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1 la presente memoria descriptiva tiene como 
fin la declaración del objeto sobre el que ha de recaer el pri 
vilegio.de explotación industrial y comercial, exclusivo en el 
territorio nacional, de una Patente de Invención de acuerdo

5 con la vigente legislación sobre Propiedad Industrial que, co-
?> ■mo el enunciado indica, se trata de ''PROCEDIMIENTO PARA LA FA-

J • ERICA0I0E DE PEPTIDOS".
La presente invención se refiere a un proce 

dimiento para la fabricación de póptidos en presencia de pepsi
; 10 na. Más en particular, se refiere a un procedimiento para la
< fabricación de un póptido que presenta la fórmula:

X - A - B - C - Y  , donde:
- A representa Ala., Gln„, Asn. , u>-B0C-lys., Leu.,

Gly., Glu., Glu. , o Pro.;
15 OMe¡

A puede ser A-,-^ y en este caso:
- A^ representa un residuo aminoácido hidro 

fílico, y
- kr¿ representa Val., Met., Leu., o Gln.;

20 - B representa Phe., Tyr., Leu., Met., Glu., Asp., 
Gln., Asn., o Trp.;

- C representa Phe., Leu., lien., Tyr., Cis-SBzl.,
Ser-OBzl., Trp., o Met.;

- X representa un grupo protector ^-aminoácido, un re
25 siduo aminoácido que incluye un grupo protector aca 

bado en IT, o un residuo póptido que incluye un gru-
po protector acabado en M;

- Y representa -un grupo protector carboxílico, un re­
siduo aminoácido que incluye un grupo protector aca

30 bado en C, o un residuo póptido que incluye un gru-
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po protector acabado en 0.
El residuo aminoácido hidrofílico de A-¡_ puede ser 
Ala., Gln., Asn., w-BOC-lys., leu., Gly., Glu., Glu 
ó Pro. OMe

'El citado procedimiento consiste en la reac
ción de:

- un péptido que presenta la fórmula:
X -A - B - OH (I)

- con un aminoácido o un páptido, de fórmula:
H - C - I (II)

en presencia de la enzima pepsina.
En ápoca reciente se han descubierto una se 

rie de péptidos que presentan una.actividad fisiológica, y se 
han desarrollado varios métodos de obtención sintética de pép- 
tidos.

Los procedimientos típicos de obtención de
péptidos incluyen:

- el método de la azida;
- un método mixto ácido-anhídrido;
- un método a base de la diciclohexil carbo

di-imida; y
- un método a base de un ester activo.
Sin embargo, de acuerdo con estos procesos

convencionales, se han encontrado una serie de inconvenientes 
debidos a la racemización - una reacción lateral - al difícil 
control de la temperatura, al excesivo tiempo de reacción, etc

Especialmente en el método de condensación 
fragmentada, ha aparecido el inconveniente de una racemización 
inevitable.

En la síntesis de los péptidos, el problema

I J
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de la racemización constituye un serio inconveniente.
Al producirse la racemización, disminuye la 

pureza del producto, y la eliminación de la impureza de un iŝ ó 
mero constituye una seria desventaja en plan industrial.

Además de los procesos químicos orgánicos, 
se han descubierto varios procedimientos de síntesis utilizan­
do la enzima papaína. (Por ejemplo, O.K. Behrens y M. Bergmann 
J. Biol. C h e m , 129,587 (1959) y H.B. Milne y Warren Kilday;
J. Org. Che., 30,64 (1965)).

El término "péptido" significa la defini­
ción dada por Hary D. law; "The Org. Chem. of Peptides" (Willy 
Interscience 1970) página 6, y es preferible utilizar péptidos 
(incluyendo polipéptidos y oligopéptidos) que tengan una lige­
ra solubilidad en un medio, como producto inicial, a la utili­
zación de un póptido que, al ser insoluble, es inactivo en el 
citado medio.

20

25

30

El término de "pepsina", y en particular la 
valoración de la pepsina, se ilustran en Anson, M., "J. Gen. 
Physiol. "Vol. 22, p. 79, 1938.

El problema de la racemización se ha resuel 
to, pues ya existen preparados de di- ó tri-péptidos.

Al sintetizar un tetra- o mayor póptido, 
utilizando papaína, se presentan reacciones laterales consis­
tentes en la hidrólisis del péptido, la transpeptidización y 
la forma.ción de plasteína.

lo existe ningún procedimiento industrial 
de síntesis de péptidos.

los inventores han estudiado la formación 
de un enlace péptido con vistas a vencer los inconvenientes, y 
ban completado la síntesis de polipéptidos de constitución, es
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peoialmente, mayor que los tripéptidos. Esto lo han conseguido 
utilizando la enzima pepsiná, lo que diferencia a este procedí 
miento de los utilizados hasta el momento.

las enzimas proteolíticas (proteasa) presen 
tan la propiedad característica de hidrolizar los péptidos en 
condiciones fácilmente reproduciblés y sin una reacción late­
ral. De acuerdo con ésto, se han utilizado las enzimas proteo­
líticas en diferentes investigaciones acerca de la estructura 
química de polipóptidos y proteínas. Se ha podido determinar, 
así, la estructura preliminar de una serie de polipóptidos na­
turales, como la insulina. La pepsina se clasifica dentro de 
las enzimas digestivas de las endopeptidasas (enzimas que son 
activas frente a un enlace internp de la cadena péptida) como 
una enzima proteolítica.

Hasta ahora no se había empleado la pepsina 
en la síntesis de póptidos utilizables en gran escala, con una 
operación simple y con elevada concentración; por lo que la 
presente invención es notable en este sentido. |

En particular, el procedimiento de la inven 
ción puede aplicarse según el método secuencial y en el método 
de condensación fragmentada, en las condiciones descritas más j 
adelante.

