca rb o b en e ilox i-Ü -va lilo -L -tiro silo -L -leuc ilo -L -h is tid iloi
L -p ro lilo -L -fen ila lan in a .

E l preparado de a n á l is is  muestra, después de 
o tras  dos lim piezas de ace tona-é te r e l  F. =s 142-1473/149$

= -  603 j- 43 (o t* 1,291 en m etanol).
Rl á s te r  m etílico  de L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L - 

p ro lilo -L -fen ila lan in a  se puede obtener como más adelante 
se indica (ejemplo 32) .
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EJEMPLO 32.
E ste r m etílico  de L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -  
L-prolilo-L-fenilaR A nina.

A 970 mg ( ^  0,001 mol) de á s te r  m etílico  de ¡
N -o arb o b en c ilo x i-L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -leu c ilo -L -h is tid llo - ¡ 
L -p ro lilo -L -fen ila lan ica  se agregan 6 mi de una solución 
aprox. 2-n  de bromohidrógeno en ácido acé tico  g la c ia l .
Se apelotona la  substancia a una masa pegajosa. Después 
de a g i ta r  durante 1 hora en un ag itador magnético se 
forma una solución c la ra ; se deja reaccionar aun durante 
o tra  hora a temperatura de ambiente, a continuación se 
vaporiza e l  ácido acético  g la c ia l en vacío a 403 y e l  
residuo se f ro ta  2 veces con é te r  abs. E l dtM dynh-rrm-niTvt 
granuloso del á s te r  L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -leu c ilo -L - 
h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  se disuelve en 10 mi 
de agua, se ex trae la  solución acuosa una vez oon poco 
á s te r  acé tico , la  fase  é te r-a c é tic a  se lava aun pnn- 
vez oon 2 mi de agua y la s  soluciones acuosas reunidas 
se lib e ran  en vacio del á s te r  acé tico  d isu e lto . Oon 
solución de bicarbonato de sodio se pone l a  solución 
enfriada a pH 8 , se f i l t r a  del á s te r  hexapeptidieo 
precip itado y lava n eu tra l oon agua de h ie lo . E l producto 
secado (730 mg ^ 89%) muestra e l  F. = 130-1403 y se 
puede lim piar de cloroform o/Óter. *= -  5 33 4 43
(o -  0,636 en m etanol).
EJEMPLO 33.
E s te r m etílico  de N -carbobencilox i-L -lenc ii-L -h istid ilo - 
L -p ro lilo -L -fen ila lan in a .

La solución de 6, 6, g (0,0158 mol) de h idraelda 
de N -carbobenciloxi-L -leucilo-L -histid ina (obtenida según
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ejemplo 34) en 50 mi de ácido c lo rh íd rico  1-n  ee extrae 
una vez con poco á s te r  acé tico , la  solución á s te r  acé tica  
se lava nuevamente con 5 mi de ácido c lo rh íd rico  1-n 
y la s  soluciones ácido c lo rh íd ricas  reunidas se cubren 
con á s te r  acé tico  fresco  y se en fría  a Os. A continua­
ción se mezcla lentamente con una solución enfriada a 
00 de1,$4 g (0,0165 mol) de n i t r i to  de sodio en 5 mi de 
agua, se deja durante 5 minutos y la  solución acida 
ác id o -c lo rh íd rica  se pone fe n o lf ta le in a -a lc a lin a  con 
9 mi de solución de oarbonato sódico saturada. La fase 
acuosa se vuelve a ex trae r o tras  dos veces, enfriando 
con h ie lo , con mucho á s te r  acé tico , después se lavan 
la s  soluciones á s te r-a c é tic a s  neu tra l con agua y ee seca 
sobre su lfa to  de sodio.

De 5 g (0,016 mol) de hidrocloruro de á s te r  
m etílico  de L -p ro lilo -L -fen ila la n in a , suspendidos en 50 
mi de á s te r  acé tico  seco se obtiene, agregando 2,25 mi 
(0,0162 mol) de tr ie tilo am in a , la  solución del á s te r  
m etílico  de la  L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  l ib r e .  Esta 
solución se e n fr ía  a OS y se mezcla con la  solución 
acida preparada según se ind ica  más a r r ib a .

Después de reposar durante 18 horas a  0-5s 
y dos horas a tem peratura de ambiente se vaporiza en 
vacío a 40S 1/3 del d iso lven te , se lava con ácido c lo r­
h íd rico  1-n , solución de sosa 2-n  f r í a  como e l  h ie lo  
y neu tra l con agua. Los ex trac tos ácido c lo rh íd rico s , 
sódicos y acuosos se vuelven a la v a r en o tros dos 
embudos separadores con micho á s te r  acé tico .

Después de vaporizar e l  á s te r  acé tico  se 
obtienen 9*17 g (87 %) de á s te r  m etílico  de N-carbobencil-30
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o x i-L -leu c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  en 
forma de polvo amorfo.

La d is tr ib u c ió n  m u ltip lica tiv a  según Craig en 
36 escalones de 1,32 g de á s te r  ca rbobenc ilox i-te trapep ti- 
dico en tre  metanol a l  80% y cloroformo: tetraelorocarbono 
(1:1) dá 1,2 g de produoto'puro. La fracción  de a n á lis is  
muestra después de r e c r i s t a l i z a r  y p re c ip ita r  una vez 
de metanol-agua e l  F. =* 110-11$S = ** 57 4 4^
(c ^ 1,031 en m etanol).

