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SINTESIS DE AMINOACIDOS MARCADOS
1.-SINTESIS DE DL-VALINA-1-C% Y DL-LEUCINA-1-Ck (¥)

Por

MAURICIO F. BUHLER; JOSE P. A. CASTRILLON; ALDO E. A. MITTA
y MARCELO A. DANKERT

SumMary. — The preparation of DL-Valine-1-C* and DIL-Leucine-1-C¢ is des-
cribed. The starting materials are isobutylbromide and isoamylbromide respec-
tively, and the synthesis goes through the carbonation of the corresponding
Grignard compound with C!QO,, bromination of the carboxylic acid obtained
and ammonolysis of the a-bromoacid.

Desalting is accomplished by means of an ion exchange resin (Dowex 50)
and the final purification, by recrystallization from an ethanol-water misxture.
The isotopic purity of the products obtained is established by paper chromato-
graphy and autoradiography.

In the case of the purification of vahne-1-C1¢ it is necessary to make use
of cellulose column chromatography in order to get rid of an active impurity
which behaves like an active a-aminoacid. It is quite certain that the active
impurity takes its origin in the bromination stage of the synthesis.

Los aminoédcidos marcados constituyen un importante aporte al
campo de la Medicina y de la Biologia. Han sido ya sintetizados todos
los de importancia biolégica, con marcas en las diferentes posiciones
y con distintos elementos. Reid y Tolbert () y Greenberg y Roth-
stein (?) resumen los métodos generales que han sido utilizados. Los
autores citados en segundo término se refieren exclusivamente a mar-
cacién con carbono isotépico.

Para la sintesis de los aminodcidos que constituyen el presente
trabajo se eligié el método de la amonolisis de los a-halogenuros de
4cidos organicos (*) (4), por cuanto el menor costo de la materia pri-
ma marcada (C40;Ba), compensaba ampliamente (en el caso de
DL-valina~-1-C4) los mejores rendimientos que se obtienen por la

(* Trabajo presentado en la Quinta Reunién de las Sesiones Quimicas Rioplatenses, Buenos
Aires, 29-31 de julio de 1959.
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sintesis de Strecker (), que utiliza KC“N. Cabe agregar que no se
tiene conocimiento de que la DL-valina-1-C* haya sido preparada
por el método elegido. La preparacién de la DI-leucina-1-CH se halla
descripta en (°). Los pasos de esta sintesis son:

Cu0;Ba 2, cup, f]
R — CHX + Mg 253+ R — CH, — C4OOH 2]
CL:P

R — CH; — C400H. + Br.
R — CHBr — C4¥0O0H + NH;,

- R — CHBr — C*00H [31
- R — CHNH,; — C4¥00H [4]

que se contindan con la eliminacién de sales en columna de resina
de intercambio iénico (Dowex 50 (%); cristalizacién de alcohol-agua;
y en el caso de la valina, purificacién por cromatografia en columna
de celulosa (7).

La valina y la leucina brutas acusaron en la cromatografia sobre
papel, la presencia de otra mancha revelable con ninhidrina, que
tenia en ambos casos un Rf préximo al del amino4cido respectivo.
La autorradiografia indicé que se trataba de impurezas radioactivas.

En el caso de la leucina bastaron dos recristalizaciones para obtener
un producto cromatogrifica y autorradiograficamente puro; contra-
riamente, en el caso de la valina, resultaron infructuosas tanto las
recristalizaciones en alcohol-agua, como la disolucién en butanol satu-
rado de agua y recuperacién del aminodcido eliminando el agua por
destilacién de la solucién. La impureza resiste 24 horas de ebullicién
a reflujo con 4cido clorhidrico 6 N y tampoco se elimina por subli-
macién, lo que harfa concluir que se trata de un e-aminoicido.

Todo parece indicar que la sustancia responsable de esta impureza
se forma durante la bromacién. Para su aparicién es independiente
que el dcido que se somete a la halogenacién sea obtenido por la
sintesis de Grignard o por la oxidacién del alcohol respectivo. Por
otra parte, la cromatografia gaseosa del isobutanol y del bromuro de
isobutilo y el espectro infrarrojo del bromuro de isobutilo utilizados
en la sintesis de la valina sefalaron a estos productos como especies
quimicas puras en el 4&mbito de sus respectivos poderes resolutivos.
Ademiés, la cromatografia sobre papel del 4cido isovalérico sélo revels
una mancha.
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Finalmente se comprobé, que purificando el dcido a-bromo-i-valé-
rico por cristalizacién, se obtiene un aminoécido puro.