Cuando el procedimiento de la presente in­
vención se aplica según el método de condensación fragmentada, 
que presenta considerables ventajas en relación con el método 
secuencial, las ventajas del proceso se hacen particularmente 
significativas, En el procedimiento de la invención, los pépti 
dos que presentan la fórmula (I) (a los que se denominará en 
lo sucesivo componente -C) se utilizan como material de parti-

30 da.
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B1 componente -C habrá de pqseer una estruc 
tura parcial de condensación de dos o tres aminoácidos especí­
ficos, unidos entre sí de forma específica, que consiste en el 
enlace -A-B- de la fórmula (I) en posición reactiva.

Mientras exista la estructura parcial espe­
cífica, podrán utilizarse una serie de póptidos. El grupo ter­
minal del componente -C, es decir, la posición ̂  del grupo ami 
no, dehe estar protegido por un grupo protector del grupo ami­
no, tal como el grupo, carbobenzoxi (Z); grupo carbobenzoxi sus 
tituído, por ejemplo, grupo p-metoxibenziloxicarbonil (pMZ); 
grupo t-butiloxicarbonil (BOC) ó grupo tosil (TOS), etc.

El aminoácido o péptido que presenta la fór 
muía (IX) (a los que se denominará en lo sucesivo componente - 
tí), que constituye el otro producto de partida, deberá presen­
tar, en la posición reactiva, el aminoácido específico, tal co 
mo la fenilalanina, leucina, isoleucina, tirosina, S-bencil 
cisteína, 0-bencil serina, triptofano o metionina.

El grupo terminal carboxflico del componen­
te -E debe estar protegido por un grupo protector del grupo 
carboxílico, tal como el grupo del ester metílico, ester etíli 
co, bencil ester, t-butil ester o el p-nitro-bencil ester; ó 
bien por un grupo amida, un grupo de amida sustituida, por 
ejemplo el grupo 2,4-,6-trimetil bencilamida (TMB), el grupo hi 
dracida ó un derivado de éstos.

El componente -E puede ser de constitución 
libre, o bien una sal, del tipo de un clorhidrato, bromohidra- 
to, trifluoracetato, p-toluensulfonato, u otra sal orgánica o 
inorgánica.

El componente -lí y el componente -C pueden 
seleccionarse dentro del marco arriba indicado, como una uni-

Mod. 7
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dad de péptido.

5

Los péptidos pueden obtenerse por condensa­
ción fragmentada.

En el procedimiento de la invención, el com 
ponente -C y el componente -U pueden utilizarse en cantidades

10

estequiométricamente equivalentes, pero es posible la reacción 
con expeso de uño de ellos.

La relación molar del componente -U con re­
lación al componente -C puede oscilar entre 1:5 a 5:1, prefe­
rentemente de 1:2 hasta 2 :1 .

En reacción, es preferible usar el componen

15

te -N disolviéndolo en un medio alcalino que contiene un álca­
li tal como un hidróxido de un metal alcalino, o un hidróxido 
alcalino-t érre o.

Es necesario hacerlos reaccionar en una so-

20

lución amortiguadora que presenta un pH de 2-6 a 20-5020.
La solución amortiguadora puede ser una so­

lución de ácido cítrico, una solución amortiguadora Michaelis,! 
una solución amortiguadora Me Ilvaine, u otra solución amorti­
guadora que tenga un pH de 2— 6.

25

tío es conveniente usar una solución amorti­
guadora que tenga un pH inferior a 2 ni superior a 6 , pues el 
rendimiento es bajo. El pH preferible es 3 a 5, y el valor óp­
timo es pH = 4 .

Cuando la temperatura es inferior a 2020.,

30

se necesita una gran duración para finalizar la reacción. Si 
la temperatura es superior a 5020., la actividad de la pepsina 
desciende notablemente, y el rendimiento es bajo. La temperatu 
ra preferente es de 30-4020.

La pepsina utilizada en la invención es la

Mod 7
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1 enzima digestiva de las endopeptidasas. la pepsina que tiene 
una valoración en pepsina del 1 :5.000; 1 :1 0.000; y 1 :60.000  

puede obtenerse fácilmente.
|Para conseguir una actividad elevada, puede

5 usarse pepsina en bruto.
Se utiliza una proporción catalítica de pe£

i sina, y con preferencia 0*4-400 mg. de pepsina por 1 mol del 1

material inicial.
la reacción se realiza gradualmente en un

10 medio acuoso, o en un medio miscible en agua, tal como el metal 
nol, etanol, dioxano, dimetilformamida, etc. El producto es j 
muy poco soluble en agua o en el medio miscible con agua, por J 
lo que consiguientemente precipita del. sistema reactivo,"en 
forma de cristales. los cristales precipitados se filtran a

15 continuación y se lavan con una disolución acuosa alcalina dé­
bil, solución acuosa acida débil y agua, obteniendo el produc­
to final en estado puro.

El grupo terminal protector del componente-
1 , y el grupo terminal protector del componente -C, pueden eli

20 minarse del producto final,-según una manera convencional, si
se desea.

A continuación se ilustrará la presente in-
- vención con la ayuda de ciertos ejemplos.

EJEMPLO 1
25 üna solución de 0*735 g. (1*5 m mol) de

HC1H-Phe-Gly-Ieu-Met-MH2 (MW 502'1) en 40 mi. de solución amor 
tiguadora de ácido cítrico (pH=4'0) se añadió a una solución 
de 1'26 g. (2*5 m mol) de c<,uJ-B0C-Lys-Phe-0H (MW 505*6) en 5ml 
de NaOH-lN; a continuación se, añadieron 30 mi. de agua, con

30 agitación, y entonces se añadió 0*2 g. de pepsina (1 :5.000 fa-
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bricada por Mikuni Kagaku Sangyo K.K.) a la mezcla, bajo agita 
cián, a 402C. y durante 24 horas, haciéndola reaccionar.

El precipitado blanco resultante se filtré 
con un filtro de vidrio (G-3) y se lavé con agua amoniacal al 

i , una solucién acuosa de ácido cítrico al 5$ y agua, en un 
orden secuencial, y a continuacién se secé el producto sobre 
P205, bajo una presión reducida y a 502C, 'obteniéndose 1'25 g 
de 'XjUJ-BOC-Lys-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-UHg» l116 presenta un punto 
de fusión de 207-2162C (descomposición) y una rotación esféri­
ca de (°c)̂ 5 = _38'8 (C=0 ’ 5; BMP).