E l á s te r  m etílico  de la  N-oarbobenciloxi-L- 
le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n ln a  se disuelve 
bien  en a lcoho l, metanol, acetona, á s te r  acé tico  y e l  
ácido c lo rh íd rico  totalm ente d ilu ido ; es por e l  con tra rio  
insoluble en p e tro lé te r  y é te r .
EJEMPLO 14.
E s te r m etílico  de L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lllo -L - 
fe n ila la n in a .

3,4 g (0,005 mol) de á s te r  m etílico  de carbo- 
b en c ilo x i-L -leu c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  
en 30 mi de metanol absoluto  se h id rizan  agregando 
2 equivalentes de ácido c lo rh íd rico  metanólico en 
presencia de600 mg de carbón de pallad lo  (10 % Pd) a 
temperatura de ambiente basta  su cese. Después de 
1 3/4 de hora se habrá recib ido  poco más de la  cantidad 
calculada. Se f i l t r a  e l  ca ta lizad o r y la  soluoión se 
vaporiza en vacío a 40a. El residuo se disuelve en 5 mi 
de agua f r í a  como e l  h ie lo , se cubre con 50 mi de 
cloroformo enfriado y se pone fen o lf ta le in o -a lea lin o
con solución de carbonato potásico saturado. La solución 
acuosa se ex trae  o tía s  dos veces, cada una con 20 mi
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de cloroformo, la s  fases  orgánicas se lavan con solución 
de su lfa to  de sodio concentrado y se secan sobre su lfa to  
de sodio. Después de vaporizar e l  d isolvente quedan 
2,68  g de á s te r  te trap ep tíd ico  amorfo que se emplean 
directamente para la  u l te r io r  reacción .
EJEMPLO 35.
Hidracida de N -carbobencilox i-L -leucilo -L -h istid ina.

10 g (0,024 mol) de á s te r  m etílico  de N-carbo- 
ben c ilo x i-L -leu c ilo -L -h is tid in a  (obtenida según e l  
ejemplo 36), d isu e lto s  en 40 mi de e tan o l abs. se mezclan 
con 3 mi de h id ra to  de h idracina y se deja reaccionar 
durante 2 d ías a temperatura de ambiente. ¡El d isolvente 
se vaporiza en vacío a 40S y e l  residuo se f ro ta  con 100 

mi de agua. Después de reposar durante 3 horas a 0$ 
se f i l t r a  de la  p rec ip itac ió n  c r is ta l in a  y se lava en 
porciones con 20 mi de agua y e l  h idracida en bruto se 
seca sobre ácido su lfú rico  y PgO^.

Da c r is ta l iz a c ió n  de 100 mi de agua hirviendo 
da 6,8  g (68 %) de h id rac ida de carbobencilox i-L -leucilo- 
L -h is tid ln a  pura d e l F. = 168-1693 = -  2'/s 4 4B
(c ss 0,808 en metanol) y ** -  52* 4 4* (c 0,733
en HC1 1-n ) .

La h id rac ida se disuelve bien en etanol f r ío  
y metanol, a s í  como en ácido c lo rh íd rico  1—n f r ió ,  pero 
solo en acetona c a lie n te ; es inso luble en á s te r  acé tico . 
EJEMPLO 36.
E ste r m etílico  de N -carbobencilox i-L -leucilo -L -h istid ina.

A una solución de 16,9 g (0,1  mol) de á s te r  
m etílico  de L -h is tid in a  y 21,6 g (0,105 mol) de 
diciclohexilo-carbodiim ida en 100 mi de á s te r  acé tico
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aba. y 20 mi de a c e to n itr i lo  ae agregan de una vez 26,5 g } 
(0,1 mol) de N-carbobenciloxi-L-leucina d isu e lto s  en 200 
mi de á s te r  acé tico  abs. y la  mezcla, que pronto so lid ifica  § 
en forma g e la tinosa , se a g ita  durante 30 minutos a 
temperatura de ambiente. Después de de ja r reposar durante §
la  noche se a sp ira  lo  mejor posible e l  disolvente de la  !
masa grumosa (frotando v aria s  veces e l  residuo del 
f i l t r o  con poco é s te r  acé tico  fresco) y se seca en vacio j 
a 903. ge obtienen 47,8 g de una mezcla de d ic ic lo h e x il-  
urea y d ipep tida , de l a  cual e s ta  ú ltim a se disuelve 
con 3 porciones de cada una 50 mi de etanol f r ío .  Los 
ex tractos reunidos contienen aún lig e ra s  cantidades de 
d ic ic lo h ex il-u rea  y se lim pian disolviendo en metanol 
y nueva p rec ip ita c ió n  con á s te r  a c á tic o -p e tro le te r .
Se obtienen 29,3 g de á s te r  m e tílico  de N -carbobenciloxi- 
L -leucilo-sL -histid ina (70,5 % d . t . )  de l punto de fusión 
131-1323.

Del f i l t r a d o  de la  mezcla de reacción se 
obtienen por ex tracción  con ácido c lo rh íd rico  2-n aun
4,0 g de d ipeptida (9,5 % d . t . )  de l punto de fusión  
aprox. 120-1253 que se puede lim piar u lteriorm ente 
disolviendo y precipitando de m etanol-éster acé tico - 

p é tro lé te r .
BJNMEEO 37.

c.-Ester m etílioo  de N-carbobenciloxi-L-asparaginilo-(N*^ -
carb o b en c ilo x i-)-L -lis ilo -L -v a lllo -L —tiro s i lo -L - le u c ilo -
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