Esta purificacién del 4cido a-halogenado resulta, sin embargo, incé-
moda por la pérdida de rendimiento que en general acompafia a la
recristalizacién de sustancias de bajo punto de fusién.

En el presente caso se recurri6, para la purificacién de la valina~
1-C*, a la cromatograffa en columna de celulosa, logrindose separar--
la de su impureza con una recuperacién de aproximadamente 80 %.

Sobre 1a valina-1-C* y la leucina-1-C* cromatogrifica y autorra-
diograficamente puras se efectuaron las mediciones de radioactividad
con un contador Geiger Miiller TG-C2 de ventana fina, comprobin-
dose que el rendimiento isotépico fué del mismo orden que el quimico.

La actividad especifica de los aminoécidos preparados es de apro-
ximadamente 0,1 mc por milimol.

PARTE EXPERIMENTAL

Aparato. — El aparato utilizado se encuentra reproducido en las figuras 1 y 2.

Consta de un “manifold” A, unido a un sistema de alto vacfo; un generador
de anhidrido carbénico B, un reactor G, una entrada para nitrégeno seco E y un
tubo manométrico F.

El reactor G, provisto de un agitador accionado magnéticamente, tiene forma
de pera para hacerlo més resistente a los cambios bruscos de temperatura.

Las mediciones de la presién reducida se efectian con un equipo Philani, com:
un cabezal Philips H y otro Pirani, no indicado.

Preparacién de dcido iso-valérico-1-C**. — Se coloca en B, 1,97C5 g (0,01 mol) de
carbonato de bario (conteniendo 10 mg de C!*O;Ba, 1,2 me) cubierto con lana.
de vidrio y en C, 30 ml de 4cido sulfdrico concentrado. Se evacia el sistema hasta
0,1 micrén y cerrando la llave M se prueba el aparato en cuanto a posibles pérdi-
das. Se introduce nitrégeno seco por E hasta alcanzar presién atmosférica (el
exceso burbujea por el mercurio del tubo manométrico; se quita el tapén N y se-
introducen 61 ml de solucién de bromuro de isobutilmagnesio 0,97 M dilufdos con
20 ml de éter anhidro. Se repone el tapén N, se cierra la llave E, se congela el
contenido de G con un bafio de nitrégeno liquido. Conseguido esto, se abre la
llave M volviéndose a evacuar hasta 0,1 . Se cierra M y se reemplaza el baifio-
de nitrégeno liquido por otro a —20°C. Se espera a que al descongelarse la solu-
cién se libere del nitrégeno atrapado, después de lo cual se vuelve a congelar y a
evacuar el sistema. Se cierra M. Se vuelve a llevar el reactivo de Crignard a —20°C,
se ‘pone en marcha el agitador y se inicia la carbonatacién girando con cuidado-
el generador de anhfdrido carbénico de manera que poco a poco se vuelque el 4cido-
sulfdrico sobre el carbonato de bario. La operacién se regula de manera que la.
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altura del mercurio en el tubo F no baje de 50 ¢cm. Cuando disminuye el despren-
dimiento de anhidrido carbénico se calienta con un mechero para completar el
ataque del C'*0;Ba. Al cabo de unos 15 minutos se estabiliza la presién. Se congela
nuevamente el contenido de G para reunir alli todo el anhidrido carbénico res-
tante en la linea; se cierra la llave D, se vuelve a llevar el producto de la reaccién
a —20°C y se continda agitando durante aproximadamente 10 minutos.

M (\\ H

Y
===

Mientras esto se realiza se evacta el resto de la linea y el recipiente V;'se su-
merge la parte estrecha de X en N lig.; se cierra M y se abre D con lo cual se
reune en V el anhidrido carbénico activo que no hubiera reaccionado. Posterior-
mente se lo fija en hidréxido de bario.