El rendimiento fué 88'2$.
Análisis elemental (C^E^O^ qFqS^^I jSIO) .

, C H F S
Calculado ($) 59'98 7'71 11'91 3'41
Hallado ($) 59'74 7'71 11* 74 3'42

OBSERVACION

30

Una cantidad de 4'0 g. de <x,tó-B0C-Lys-Phe- 
Phe-Gly-Leu-Met-FH2 se disolvió en 100 mi. de ácido acético 
glacial, y se inyectó C1H gas en la anterior solución, some­
tiéndola a agitado durante 40 minutos, para eliminar el grupo 
protector de B0C. Después de la reacción, la mezcla de reac­
ción se añadió a 500 mi. de éter refrigerado, para formar un 
precipitado.

El precipitado se filtro y secó sobre NaOH, 
a presión reducida, obteniendo 2'70 g. de 2HC1H-Iys-Phe-Phe- 
jly-Leu-Met-NH2, que tiene una temperatura de fusión de 168- 
1702C (descomposición) y = -16*0 (C=0'5; 50$ MeOH).

El rendimiento fué 78'0$.
Análisis elemental (C^Hjjg0gNgS.2HCl.l 1/2

H20 = 841,915).

Mod 7
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1. 0 H U S 01
Calculado (#) 52'97 7'04 13'31 3'52 8'66

Hallado (96) 52'84 7'33 13'33 3’81 8 '42
EJEMPLO 2

5 Una solución de 0'753 g. (1*5 m mol) de

■ ■ ■ ■
•HDlH-Phe-Grly-Leu-Met-ITHg (Peso molecular 502'1) en 40 mi. de 
solución amortiguadora de ácido cítrico (pH=4'0), se añadió a 
una solución de'l'O g. (2'5 m mol) de pMZ-Ala-Phe-OH (Peso mo­
lecular 400'4) en 5 mi. de Ua0H,lU, y entonces se adicionó 30

10 mi. de agua, agitando la mezcla, y a continuación se añadid 
0'2 g. de pepsina (1:5.000 fabricada por Mikuni Kagaku Sangyo 
K.K,) a la mezcla anterior, sometiéndola a agitación en un in­
cubador- a 402C. durante 24 horas, haciéndola reaccionar.

El precipitado blanco resultante se filtró,
15 y se lavó con 5$ agua UH^OH, solución acuosa al 5# de ácido cí 

trico y agua, en orden secuencial, y se secó entonces el pro- ' 
ducto sobre P20g, a presión reducida y 502C., obteniéndo 1'14  

g. de pMZ-Ala-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-UHg, que presenta una tempe­
ratura de fusión de 229-23320. y = —55*0 (C=0'5; DME).

20 El rendimiento fué 89'2$.
El análisis elemental (C^H^OgS = 847,031)

C H U S
Calculado {$) - 60'81 6 '92 11*43 V 92 
Hallado (96) 6a '90 6 '77 11'56 3*78

25 EJEMPLO 3
En todo de acuerdo con el procedimiento del

ejemplo 1. se usaron 1'14 g. (2'5 m mol) de pMZ-Gln-Phe-OH (Pe 
so mole.cular 457,5) y 0'75 g. (1'5 m mol) de HCIH-Phe-Gly-Leu- 
Met-UH^ (peso molecular 502'1), desarrollándose la reacción a

30 4Q2C. durante 24 horas, obteniéndose así: 1'05 g. de pMZ-Gln-

MoiJ. 7
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PHe-Phe-G-ly-Leu-Met-U^, que presenta una temperatura de fu­
sión de 236-2372C., y (&<)p5 = -22'8 (0=1; DMSO).

El rendimiento fuá 77'5?S.
Análisis elemental (C^Hg0010UgS=905,092).

C H U S
Calculado (96) 59'71 6'68 12'58 5'54
Hallado (#) 59'89 6 '58 12'51 3'46

EJEMPLO 4
En todo de acuerdo con el procedimiento del 

ejemplo 1, se usaron 1 g. (2'5 m mol) de pMZ-Ala-Phe-OH (peso 
molecular 400'4) y 0'93 g. (1'5 m mol) de HCIH-Ileu-Gly-Leu- 
Met-NHDmB (peso molecular 618'2), obteniándose después de la 
reacción 1'30 g. de pMZ-Ala-Phe-Ileu-Gly-Leu-Met-UHDmB, que 
presenta una temperatura de fusión de 225-2272C., y (*<)^ = 
-25'4 (C=l; DME), donde (EmB) representa 2,4-dimetoxibencil.
En este ejemplo se utilizaron 0'4 g. de pepsina.

El rendimiento fuá 82'2$.
Análisis elemental (C^gHggUyOjjS = 964,192)

C H U S
Calculado (#) 61'04 7'21 10'17 3'33
Hallado (%) 61'17 7'35 10'09 3'33

EJEMPLO 5 - 7
De acuerdo con el procedimiento del ejemplo 

1 , a excepción de que los elementos en reacción fueron el com­
ponente -C (2'5 m mol) y el componente -U (2'5 m mol) de la Ta 
bla 1 , se obtuvieron los correspondientes póptidos.

Los resultados se representan en la siguien
te Tabla 1.