330 mg (0,42 mmol) de á s te r  m etílico  de L -v a lilo -
L -tiro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro li l  o-L-f en ila lan ina  
(véase ejemplo 31) y 445 mg (0,84 mmol) de N-carbobencil-



oxi-L-asparaginilo-(N  -carbobencilox i)—L -lis in a  
(véase ejemplo 41) se disuelven en 3 cm3 de d im etilo- 
formamida, se agregan 200 mg (0,84 mmol) de 1 -c io lohex il- 
3-morf o lin iloe tilo -carbod iim ida  y la  mezcla de reacción 
se deja durante 21 horas a 223. Después se vaporiza 
hasta secar en a l to  vacío a 453 y e l  a ce ite  re s id u a l 
se lava con pequeSas porciones de agua, solución de 
amoniaco muy d ilu ida  y agua con lo  que s o lid if ic a  
lentamente. E l polvo se f i l t r a  en vacio, se seca (520 pg) 
y se lava u lteriorm ente con acetona y finalm ente con 
metanol con lo  que se obtiene e l  á s te r  m etílico  de la  
N -carbobenciloxi-L-asparaginilo-(N  ̂  -carbobenc ilox i-)- 
L - l i  s ilo -L -v a lil  o -L -tiro  s ilo -L -leu c ilo -L -h i s t  id ilo -L - 
p ro lilo -L -fen ila lan in a  en forma de un polvo g r is  inso­
lub le  en metanol. Panto de fu sión  aprox. 190-2053. El 
polvo se disuelve en dimetilformamida y se p rec ip ita  
con é te r  con lo  que se obtienen 130 mg de copos del 
punto de fusión 210-2153. Rendimiento 24 % d . t .  E l 
octapeptida protegido se disuelve d ifíc ilm en te  en la  
mayoría de lo s  d iso lventes usuales, es s in  embargo de 
f á c i l  disolución en dimetilformamida.

E l é s te r  m etílico  de la  L -v a lilo -L -tiro s ilo -L - 
le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ilo a la n in a  se obtiene 
como d escrito  en e l  ejemplo 32.
EJEMPLO 38.
TrihidrobromurO de é s te r  m etílico  de la  L -asparag in ilo - 
L -lis ilo -L -v a lilo -L -tiro s llo -L -le u c ilo -L -h is t id ilo -L -  
p ro lilo -L -fen ila la n in a .

53 mg (41ymmel) de á s te r  m etílioo  de N-carbo- 
benciloxi-L -asparaginilo-(N ^ -ca rb o b en c ilo x i-)-L -lis ilo -



L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -  
fen ila la n in a  del punte de fu sión  210-2152 se mezclan con 
0,3 cm3 de HBr 2 ,5-n  en ácido acé tico  gLacial y la  
mezcla se mantiene, bajo exclusión de humedad, durante 
1^ horas a 21* con lo  que e l  m ateria l se disuelve le n ta ­
mente. Al f in a l  se r e t i r a  totalm ente l a  mezcla de 
HBr-ácido acé tico  g la c ia l en a l to  vacío a 25* de tempe­
ra tu ra  del ba&o y l a  re s in a  re s id u a l se lava con acetona 
con lo  que s o l id i f ic a  a un polvo granuloso. El producto 
altamente higroscópico se f i l t r a  en vacío y se lava con 
poca acetona. Después de secar se obtienen 50 mg de 
trihidrobrom uro en bruto del á s te r  m etílico  de la  
L -a sp a ra g in ilo -L -lis ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -le u c ilo -  
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  del punto de fusión  
aprox. 180- 2202. El producto en bruto se sigue elaborando 
s in  u l te r io r  lim pieza.
EJEMPLO 39 .-
L -a sp a ra g in ilo -L -lis ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -L -le u c ilo -
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a .

34 mg (27/4 mol) de trihidrobromuro del á s te r  
m etílico  de L -a sp a ra g in ilo -L -lis ilo -L -v a lilo -L -tiro s ilo -  
L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila la n in a  del 
punto de fusión  180-2202 se disuelven en 1 cm3 de metanol 
y gota a gota se agraga NaOH 0,1-n  hasta  que e l  valor 
pH de l a  solución se mantenga durante 15 minutos en 
10-10,5. En to ta l  se agregan 1,81 cm3 de MaOH 0,1-n 
(6,7 equ ivalen tes). A continuación se pone a pH = 8 
. .p lá n d . COg, .1  . . t a n .1  . .  r e t i r a  en vacio , .1  pH d . 
l a  solución acuosa se pone a 8 ,5 -9 ,0  agregando poca 
solución de sosa y l a  solución acuosa se extrae con 3



porciones de n-butanol saturado en agua (30,20, 20 cm3). 
Los ex tractos butanólicos se lavan una vez con 3 cm3 
de solución de Nag80^ medio satu rada , se seca con 
NagSO  ̂ y a l  vaporizar da 18 mg de L-asparaginilo-L - 
lis i lo -L -v a lilo -L -t iro s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -  
p ro lilo -L -fen ila la n in a  en bruto en forma de p re c ip ita ­
ción incolora de grano f in o . El producto en bruto se 
recibe 3 veces en 3 cm3 de agua con lo  que se pueden sepa­
ra r  4 mg de impurezas de d i f í c i l  solución en agua.
Las soluciones acuosas se reúnen y vaporizadas dan 
14 mg de residuo . Este se lava 3 veces con 1 cm3 de 
n-butanol seco con lo  que se pueden r e t i r a r  1 mg de 
p a rte s  de más f á c i l  solución en n-butanol.

Al comprobar e l  efecto incrementador de la  
p resión  sanguínea en ra ta s  e l  producto muestra en l a  
r a ta  desriñonada un aumento inmediato de l a  presión 
sanguíneeéim ilar a l a  h ip e rten sin a . La fuerza  del 
efecto  es comparada con noradrenali na aprox. 1/10 -  1/1$. 
EJEMPLO 40.
E ster m etílico  de N-carbObenciloxi-L-asoaraxinilo-fN^ -  
ca rb o b en c ilo x i-)-L -lis in a ).