Para la elaboracién ulterior del producto de la reaccibén, se lleva el sistema
a presién atmosférica permitiendo la entrada de nitrégeno, se quita el tapén N y
con el agitador en marcha y con mucho cuidado al comienzo, se agregan gradual-
mente 50 ml de 4cido sulfdrico 1 N. Cuando se ha disuelto todo se pasa al con-
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tenido de G a una ampolla de decantacién, se decanta la capa acuosa y se lava
con agua la etérea hasta liberarla de sulfatos.

Se reextraen con éter los extratos acuosos y luego de un lavado con agua es
rcune este extracto etéreo con la solucién etérea anterior.

Por titulacién de esta solucién etérea con solucién de hidréxido de sodio 1 N,
en presencia de fenolftalefna, el rendimiento de la operacién resulta, 95 % del
tedrico.

Se decanta la solucién de iso-valerato de sodio, se lava la capa etérea varias
veces, reuniendo los lavados con la solucién; se acidifica con 4cido sulfdrico 5 N,
se reextrae con éter el 4cido isovalérico, se seca la solucién etérea con sulfato de
sodio anhidro y se evapora el éter a baja temperatura. Los Gltimos rastros se
eliminan en la linea de alto vacfo sobre el producto enfriado a —40°C.

Preparacién de Geido iso-capréico-1-C14, — Se prepara a partir de 51 ml de solucién
1,1 molar de bromuro de isoamilmagnesio y 1,9705 g de carbonato de bario con-
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teniendo 9,4 mg de carbonato de bario activo, 1,13 me, en forma enteramente
ansloga a la descripta para el 4cido iso-valérico-1-C'¢. Rendimiento, por titula-
cién, 96 9, del tedrico.

Preparacién de dcido a-bromo-isovalérico-1-C1 y su amondlisis. — En un balon~
cito de 40 ml de capacidad se ponen 0,334 g de 4cido isovakrico-1-C*¢, 0,2 ml
de bromo seco y 1 gota de tricloruro de fésforo. Se adapta un refrigerante provisto-
de una trampa y un tubo con hidréxido de potasio sélido. Se calienta en un bafio-
de aceite a 70-80°, irradiando con una ldmpara de luz ultravioleta. La operacién
dura aproximadamente 24 horas. Se la da por finalizada cuando no se observan
m4s vapores de bromo en el refrigerante. Una vez frio se afiaden 1-2 gotas de agua.
y se deja 2 horas a temperatura ambiente. Se pasa luego el contenido del balon-
cito a un tubo de vidrio de paredes resistentes de unos 30 em de largo lavando
con éter el refrigerante y el balén.

Se elimina el éter con cuidado, se enfria el residuo a —80°C, se agregan apro-
ximadamente 10 ml de amonfaco liquido anhidro y se cierra el tubo a la llama.
Se deja 48 horas a temperatura ambiente, se abre el tubo previo enfriamiento
a 80°C y se elimina el amonfaco con precaucién, completando la operacién en.
bafio de Maria.

Preparacién del dcido a-bromoisocapréico-1-C** y su amondlisis. — Se sigue con.
pocas variantes el método descripto por Tolbert y sol. (¥).

0,884 g de 4cido isocaproico-1-C!* se dejan de un dia para otro con 0,2 ml de
tricloruro de fésforo. Se agregan 2,0 ml de bromo seco gota a gota en el término-
de media hora manteniendo el producto reaccionante a 80-90°C. Una vez frio se
afiaden 10 ml de agua y se elimina el exceso de bromo por arrastre con aire en
el curso 4-5 horas. Se extrae con éter el 4cido bromado, se seca el éter con sulfuro
de sodio anhidro y se lo transfiere al tubo en que ha de realizarse la aminacién,
que se efectia exactamente en la misma forma descripta anteriormente.

Eliminacién de sales y cristalizacién. — Los productos provenientes de la ami-
nacién por amondlisis, disueltos en la mfnima cantidad posible de agua se intro-
ducen en una columna de resina Dowex 50 (2 cm de didmetro por 20 cm de alto)
\a, una velocidad de 15 gotas por minuto, Se lava con agua destilada hasta reac-
cién negativa de halogenuros y luego se eluye el aminodcido con solucién de hi-
dréxido de amonio 2 N hasta reaccién negativa con ninhidrina. La solucién amonia-
cal se lleva a seco en bafio de Marfa. Se obtuvo respectivamente 0,249 y 0,720 g
de valina y leucina brutas.