- ll -
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EJEMPLO 12
Una solución de 0*539 g. (2'5 m mol) de 

HCIH-Phe-OCH^ (peso molecular 215*67) en 40 mi. de solución 
amortiguadora de ácido cítrico (pH=4'0), se adicionó a una so­
lución de 1*00 g. (2*5 m mol) de PMZ-Ala-Phe-OH (peso molecu­
lar 400*42) en 5 mi. de NaQH-lil, añadiéndose a continuación 20 
mi. de agua bajo fuerte agitación, y entonces se añadió 0*2 g. 
de pepsina (1:5-0 0 0) a la mezcla, bajo agitación de la misma, 
durante 24 horas y manteniéndola a 40-C. para hacerla reaccio­
nar. -El precipitado blanco resultante se filtró con un filtro 
de vidrio (G— 3 )» se lavó a continuación con agua amoniacal al 
4$ y posteriormente con agua, en orden secuencial, y luego se 
secó el producto a baja presión y se recristalizó a partir del 
metanol obteniendo pMZ-Ala-Phe-Phe-OCH^, que tiene un punto de 
fusión de 189-192SC. y (o<)̂ ° = -17*2 (0=1; DMF).

El rendimiento fué 59*37°-
El análisis elemental produjo (C^-jH^U^Oy =

561,641)

Calculado
Hallado

EJEMPLOS 13-21
De acuerdo con el procedimiento del ejemplo 

1 2, a excepción de la reacción de 2*5 m mol del componente -C 
con 2*5 m mol del componente -N, se obtuvieron los correspon­
dientes péptidos.

Los resultados se presentan en la Tabla 2.

c H U
66'20 6'28 7*48
66*23 6*25 7*53

Mod. 7



- 15 -

1 TABLA 2 ( is  parte)

Ejem
Pío. Componente - C Componente -F Producto j

5
13 pMZ-Ala-Phe-OH HCIH-Tyr-OCH^ pMZ-Ala-Phe-Tyr-OCH^

14 »» HCIH-Cys-OCH,l 2S-Bzl
pMZ-Ala-Phe-Cys-OCE,i 2

S-Bzl

10 15

i
II HC1H-Ileu-OCEL 5 pMZ-Ala-Phe-Ileu-0CH^

16 II HCIH-Ser-OCE* i 3
OCH2

pMZ-Ala-Phe-Ser-OCH* l 3
och2 /

15 17 11
TosOH-H-Phe-
och2 j> PMZ-Ala-Ph.e-Phe-OCH24>

18 1! HBrH-Phs-FH2 PMZ-Ala-Phe-Phe-FH2

20
19 tt TPAH-Phe-

fhoch2 /
pMZ-Ala-Phe-Phe-
fhoch2 /

' 20 II 2HBrH-Phe-FHFH2
pMZ-Ala-Phe-Phe-
fhfh2 ;

25

21 II HC1H-Phe.-Gly-
f h 2

pMZ-Ala-Phe-Phe-Gly-
f h2

.

Fota: Bzl = grupo Bencilo; / = grupo fenilo

30 i

Mo<). 7



TABLA 2 (Continuación)

Ejem­
plo,

Rendi
mien-
t o (sO

p.f.
(SC)

(*)£0
Análisis elemental 
C H I S

Recristal! 
zación.

. 15 45 * 6
179-
183

+ 3:' 73 
(0=0*5 
DMF)

0: 63*80 6*16 •7*70 
H: 63*87 6*13 • 7*19

DMF-Me0H-H20

14' 48’4
164—
166

-27'8ñ 
(" )

C: 63*24 6*14 6*91 5*28 
H: 63*09 5*98. 6*97 5*15 MeOH

15 ‘ 7'0 170—
175

-14*29
(0=1
DMF)

C: 64*15 6*98 8*08 
H: 63*99 7*00 8*22

etil acetato 
petróleo óter

-16 . 18’.8
158 — 
163

-23*02
(0=1
MeOH)

0 : 64*96 6*30 7*10 
H: 65*09 6*45 7*41

AcOEt - pe­
tróleo óter

17 90 *4
158 — 
165

-1 4*6°
(0=1
'DMF)

0:69*69 6*16 6*59 
H: 69*76 5*99 6*49

DMF-éter-pe- 
tróleo éter

18. 5 5 ' 6
241— '
242

-36*1° 
(" )

C: 65*92 6*27 10*25 
H: 65*64 6*23 10*14

DMF-MeOH-
Et20

19 15*9
242—
244

-14*82
(0=0*5
DMF)

0:68*08 6*18 8*58 

H: 68*00 6*29 8*79
DMF-MeOH-
h 2o

20 52 ’ 9 228 —  
230

-21*82
(c=i
DMF)

C: 64*16 6*28 12*47 

H: 63*93 6*29 12*69

DMF-MeOH-
Et20

21 51’4 232—
233

-34*12 
(" )

0 : 63*69 6*18 11*60 
H: 63*43 6*14 11*43

DMF-MeOH-
éter

C = calculado 
H = hallado
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EJEMPLO 22

5

Se repitió el procedimiento del ejemplo 12, 
con la diferencia de utilizarse 30 mi. de agua y O'l g. de pe£ 
sina (1:10.000), y la duración de la reacción de ahora fué de 
18 horas, obteniéndose:

' 10

pMZ-Ala-Phe-Phe-OCEj, de p.f.=189-19320.
El rendimiento fuó del 51'3$.

EJEMPLO 23
Se repitió el procedimiento del ejemplo 12, 

con la diferencia de utilizarse 30 mi. de agua, y la duración
de la reacción fuó de 18 horas, obteniéndose:

15

pMZ-Ala-Phe-Phe-OCH^, de p.f.=187-19220.
El rendimiento ¡fué del 59$.

EJEMPLO 24
Se repitió el procedimiento del ejemplo 22,

con la diferencia de utilizarse 0'2 g. de pepsina (lrl-.OOO), 
obteniéndose:

pMZ-Ala-Phe-Phe-OCEj, de punto de fusión
188-19320.