A una solución enfriada a os de 12,0 g 
(0,041 mol) de á s te r  m etílico  de N̂ * -carbobenciloxi-L- 
l i s in a  y 8 ,6  om3 (0,061 mol) de tr ie tilo am in a  en 60 cm3 
de to lu o l absoluto se gotea en e l  plazo de 15 minutos, 
bajo exclusión de humedad, l a  solución asimismo enfriada 
a OS de 7,4 g de d ie t i lo fo s f i to  90 % (0,048 mol) en 
20 cm3 de to lu o l absoluto. La mezcla de reacción se 
mantiene durante 2 horas a temperatura ambiente; a 
continuación se f i l t r a  en vacío del h idrocloruro



tr ie tilo am ín ico  p rec ip itado , ee lava con poco to lu o l aba. 
y e l  f i l t r a d o  de to lu o l ae vaporiza en vacío hasta secar, 
con lo  que se obtiene la  d ie tllo fo sfito am id a  del á s te r  
m etílico  de la  N -carbobenciloxi—L—lis in a  como re s in a  
viscosa (peso 17,0 g ) . Se d isuelve en 60 cm3 de 
d ie t i lo fo s f i to  se agregan 10,9 g de N-carbobenciloxi-L- 
asparagina seca bien  pulverizada (0,041 mol) y la  mezcla 
se c a lien ta  durante 1 hora a 803 con lo  que, después 
de pocos minutos, se disuelve la  N-carbobenciloxi-L- 
asparagina. Después de 1 hora se d e s ti la  totalm ente 
e l  d ie t i lo fo s f i to  bajo p resián  reducida, l a  re s in a  r e s i ­
dual se recibe en mucho á s te r  acé tico  y la  solución 
á s te r  acé tica  se lava con ácido c lo rh íd rico  d ilu ido , 
agua, solución de sosa d ilu id a  y agua. La fase á s te r -  
acé tica  deja, después de secar con NagSO  ̂ y vaporizar,
13,0 g de á s te r  m e tílico  de N -carbobenciloxi-L-asparagi- 
nilo-(N  -carbobencilox i-)-L - lis in a  en bruto en forma 
de masa g e la tin o sa . Después de d iso lver y p re c ip ita r  dos 
veces de m etanol-éter se obtienen 8,5 g del producto 
como p rec ip itac ión  en forma de copos; punto de fusión 
152-1613; Rendimiento 33 % del te ó ric o ) .
3JEMRE0 41.
N -carbobeneiloxi-L-asparaainilo-(N ^ -carbobencilox i-)- 
L - lia in a .

5,00 g (0,0092 mol) de á s te r  m etílico  de 
N -carbobenciloxi-L-asparaginilo-(N ^ -carbobencilox i-)-L- 
l i s in a  del punto de fusión  152-1613 se disuelven en 60 cm3
de dimetilformamida y en porciones se agrega sosaquecáustica  1-n h a s ta /e l  va lo r pE de la  solución se 
mantenga durante 20 minutos en 10-10,5 (en to ta l  14O cm3
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de NaOH 0,1-n  agregado). A continuación se pone agregando 
COg sólido a pH f  8 y la  mezcla dimetiloformamida-agua 
se estrecha primero en vacío, después en a l to  vacío 
a un pequeño volumen. E l residuo se mezcla con agua, 
con lo  que se p re c ip ita  la  s a l  sódica de la  N-carbo- 
benciloxi-L -asparagin ilo-(N ^ -ca rb o b en c ilo x i-)-L -lis in a  
como masa espesa ge la tinosa^  Se disuelve agregando mucha 
agua (aprox. 200 cm3) y se f i l t r a  de algo s in  d iso lv er 
y e l  f i l t r a d o  se pone enfriando con h ie lo  con HUI con­
centrado a pH ** 1. La p rec ip itac ió n  en forma de copos 
se f i l t r a  en vacio , se lava con agua de h ie lo , se seca 
y se r e c r is ta l iz a  dos veces de m etanol-éter. Se obtienen 
3, 2 g de N -carbobenciloxi-L-asparaginilo-(N  ̂  -carbo- 
b en c ilo x i-)-L -lis in a  (agujas f in a s )  d e l punto de fusión  
175-1813 (rendimiento 74 % del te ó ric o ) . E l producto 
se disuelve en á lc a l i s  muy d ilu id o s , con sosa cáustica  
2—n o solución de sosa se forma una s a l sódica gela tinosa  
de muy d i f í c i l  solución.
EJEMPLO 42.
E s te r m etílico  de N -carbobenciloxi-L -asparagin ilo-n itro- 
L -a rg in ilo -L -le u c ilo -L -tiro s ilo -L -iso le u c ilo -L -h is tid ilo -  
L -p ro lil o-L-f en ila lan in a  .

A la  solución de 802 mg (1 mmol) de e s te r  
m etílico  de L—le u c ilo —L—ti r o s i lo —L—iso le u c ilo —L—h is t id i lo — 
L—pro lilo -L —fen ilo a lan in a  (véase ejemplo 48) en 6 mi 
de dimetilformamida rec ien  d es tilad a  se agregan 360 mg 
(1,5 mmol) de diciclohexilocarbodiim ida y después de
corto tiempo 710 mg (1,5 mmol) de N-carbobenclloxi-L- 
asp arag in ilo -n itro -L -arg in ina  (véase ejemplo 2) en 6 mg 
de dime tiloformami da. Se deja reaccionar durante la
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noche a temperatura de amblante, se f i l t r a  de la  d ic ic lo -  
hexilurea y e l  d iso lvente ae vaporiza en a l to  vacío a 
408. -Eil residuo espumoso se seca durante o tra  hora a 
408 y 0,01 mía Hg, se le  f ro ta  a continuación con mucho 
á s te r  acé tico  y e l producto en forma de polvo se seca 
nuevamente en a l to  vacío . Para la  u l t e r io r  lim pieza 
se lava e l producto en bruto repe tidas veces con mucha 
acetona y metanol f r ío  como e l h ie lo . Se obtienen 280 mg 
(22 %) de á s te r  m etílico  de N -carbobenciloxi-octapeptida; 
F. = 204-2068.
EJEMPLO 43.
T rihidrocloruro del á s te r  m e tílico  de L -asnara^in ilo-L - 
a rg in ilo -L -le u c ilo -L -tiro s ilo -L -iso le u c ilo -L -h is tid ilo -  
L -p ro lilo -L -fen ila la n in a .

210 mg (0,22 mmol) de á s te r  m etílico  de 
N -carbobenciloxi-L -asparagin llo-n itro-L -arg in ilo-L - 
le u c ilo -L -tiro s ilo -L -iso leu c ilo -L -h is tid ilo -L r-p ro lilo -L - 
fen ila lan in a  se h id rizan  en 30 mi de metanol abs. en 
presencia de ácido c lo rh íd rico  4 equivalente y 200 mg 
de carbón Pd (10 % Pd) bajo condiciones normales. E l 
OOg formado se absorbe en un 28 rec ip ien te  de h id rización  
con sosa cáustica  d ilu id a ) . Después de 17 horas se ha 
recib ido  algo más de la  cantidad de hidrógeno calculada* 
Se f i l t r a  e l ca ta liz ad o r, l a  solución se vaporiza a 
408 a un volumen pequeño y se mezcla con mucho é te r .  De 
es ta  manera se p re c ip ita  e l  tr ih id ro c lo ru ro  d e l á s te r  
octapeptídieo junto con cloruro amónico como producto 
blanco granuloso. Rendimiento 240 mg (270 mg calculado 
para tr ih id ro c lo ru ro  y  cantidad equimolar de cloruro 
amónico .
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E l producto se sigue elaborando s in  u l te r io r  
lim pieza. Se disuelve bien en metanol, e tanol y agua. 
EJEMPLO 44.
L -asp arag ilo -L -a rg in ilo -L -leu c ilo -L -tiro s ilo -L -iso leu c ilo - 
L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

100 mg de á s te r  m etílico  de L -asparaginilo-L - 
a rg in ilo -L -leu c ilo -L -tiro s ilo -L -iso leu c ilo -L -h is  tid ilo -L - 
p ro lilo -L -fen ila la n in a  se mantienen en 2 mi de ácido 
c lo rh íd rico  puro concentrado durante 85 minutos a 3?a +
El ácido c lo rh íd rico  se vaporiza rápidamente en vacío 
a 25  ̂ y e l  residuo  se seca sobre hidroacido de sodio 
y pentóxido de fo sfo ro .

Para lim piar se disuelve e l  producto en bruto 
espumoso calentando ligeram ente en 1,5 mi de etano l y e l  
trih id ro c lo ru ro  octapeptíd ico  se p re c ip ita  con 8 mi de 
acetona. Centrifugando y lavando con dos porciones de 
2 mi de acetona se obtienen 90 mg de trih id ro c lo ru ro  
de L -asp arag ilo -L -arg in ilo -L -leu c ilo -L -tiro s ilp -L - 
i  soleuc ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n lla la n in a .

En la  ra ta  desriñonada muestra 20 veces más 
e fic ac ia  que la  noradrenalina.

Por d is tr ib u c ió n  Craig o cromatografía en 
polvo de papel en mezclas de d isolventes adecuados 
(p .e . butanol-m etanol-0 , 33 m NB̂ -COCH o butanol seo .-3% 
NEg 120:44) se puede separar la  L -asparag ilo -L -arg in ilo - 
L-leuc i l o —L - ti ro s i lo —L—iso leucilo -L —h is t id i lo —L -p ro lilo — 
L -fen ila lan ina  de l a  L -asparag in ilo -L -a rg in ilo -L -leuc ilo - 
L -tiro s ilo -L -iso le u o llo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n il-  
a lan in a .
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EJEMPLO 45.
E ste r m etílico  de N -carbobenoiloxi-L-leucilo-L-t-i -roa-i na..

940 mg (3,5 mmol) de N-oarbobenciloxi-L-
leucina se disuelven en 10 mi de te trah idrofurano  abs.
se agregan 800 mg (10 % de exceso) de d ic ic lo h e x il-
oarbodiimida y a continuación 690 mg ( 3,5 mmol) de
á s te r  m etílico  de tiro s in a  d isu e lto s  en 15 mi de
te trah idrofurano  abs. Se deja reaccionar durante la
noche, se f i l t r a  de la  d ic ic lohex ilu rea  p recip itada
y e l  disolvente se vaporiza en vacío a 40S. El residuo
de vaporización se lava en á s te r  acé tico  con ácido
clo rh íd rico  1-n , agua, solución de bicarbonato de
sodio 2-n  y n eu tra l con agua; se seca la  solución
á s te r-a c é tic a  sobre su lfa to  de sodio y e l  disolvente
se vaporiza en vacio. Se a ís la n  1,4 g (90%) de á s te r
carbobenzoxi-dlpeptidico. Disolviendo y precipitando
dos veces e l á s te r  en bruto de á s te r  a c á tic o /p e tro lá te r
se obtiene e l  á s te r  m etílico  de N-carbobenciloxi-L-

— —22le u c ilo -L -tiro s in a  en forma pura, pero amorfa = -
14 i  43 (c = 1,108 en metanol.