20 El rendimiento fué del 65'8$.
EJEMPLO 25

Se repitió el procedimiento del ejemplo 12, 
oon la diferencia de utilizarse 30 mi. de agua y la duración
le la reacción, que ahora fué de 10 horas, obteniéndose el mis I

25 a o producto final. I

ü

El rendimiento fué del 50'0$.
EJEMPLO 26

Una solución de 2*5 m mol de HCIH-Leu-Met- > 
H2 en 40 ral. de solución amortiguadora de ácido acético (pH=

3Q 4-'0), se añadió a una solución de 2'5 m mol de pMZ-Ala-Phe-OH

Mod 7
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1

• <•

en 5 mi, de HaOH-HT, a continuación de lo cual se añadió. 0*2 g 
de pepsina del ejemplo 8 , manteniéndose la meada durante 24

lloras a -40SC., produciendo la reacción de la misma.
El precipitado blanco resultante se sometió

5 a lavado y secado, según el procedimiento del ejemplo 8 , y se

'
recristalizó a partir de Me0H-H20, obteniéndose 1*02 g. de 
pMZ-Ala-Phe~Leu-Met-ETH2, que presenta un punto de fusión de 
218-219°C y O*-)^0 = 31 '6 (C=0'5; DMP).

El rendimiento fué del 6 3'yf<¡.
«>

. M O Análisis elemental (C52H45E507S=643,809).
*■ c h  rr s

Calculado (<fa) 59*70 7*05 10*88 4'98 
Hallado (j6) 59*94 7*19 10*78 4*92

EJEMPLO 27
15 iUna solución de 0*995 g. (2*5 m mol) de

.

2HBrH-Phe-Gly-HHLIH2 (peso molecular=398,105) en 40 mi. de solu 
ción amortiguadora de ácido cítrico del ejemplo 1 2, se añadió 
a una solución de 1'50 g. (3*75 m mol) de pMZ-Ala-Phe-OH en 
7*5 mi. de HaOH-UT, y a continuación se añadió a la mezcla 30

20 mi. de agua, sometiendo la mezcla a agitación; la reacción tu­
vo lugar, a continuación, de acuerdo con el procedimiento del 
ejemplo 12.

- El precipitado resultante se lavó y secó, y
se recristalizó a partir de DMF-MeOH-EtgO, obteniéndose 0*945

. 25 g. de:
pMZ-Ala-Phe-Phe-Gly-NMH2,

que presenta un punto de fssión de 208-210SC, y (dC)^ ~ -31*8

(C=l; DMF).
El rendimiento fué del 6l'2$.

30 Análisis- elemental (C^H^gHgOy.l/^^O =
624,701).

Mod 7
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1

5

•> 10

15

c H U
Calculado (JÉ) 6 1'52 6'23 13'45
Hallado m 61'38 6'25 13'38

EJEMPLO 28
Una solución de 2'5 m mol de HCIH-Phe-OCH* 

en 40 mi. de solución amortiguadora de ácido cítrico del ejem­
plo 8 , se añadió a una solución de 1*47 g. (40 m mol) de pMZ- 
Ala-Leu-OH (pesó molecular=366,4), desarrollándose el procedi­
miento, a continuación, de acuerdo con el ejemplo 26.

El precipitado resultante fué lavado y seca 
do, obteniéndose 0'302 g. de pMZ-Ala-Leu-Phe-OCHj, con un pun­
to de fusión de 187-1912C, y (o()jp = -18'0 (C=0'5; DMF).

El rendimiento fuá del 22’gjS,
Análisis elemental (C^H^U^O^.l/^Í^O =

533,628)
0 H N

Calculado (fo) 63'02 7'11 7'87
Hallado ( f o ) 62'90 6'97 7'97

EJEMPLO 29
20

25

Una solución de 0'793 g. (2*5 m mol) de HBr 
H-Phe-Gly-OCH^ (peso molecular=317'18) en una solución amorti­
guadora de ácido cítrico del ejemplo 8 , se añadió a una solu­
ción de 1'50 g. (3'75 m mol) de pMZ-Ala-Pñe-0.H en 5 mi. de 
CTaOH-lU, añadiéndose a continuación 20 mi. de agua.

La reacción tuvo lugar de acuerdo, con el 
procedimiento del ejemplo 8 . El precipitado resultante se lavó 
secó y recristalizó, obteniéndose 1*46 g. de pMZ-Ala-Phe-Phe- 
3-ly-OCEj, de un punto de fusión 227-229SC, y («)jp = -26'7 
(0=1; DMF).

30 El rendimiento fué del 94'9#.

Mod. 7
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Análisis elemental (C^^H^^lír^0g=6l8f 693),
c H

Calculado m 64'04 6'19 9*06
Hallado 65*79 . 6'32 8*96

EJEMPLO 30
De acuerdo con el procedimiento del ejemplo 

28, se realizó la reacción utilizando 4'0 m mol de pMZ-Ala-Met 
OH y 2’5 m mol de HCIH-Phe-OCH^, obteniéndose 0'3413 g. de 
pMZ-Ala-Met-Phe-OCH^, de un punto de fusión de 153-l67fiC, y 
(«Ofp. =-17'4 (0=0'5; BMP).

El rendimiento fuá 24 '6fo,

El análisis elemental dió (C^-H^t-N-O-S =2 I 35 3 i
■ ' 545,660).

0 H N S
, Calculado (96) 59'45 6 ’47 7'70 5 '88

Hallado {</<,) 59'82 6 '38 7’78 5*54
EJEMPLO 31

Se repitió la reacción del ejemplo 28, a ex 
cepción de utilizar HCIH-Phe-G-ly-OEt (2'5 m mol) en lugar de 
HCIH-Phe-OCH^ (2'5 m mol). El producto se lavó, en primer lu­
gar, con agua amoniacal al 5^ y luego con agua, secándose a 
continuación sobre P20^, obteniéndose 0'8153 g. de pMZ-Ala-Leu-• 
Phe-Gly-OEt, que presenta un punto de fusión de 175-192SC., y 
(«)jp = -23'4 (C=0'5; DMG).
, El rendimiento fué 54 * 59S.

El análisis elemental dió (C^H^N^Og =
598,703).