E l mismo é te r  m etílico  de carbobenciloxi-L- 
le u c ilo -L -tiro s in a  obtenido por e l  método de anhídrido 
mezclado tiene = - 3 1  * 4  20 (c ^ 1,631 en e ta n o l) .
EJEMPLO 46
N -carbobencilox i-L -leucilo -L -tirosina.

A 2,37 g (5 ,3  mmol) de ás te rm etílico  de 
N -carbobenciloxi-L -leucilo-L -tirosina se agregan 13#5 mi 
de NaOH 1-n, se a g ita  hasta, la  d isolución to ta l  (5 minu­
tos y saponifica durante 1 hora a temperatura ambiente.
La solución a lc a lin a  se ex trae 1 vez con 5 mi de á s te r
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acé tico , la  fase orgánica se lava aun una vez con 
poca agua y la s  soluciones acuosas reunidas se lib e ran  
en vacío durante 1o minutos del á s te r  a cé tico . Oon 13,5 
mi de HC1 1-n se p re c ip ita  l a  carbobenzoxidipeptlda 
como masa pegajosa, que en la  nevera s o lid if ic a ,  a 
temperatura ambiente s in  embargo se vuelve a d e r r e t i r .
Se decantiza de l a  l e j í a  madre, se lava e l  residuo 
gomoso 1 veces b ien  con agua y se  seca sobre KOH y 
pentóxido de fósforo en a l to  vacío , Se obtienen 1,9 g 
(80 %) de carbobencilox i-L -leuc ilo -L -tirosina  amorfa 
que no se ha podido c r i s t a l i z a r .  La d is trib u c ió n  m ulti­
p lic a tiv a  (CRaig -  Proceso base) sobre 30 escalones 
en tre  metanol a l  80% como fase superio r y cloroformo: 
te traclorocarbono 1:1 como fase in fe r io r  (K = 1,54) da 
asimismo un producto no c r is ta l in o .
EJEMPLO 47.
E sterm etílico  de N -carbobencilox i-L -leucilo -L -tiro silo - 
L -iso leu c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a .

La solución de 1,03 g (2,4 mmol) de N-carbo- 
b en c ilo x i-L -leu c ilo -L -tiro sin a  en 10 mi de a c e to n itr i lo  
seco se mezcla con 520 mg (5 % de exceso) de d ic ic lo h e x il-  
carbodiimida y la  solución de 1,38 g (2,5 mmol) de á s te r  
m etílico  de L -iso leu c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L - 
fen ila lan in a  (véase ejemplo 15) en lo  mi de a c e to n it r i lo .  
Se p rec ip ita  momentáneamente la  d ic ic lo h ex ilu rea . Después 
de unas 6 horas empieza la  separación del á s te r  N-carbo- 
benciloxi-heptapeptíd ico  como masa g e la tin o sa . Se deja
reposar durante 2 d ías a  temperatura ambiente en la  
oscuridad y a continuación se vaporiza e l  a c e to n it r i lo  
a 40a bajo presión reducida. E l residuo se d ig iere  con30
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5 mi de metanol f r ío  como e l h ie lo , ae f i l t r a  de la  
d ic ic lohex ilu rea  y ae lava 3 vocea, cada ana con 1 mi de 
metanol f r ío  como e l h ie lo . E l metanol ae vaporiza en 
vacío y e l res iduo  en cloroformo se lava tre s  veces 
con 2 mi de ácido c lo rh íd rico  2-n, $ veces con 2 mi 
de solución de bicarbonato de sodio fríooomo e l  h ie lo  
y con agua.

La solución secada sobre su lfa to  de sodio 
se hierve brevemente con poco carbón ac tiv o , se f i l t r a  
y e l  cloroformo se vaporiza to talm ente. Disolviendo 
y precipitando una vez de cloroform o/eter se obtienen 
1,7 g (76 %) de á s te r  m etílico  de carbobenzoxihexapeptida.

E l preparado de a n á l is is  muestra después 
de d iso lver y p re c ip ita r  3 veces de cloroformo e l  F. ^ 
139-141 a -  513 ¿  4.a (c = 1,87 en m etanol).
EJEMPLO 48.
E s te r m etílico  de L -le u c ilo -L -tiro s ilo -L -iso leu c ilo -L - 
h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

1,2 g (1,28 mmol) de á s te r  m etílico  de N-carbo- 
b e n c ilo x i-L -le u c ilo -L -tiro s ilo -L -iso le u c ilo -L -h is tid ilo -  
L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  se d isocian hidrógenolíticam ente 
en 20 mi de metanol absoluto  que contienen 2 eqaiv. de 
ácido c lo rh íd rico , en presencia de 300 mg de carbón 
Pd (10 % 3?d). Después de 2 horas se ha recibido algo más 
de la  cantidad de hidrógeno calcu lada . La solución 
lib rada  del ca ta lizad o r se vaporiza en vacío a 403 hasta  
secar, se disuelve e l  residuo  en 10 mi de agua de h ie lo  
y a la  solución c la ra  se agregan 2 ,6jmmol de carbonato
sódico d isu e lto  en 10 mi de agua. E l á s te r  hexapeptidico 
precipitado se extrae con 25 mi y dos veces con 10 mi
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de bu tano l/c lo ro f ormo 1:1, la s  fases  acuosas se lavan 
3 veces con 5 mi de agua, se seca sobre su lfa to  de sodio 
y se estrecha en vacío a un pequeño volumen. Agregando 
mucho é te r  sep rec ip ita  e l  á s te r  hexapep tíd ico 'cuan ti­
tativam ente. Disolviendo y precipitando de cloroform o/ 
é te r  se obtienen 840 mg (81 %) de un producto amorfo 
del F. :* 130- 14O8 . E l producto es tá  lo  suficientem ente 
limpio para su u l t e r io r  elaboración.

N O T A
D escrita  suficientem ente l a  naturaleza del 

invento, a s í  como la  manera de re a l iz a r lo  en l a  p rác tica , 
debe hacerse constar que la s  disposiciones anteriorm ente 
indicadas son suscep tib les de modificaciones de d e ta lle  
en cuanto no a l te re n  su p rinc ip io  fundamental. También 
se hace constar que e l invento corresponde a la a  patentes 
presentadas en Suiza con las fechas y números sigu ien tes:
37189 de 6 de septiembre de 1956, 42508, de 8 de febrero 
de 1957, 43519 de 6 de marzo de 1957 y 49007 de 31 de 
ju l io  de 1957, acogiéndose por lo  tan to  a lo s  beneficios 
que conceden lo s  Convenios In ternacionales en v igor, 
y siendo lo  que constituye la  esencia del re fe rid o  invento 
y por lo  que se s o l ic i ta  Patente de Invención por 20 años 
en España: "Procedimiento para l a  obtención de pollpeptidas 
nuevas y de sus derivados"} caracterizándose por lo  
sigu ien te:

18 .- Procedimiento para la  obtención de 
polipeptidas nuevas y de sus derivados, caracterizado
porque en lo s  re s to s  de una L-asparagina con grupo amino 
protegido, un L- <=( -(am lno-alquilo  bajo)-amino-ácido 
acé tico  con grupo amino protegido, un L- -am ino-alquilo



o su s titu id o , un L-o(-am ino-alquilo bajo-ácido acé tico , 
de la  L -h is tid ln a , de la  L -prolina y un á s te r  L -fen ila la -  
n ín ico , en forma amídica, se unen entre  s i  bajo formación 
de una octapeptida con la  mencionada secuencia de lo s  
re s to s  de ácido amlnocarbónicos indicados y, s i  se 
desea, en la  peptida a s í  obtenida se lib e ra n  e l  grupo 
oarboxílico  e s te r if ic a d o  del mato fe n ila la n ín ic o , lo s  
grupos amino protegidos del restóasparag ina- y L- c( -  
(amino-alquilo t^.jo)-amino-^cido acé tico  y, en oaso dado 
un grupo oxi substitu ido  del re s to  ti ro s ín ic o  y, en 
caso dado, e l  grupo carbonllam ídico d e l re s to  asparaginico 
se transforma en un grupo oarboxilioo l ib r e .

2a . -  Procedimiento, según re iv ind icac ión  16, 
caracterizado porque en 3** y 5  ̂ luga r de l a  octapeptida 
se emplea e l mismo ^-am ino-alqu ilo  bajo-ácido acé tico  
para 1% s ín te s is  de la  octapeptida.

33.- Procedimiento, según re iv ind icación  16, 
caracterizado porque en 33 y 50 lugar de la  octapeptida 
se emplean d ife ren tes  o(-amino-alquilo bajo-ácidos 
acé ticos para la  s ín te s is  de la  octapeptida.

4 3 .- Procedimiento, según re iv ind icac ión  1- 3, 
caracterizado porque como -am ino-alquilo bajo-ácido 
acé tico  se emplea v a lin a .

53 .- Procedimiento, según re iv indicaciones 
1-3y carac terizado  porque como -am ino-alquilo bajo- 
ácido acé tica  se emplea iso leu c in a .

63 .- Procedimiento, según re iv indicaciones 
1-3* caracterizado  porque como o( -am ino-alquilo bajo- 
ácido acé tico  se emplea leu c in a .
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7 3 .-  Procedimiento, según reiv indicaciones 
1—6, caracterizado  porq.u.e como o(—amino—(amino—alq u ilo  !
bajo)—ácido acé tico  se emplea una L—arg in ina  con grupo 
amidínico protegido.

8 s .-  Procedimiento, según re iv indicaciones 
1-6, caracterizado  porque como o(-amino-(amino-alquilo 
bajo)-ácido acé tico  se emplea una l i s in a  con grupo 
S. -amino protegido.

9 3 .- Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-7, caracterizado porque la  N itro-L -argin ina se a c i la  
con una L-asparagina que presenta un grupo amino protegido 
y la  L -asp arag in ilo -n itro -L -arg in ina , a s í  obtenida, se 
emplea para la  s ín te s is  de una po lipeptida según la s  
re iv indicaciones 1-6.

103.- Procedimiento, según reiv indicaciones 
1-6 y 8, carac terizado , porque la  N ^ -carbobenciloxi-L- 
l i s in a  se a c i la  con una L-asparagina que presenta un 
grupo amino protegido y la  L -asparagin ilo-(N ^ -carbo- 
b en c ilo x i)-L -lis in a , a s í  obtenida, se emplea para la  
s ín te s is  de una po lipeptida según la s  reiv indicaciones 
1-6 y 8.