0 H H ■
Calculado (fo) 62'19 7'07 9 '36

Hallado (fa) 62'06 7'01 9'20

Mod, 7
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1

5

10

EJEMPLO 32
Una solución de 1*5 m mol de HCIH-Ileu-Gly-

Leu-Met-UH (peso molecular=468*1) en 40 mi. de solución amor- 
2

tiguadora de ácido cítrico del ejemplo 1 2, se añadió a una so­
lución de 2'5 m mol de pMZ-Ala-Phe-OH en -5 mi. de laOH-lF, y 
la reacción se mantuvo durante 48 horas, a 4020., en presencia 
de 0 12 g. de pepsina del ejemplo 12,

El precipitado resultante se secó sobre 
P20t-, a 6020 y durante 18 horas, obteniéndose 1*10 g. de pMZ- 
Ala-Phe-Ileu-Gly-Ieu-Met-UH2, que presenta un punto de fusión 
de 253'5-2552C, y («)jp = -42’4 (0=1; AcOH).

El rendimiento fué 90$.

15

EJEMPLO 33■" ■ ' 1 'r —
Una solución de 0*702 g. (1*5 m mol) de 

HC1H-Ileu-Gly-Leu-Met-UH2 (peso molecular=468’l) en 40 mi. de 
solución amortiguadora de ácido cítrico del ejemplo 1 2, se aña 
dió a una solución de 1*15 g. (2'5 m mol) de BOC-Asn-Ala-Phe- 
OH (MW=450'5) en 5 mi. de UaOH-lU, de la misma_forma que en el 
ejemplo 22 y, a continuación, se lavó el precipitado con agua

20 amoniacal al 5$, una solución acuosa de ácido cítrico al 5# y
agua, en un orden secuencial, secándose posteriormente el pro­
ducto sobre 7 obteniéndose 1*052 g. de BOC-Asn-Ala-Phe- 
Ileu-G-ly-Leu-Met-]¡JH2, que presenta un punto de fusión de 256-

25

2602C., y (oO^p =

30

•36*2 (0=0*5; DMF).
El rendimiento fué 81*0$.
El análisis elemental dió (O^QHg^BfgOnS -

864,082).

G H I S
Calculado ($) 55*60 7'58 14*59 3'71
Hallado' w 55'43 7*69 14*31 3*65

Moi) 7
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1 EJEMPLO 34
Se repitió el procedimiento del ejemplo 28, 

a excepción de utilizar 1'32 g. (2'5 m mol) de pMZ-Gln-Ala-
Pñe-OH (peso molecular=528'5), y 0'702 g. (1'5 m mol) de 2HC1H

5 Ileu-Gly-Leu-Het-N^ (MW=468'1) en sustitución de pMZ-Ala-Leu-
OH y HClIí-Phe-OCH^, obteniendo 1'04 g. de pMZ-Gln-Ala-Phe-Ileu
Gly-leu-Met-ET^, que presenta un punto de fusión de 258-26020. 
(descomposición).

El rendimiento fué 74*5$.
10 Análisis elemental (0^^^^0^8=930,142).

- C H E S
Calculado (?S) 56'82 7'26 13'55 3'45 
Hallado (j6) 56'56 7’ 16 13'49 3'25

EJEMPLO 35
15 , Se disolvió 1'60 g. (4 m mol) de pMZ-Ala-

Phe-OH en HaOH-lN y, por otra parte0'54 g. (2'5 m mol) de 
HCIH-Phe-OCEj se disolvió en una serie de soluciones amortigua 
doras de ácido cítrico, teniendo cada una de ellas 40 mi., pe-
ro diferente pH. Se mezclaron ambas soluciones y se añadió 30

20 mi. de agua, adicionándose a continuación 0'2 g. de pepsina 
del ejemplo 1 2, manteniendo la mezcla durante 24 ñoras a 4020, 
hasta conseguir en t-esc©'¡'ór». El pvecit.ado resultante ne lavó
con agua amenj acal al S'a-, una. solución acuosa de ácido cítrico
al 5 y agua, en orden secuencial, y acto seguido se secó el

- 25 producto sobre PgOpj a 5020., obteniéndose pMZ-Ala-Pñe-Pñe-OCH^
En la tabla 3, a continuación, se represen-

ta la relación de•pH de las soluciones amortiguadoras de ácido 
cítrico, y el rendimiento correspondiente.

30

______________________________ p i

U TYMod 7
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TABLA 3

PH Rendimiento
w

p.f,
(20)

<°0 e 5

(0=1; BMP)

2'38 61'1 170-173 -18'42
3 '28 74*6 185-189 -16'72
4'08 99*9 186-189 -18'02
5102 64'0 189-190 -17'2 2

10

15

20

25

30

EJEMPLO 36
Una solución de 2 m mol de 2HBrH-Phe-Gln- 

N'HETHg en 40 solución amortiguadora de ácido cítrico
(pH=4’Q), se añadió a una solución de 3*75 m mol de pMZ-Ala- 
Tyr-OH en ÍTaOH-lE y, a continuación, se añadió 0'2 g. de pepsi 
na a la mezcla, manteniéndola a 2520 durante 48 ñoras, hacién­
dola reaccionar de acuerdo con el procedimiento del ejemplo 8 , 
obteniéndose pMZ-Ala-Tyr-Phe-Gln-UHU^ !ue presenta un punto 
de fusión de 245-24820. (descomposición), y una rotación espe

ppcífica en solución de (&0-Q = -4 '6s (C=l; DMSO).
El rendimiento fué de 57 'Qfa.

Análisis elemental (0^ ^ ^ ^ ^ 20=725,806)
C H N

Calculado ( f o ) . 57*92 6 *52 13'52
Hallado ($) 57'98 6 '35 13'54

EJEMPLO 37
Se repitió el procedimiento del ejemplo 12, 

a excepción de utilizar 2’5 m mol de pMZ-Ala-Phe-Ala-Phe-OH y 
2*5 m mol de HC1H-Leu-Met-UH-DMB, manteniendo la reacción dui- 
rante 14 horas, obteniéndose así pMZ-Ala-Phe-Alar-Phe-Leu-Met- 
WH-DMB, que presenta un punto de fusión de 250-26820., y una

Mo4 7
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rotación específica en solución de (©0^ = .-21'0 (C=0'4;DME).
El rendimiento fué 70$.