113.- Procedimiento, según re iv indicaciones 
1-7 y 9, caracterizado  porque se condensa una L -asparaginilo— 
n itro -L -arg in ina  con un á s te r  de L -v a lilo -L -tiro s ilo -L - 
v a lilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

123.- Procedimiento, según re iv indicaciones 
1-7 y 9, caracterizado  porque se condensa una L -aaparaginilo- 
n itro -L -arg in ina  con un á s te r  de L -le u c ilo -L -tiro s ilo -L -  ̂
i  soleuc ilo -L -h is  tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

133.- Procedimiento, según re iv indicaciones30
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1*7 y 9, caracterizado  porque se condensa una L-asparagi- 
n ilo -n itro -L -a rg in in a  con un á s te r  de L—valilo -L —ti r o s i lo -  
L -leu c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila la n in a .

14^.- Procedimiento, segúnreivindicaoiones 
1-7 y 9y carac terizado , porque se condensa una L-aspara- 
g in ilo -n itro -L -a rg in in a  con L -v a lilo -L -t iro s iia  a una 
L -asp arag in ilo -n itro -L -a rg in ilo -L -v a lilo -L -tiro s in a  y 
é s ta  se reacciona con un á s te r  de L -iso leuc ilo -L - 
h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a  a ootapeptida.

1$ a .-  Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-7, 9 y 11, carac terizado  porque L -v a lilo -L -tiro s in a  
se a c i la  con una L -v a lilo -L -h is tid in a , l a  L -valilo -L - 
t iro s ilo -L -v a lilo -L -h is t id in a  se reacciona con L -p ro lilo -  
L -fen ila lan ina  a hexapeptida y é s ta , con L -asparag ilo - 
n itro -L -arg in in a , a octapeptida.

163.- Procedimiento, según re iv indicaciones 
1-7, 9 y 13) caracterizado  porque se condensa L -v a lilo -  
L -tiro s in a  y L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n i-  
na a hexapeptida y e s ta , con L -asparag in ilo -n itro -L - 
arg in ina , a octapeptida.

173.- Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-16, caracterizado  porque se parte de cualquier 
producto intermedio obtenido en cualquier etapa del 
procedimiento y se siguen efectuando la s  etapas del 
procedimiento que fa lta n , o porque se prescinde de la  
ejecución de la s  etapas del procedimiento que fa lta n  
en cualquier etapa del procedimiento y, s i  se desea, 
en la  polipeptida obtenida se lib e ra n  un grupo ca rb o x íll-  
co o h id rox flico  funcionalmente modificado y grupos 
aminoprotegidos.
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1 8 3 .-  Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-17, caracterizado  porque una L - lis in a  con grupo 
& -amino protegido se condensa con L-asparagina a una 

L -asp a rag in ilo -lis in a  con grupo -amino protegido.
193.- Prrooedimiento, según reiv indicaciones 

1*-3, 5-10 y 12, carac terizado  porque L-leucina se 
condensa con L -tiro s in a  a L -le u c ilo -L -tiro s in a .

203.- Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1- 5 , caracterizado porque L -iso leucina se condensa con 
L -h is tid in a  a  L -iso leu c ilo -L -h is tid in a .

213.- Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-4 y 6, caracterizado  porque L -leucina se condensa 
con L -h is tid in a  a L -le u c ilo -L -h is tid in a .

2 2 3 .-  Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-4 y 6-10, 16-18 y 21, caracterizado  porque L -leu c ilo - 
L -h is tid in a  Se a c i la  con la  L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  a 
L -leucilo -L -h i s tid in a -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a .

233.- Procedimiento, según re iv ind icaciones 
1-5, 7-10, 14, 17-18 y 20, carac terizado  porque L -iso leu c i-  
lo -L -h is tid in a  se a c i la  con la  L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  
a  L -i s o leucilo -L -h i s tid ilo -L -p ro lilo -L -fe n ila la n in a .

243.- Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-4, 7, 9 y 17, carac terizado  porque L -asparag in ilo - 
n itro -L -a rg in in a -L -v a lilo -L -tiro s in a  se condensa con 
L -rv a lilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo -L -fen ila lan in a  a una 
octapeptida.

253,- Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-4, 6, 8 , 10, 17, 18, 21, 22, caracterizado porque 
L -asparag in ilo -(N -c a rb o b e n c i lo x i) -L - l is in a  se condensa
con L -v a lilo -L -tiro  s ilo -L -le u c ilo -L -h is tid ilo -L -p ro lilo
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-L -fen ila lan in a  a una octapeptida.

263.- Procedimiento, según reiv indicaciones 
1-25, caracterizado porque lo s  grupos amino l ib re s ,  
que no p a rtic ip an  en la  reacción , se protegen pasajera­
mente.

-  65 -

2 ? s .-  Procedimiento, según re iv ind icaciones 
1-26, caracterizado  porque lo s  grupos amino l ib r e s ,  que 
no toman parte  en la  reacción, se protegen mediante 
re s to s  d isociab les por h id ró l is is .

2 8 3 .-  Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-27, caracterizado  porque lo s  ácidos amino a a d i a r  
se emplean en forma de sus e s te re s .

293.- Procedimiento, según reiv ind icaciones 
1-28, caracterizado  porque en lo s  productos del procedi­
miento obtenidos lo s  grupos carbox ílicos l ib re s  se 
traslad an  funcionalmente modificados, especialmente en 
e s te re s  o amidas y lo s  grupos amino l ib r e s  se sustituyen  
resp . se a lq u iliz a n  o a c ila n .

3 0 3 .-  Procedimiento para la  obtención de 
po lipeptidas nuevas y de sus derivados; t a l  y como 
queda substancialm ente descrito  en la  presente memoria 
que consta de sesenta y c in c ^ io ja s  e s c r i ta s  a máquina 
por una sola cara .

Madrid,

J. 80MEZ ACíW Y
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