EJEMPLO 38
Se repitió el procedimiento del ejemplo 12,| 

a excepción de utilizar 2'5 m mol de pMZ-Ala-Ph.e-Ala-Ph.e-OH,
•y 2'5 m- mol de HCIH-Ileu-Gly-OEt, manteniendo la reacción du- I 
rante 9 horas, obteniéndose pMZ-Ala-Phe-Ala-Phe-Ileu-Gly-OEt, 
que presenta p.f. de 248-252SC. |

El rendimiento fué 63$. I
EJEMPLO 39

Una solución de 0'216 g. (10 m mol) de HC1H 
Phe-OCH^ (peso molecular 215'5) en 40 mi. de solución amorti­
guadora de ácido cítrico (pH=4'0), se añadió a una solución de 
0'495 g. (10 m mol) de Z-Pro-Val-Phe-OH (peso molecular 495) " 
en 10 mi. de HaOH-lU, añadiéndose a continuación 30 mi. de 
agua y sometiendo la mezcla a agitación y, posteriormente, se 
añadid 0'1 g. de pepsina (1:10.000) a la mezcla, sometiendo a 
esta última a agitación durante 24 horas, a una temperatura de 
402C., haciéndola reaccionar.

El precipitado blanco resultante se filtró 
con filtro de vidrio (G-3), y se lavó con agua amoniacal al 
5$, una solución acuosa de ácido cítrico al 5$ y agua, en or­
den secuencial, secándose después el producto sobre PgO^, a 
presión reducida y 502C., obteniéndose 0'244 g. de Z-Pro-Val- 
Phe-Phe-OCH^., que presenta un punto de fusión de 199-2012C. y 
una rotación específica en solución de (c*)̂ ® = -33'2 (0=1; DMF)

El rendimiento fué 37'2$.
EJEMPLO 40

Una solución de 0 ’216 g. (lOm mol) de HC1H- 
Phe-OCH^ (peso molecular de 215 ’5) en 40 mi. de solución amor-

Mod 7



- 25 -

1 tiguadora de ácido cítrico (pH=4'0), se añadid a una solución 
de 0'421 g. de BOC-Gly-Val-Phe-OH (peso molecular 421) en 10 
mi. de NaOH-lN, añadiéndose a continuación 50 mi. de agua, y 
sometiendo a la mezcla a agitación, adicionándose posteriormen

5 te O'l g. de pepsina (1:10.000) a la mezcla, sometiendo a esta
última a agitación permanente en un incubador a 40SC. y duran-
te 24 horas, haciéndola reaccionar. Se obtuvo 0'414 g. de B00-
Gly-Val-Phe-Phe-OCH^, que presenta -un punto de fusión de 193-* 
1962C. y una rotación específica en solución de (°0 p^ = -14'8

10 (0=1; DMF). El rendimiento fuó 71*2$.
EJEMPLO 41

Se repitió el procedimiento del ejemplo 39»
a excepción de modificar a 2:1 la^elación molar de Z-Pro-Val-
Phe-0H:HClH-Phe-0.CHy obteniéndose 0 '297 g. del mismo producto

15 final que en el ejemplo 39.
El rendimiento fué 51$.

EJEMPLO 42
Se repitió el procedimiento del ejemplo 40,

a excepción de utilizar una solución amortiguadora de ácido

20 tartárico (pH=4), en lugar de la solución amortiguadora de áci 
do cítrico, obteniéndose 0*426 g. del mismo producto que en el 
ejemplo 40.

El rendimiento filé 73*3$.
EJEMPLO 4?

25 Se repitió el procedimiento del ejemplo 40,
a excepción de utilizar una solución amortiguadora de fosfato 
disódico-ácido cítrico (pH=4), en lugar de 1a. solución amorti­
guadora de ácido cítrico, obteniéndose 0*936 g. del mismo pro­
ducto que en el ejemplo 10.

30 El rendimiento fué 68$.

Mo4 7
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EJEMPLO 44
Se repitió el procedimiento del ejemplo 39» 

a excepción de que la reacción tuvo lugar con 0'2 g. de pepsi-

5

na (1:5.000) y durante 20 horas, obteniéndose el mismo produc­
to final que en el ejemplo 35. El rendimiento fué 35$.

EJEMPLOS 45-65
De acuerdo con el procedimiento seguido en 

el ejemplo 39, se hicieron reaccionar 10 m mol del componente- 
0 , con 10 m mol del componente-ir que aparecen en la siguiente

10 Tabla 4, obteniéndose los correspondientes péptidos.
Los resultados se representan en la Tabla 4-

15

20

25

/

30
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1 EJEMPLO 66

Una solución de 0'47 g. (10 m mol) de HC1H-
Ileu-Gly-Leu-Met-N^ (peso molecular=468,l) en 40 mi. de solu­
ción amortiguadora de ácido cítrico, se añadió a una solución

5. de 0*38 g. (lOm mol) de pMZ-Ala-Glu-OH (peso molecular=382'4)|
OH

en 10 mi. de NaOH-dH, añadiéndose a continuación 30 mi. de 
agua y sometiendo la mezcla, a agitación, después de lo cual se 
añadió 0'1 g. de pepsina (1 :1 0.000) a la mezcla, sometiéndola j

10 a agitación durante 24 horas a 402C, al objeto de hacerla rea£
-• cionar.

t El precipitado blanco resultante se filtró
con filtro de vidrio (G-3), y se lavó con agua amoniacal al 5$| 
una solución acuosa de ácido cítrico al 5fo y agua, en orden S£

15 cuencial. Á continuación se secó el producto sobre P20 ,̂ a re­
ducida presión y a una temperatura de 502C, obteniéndose 0'48

g. de pMZ-Ala-Glu-Ileu-Gly-leu-Met-UHg, que presenta un punto 
Olí

de fusión de- 214-2172C. y una rotación óptica específica en so

20 lución de (<x)p° = -23'82 (C=0'5; DMF).
El rendimiento fué 60'3$. El análisis ele-

mental del producto final, correspondió con los valores teóri-
eos, dentro de las desviaciones permisibles.

EJEMPLO 67

25 Se repitió el procedimiento del ejemplo 66,
eon la excepción de cambiar la relación molar de pMZ-Ala-Glu-|

OH

.

)H respecto a HCIH-Ileu-Gly-Leu-Met-N^ a 2 :1 ; obteniéndose 
)'68 g. del mismo producto final que en el oaso del ejemplo 66,

30 El rendimiento fué 85*3$.
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EJEMPLO 68

5

Se repitió el procedimiento del ejemplo 67, 
con la excepción de utilizar una solución amortiguadora de fos 
fato disódico-ácido cítrico (pH=4 ), en lugar de la solución 
amortiguadora de ácido cítrico, obteniéndose el mismo producto 
•final que. en el caso del ejemplo 67. El rendimiento fué del 
84#.

EJEMPLOS 69-75

■ ' . 10

De acuerdo con el procedimiento del ejemplo 
6 6, se hicieron reaccionar 10 m mol del componente-0 con 10 m 
mol del componente-N, obteniéndose los correspondientes pépti- 
dos.

Los resultados 3e representan en la Tabla 5

15

/

20

- 25

00

__________________________ :____________ _____________________i
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Descrita suficientemente la naturaleza del 
presente invento, así como su realización industrial, sólo ca­
be añadir que en su conjunto y partes constitutivas es posible 
introducir cambios de forma, materia y disposición, sin salir­
se del cuadro del invento, en cuanto tales alteraciones no des 
virtúen su fundamento.

El solicitante, al amparo de los Convenios 
Internacionales' sobre Propiedad Industrial, se reserva el dere 
cho de extender la presente demanda a los países extranjeros, 
si fuera posible, reivindicando la misma prioridad de la pre­
sente solicitud.

Igualmente, el solicitante se reserva el de 
recho de solicitar los adecuados Certificados de Adición, en 
la forma señalada por la Ley, al introducir en el presente in­
vento cuantos perfeccionamientos se deriven del mismo.

N O T A
La Patente de Invención que se solicita por 

veinte años para España, de acuerdo con la vigente Legislación 
sobre Propiedad Industrial, deberá recaer sobre "PROCEDIMIENTO 
PARA LA FABRICACION DE PEPTIDOS", en todo de acuerdo con las 
siguientes:

R E I V I N D I C A C I O N E S
1-) Procedimiento para la fabricación de 

péptidos, que presentan la fórmula:
X - A - B - C - Y  , donde.

A representa Ala,, Gln., Asn., w-BOC-Lys., Leu., G-ly. , Glu., 
Glu., ó Pro.

iQMe
A puede ser también A^-A2 > representando:

Â  a un residuo aminoácido hidrofílico, y

Mod 7



Ag a uno de los aminoácidos Val., Met., Leu. ó Gln;
B representa Phe., Tyr., Leu., Met., Glu., Asp., Gln., Asn. ó 
Trp;
C representa Phe., Leu., Ileu., Tyr., Cys-SBzl., Ser-OBzl., 
Trp. d Met;
X representa un grupo protector «̂ -aminoácido;
un residuo aminoácido que tiene un grupo terminal-H protector,
o un residuo páptido que tiene un grupo protector terminal-N;
Y representa un grupo protector carboxílico; i

un residuo aminoácido que tiene un grupo protector terminal-C,; 
o un residuo páptido que tiene un grupo protector terminal-C; i 
caracterizado porque el citado procedimiento comprende la reac 
cidn de un páptido, que tiene de ¡fórmula: i

. ' X - A - B - OH
con un aminoácido o un páptido, que tiene de fármula:

H - C - Y
llevándose a cabo la citada reaccidn en presencia de la enzima 
pepsina.

26) Procedimiento para la fabricación de 
páptidos, en todo de acuerdo con la primera reivindicación, ca 
raeterizado porque incluye la utilización de un páptido que 
tiene de fórmula: [,

X - A - B - OH , donde: ¡,
A representa Ala., Gln., Asn., cd-BOC-Lys., Leu. d Gly.; y 
B representa Phe., Tyr., Leu. ó Met;
X está definido en la reivindicación primera.

36) Procedimiento para la fabricación de 
páptidos, en todo de acuerdo con la primera reivindicación, ca 
raeterizado porque incluye la utilización de un páptido que 
tiene de fórmula:



- 36 - |

1 X - A - B - OH , donde: 
A representa Glu., Glu. ó Pro.;

OMe
B y X están definidos en la reivindicación primera.

5 4a) Procedimiento para la fabricación de
póptidos, en todo de acnerdo con la primera reivindicación, cal
racterizado porque incluye la utilización de un póptido que j 
tiene de fórmula: ¡

X - A^ - A2 - B — OH , donde: \

10 A-̂ representa un residuo aminoácido bidrofílico;
. * A2 representa Yal., Met., Leu. ó Gln.; j

B y X están definidos en la reivindicación primera.
5a) Procedimiento para la fabricación de i  

póptidos, en todo de acuerdo con la primera reivindicación, ca
15 racterizado porque .incluye la utilización de un aminoácido o 

un póptido que tiene de fórmula:
H - C - Y , donde:

0 representa Phe., Leu., Ileu., Tyr., Cys-SBzl. ó Ser-OBzl; e 
Y está definido en la reivindicación primera.

20 65-) Procedimiento para la fabricación de
póptidos, en todo 'de acuerdo con la primera reivindicación, ca
racterizado porque la reacción se realiza a una temperatura de
veinte-cincuenta grados centígrados, y en una solución amorti-
guadora que presenta un pH de dos-seis.

. 25 7a) "PROCEDIMIENTO PARA LA FABRICACION DE
PEPTIDOS".

Según queda sustancialmente descrito en la 
presente memoria descriptiva que consta de treinta y siete ho-

)
■ i

30
jas, mecanografiadas por una sola cara.
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