Para su cristalizacién se disuelven los productos en agua, se concentra la solu~
cién a bafio de Marfa (eventualmente previa decoloracién con carbén activo y
filtracién) hasta comienzo de cristalizacién, se agrega aproximadamente 5 voli-~
menes de alcohol y se deja una noche en la heladera. En el caso de la leucina,
dos recristalizaciones rindieron 0,490 g (47 9% respecto del C1‘O;Ba) de leucina~
1-C* pura.

Contrariamente, después de tres recristalizaciones la valina segufa presentando
dos manchas en la cromatograffa sobre papel.
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PURIFICACION EN COLUMNAS DE CELULOSA

Se utiliz6 una columna de 4 ecm de didmetro por 60 em de alto, cargada hasta
unos 15 cm del borde superior con celulosa Whatman en polvo, seca, y firme-
mente prensada.

La columna se satura con una mezcla de butanol, dcido acético y agna en la
proporcién 12/2/5 respectivamente (disolvente).

Se disuelven 0,333 g de valina impura, recristalizada una sola vez, en la menor
-cantidad posible de disolvente (aprox. unos 20 ml).

Se agrega celulosa en polvo hasta formar una pasta y se vierte cuantitativa-
mente en la columna, evitando, por agitacién suave con una varilla de vidrio,
que queden retenidas pequefias burbujas de aire.

Se agrega un poco mis de celulosa y se la cubre con un aplaquita de vidrio
poroso. El conjunto debe quedar himedo.

Se hace correr el disolvente a un ritmo de aproximadamente 6 gotas por minuto.

Se recogen fracciones cada hora por medio de un colector de muestras auto-
mético. Se determina el tubo en que comienza a salir el aminoicido mediante
1a reaccién de la ninhidrina practicada sobre papel con una microgota de mues-
tra. Luego, por cromatografia sobre papel, se establece la serie de tubos en que
la valina se recoge pura. El contenido de éstos se pasa cuantitativamente, lavando
con agua, a un pequefio vaso de precicipitados, se concentra en bafio de Maria
¥y se precipita con alcohol.

Se obtuvieron 0,244 g y de las aguas madres 0,021 g mds, o sea 0,265 g de va-
lina-1-C!* cromatogréficamente pura, lo que fué confirmado por cromatografia
bidimensional. La autorradiografia revel6 la presencia de una sola mancha activa.

El rendimiento con respecto al COs;Ba en valina-1-C!* blanca, cristalina, cro-
matogrifica y autorradiogrdficamente pura fué de un 33 9, aproximadamente.
(En ensayos previos, con material no marcado se obtuvieron rendimientos de
mis del 40 %).

Las aguas madres, llevadas a sequedad, dieron 0,027 g m4s de valina-1-C' cro-
matogrificamente pura, pero ligeramente coloreada.

Cromatografia sobre papel. — Para la cromatografia monodimensional ascendente
de 4cidos orgénicos (i-valérico, i-capréico) se utiliza papel Whatman N° 1 y como
disolvente alcohol/amoniaco 100:1 revelando con rojo de metilo o azul de bro-
‘motimol.

Para la cromatograffa monodimensional ascendente de aminodcidos se usa
como disolvente una mezcla butanol/4cido acético/agua en la proporcién 12/3/5,
'y para la bidimensional, ese mismo disolvente y luego fenol/agua, 4/1, revelando
<con ninhidrina.

Autorradiografias. — La valina y la leucina marcadas se hacen correr sobre papel
‘Whatman N° 1 durante 16 horas con butanol/dcido acético/agua. La tira de
papel, una vez seca, se coloca sobre una placa de radiografia y se deja una se-
mana en la oscuridad. La revelacién de la placa debe acusar una sola mancha
correspondiente a la posicién de los respectivos aminodcidos en el cromatograma.
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Mediciones de radiactividad. — Las muestras para la medicién se diluyen con
aminoscidos puros inactivos, se recristalizan de alcohol-agua y los productos.
dilufdos asf obtenidos, se miden en c4psulas de aluminio a espesor infinito con un
tubo TGC-2 de ventana fina. Se efectdan las correcciones correspondientes al
tiempo muerto y al fondo y se calculan las actividades especificas en microcuries.
por milimol en base a un patrén de actividad conocida. Las actividades medidas-
fueron de 0,13 me/mM para la valina-1-C'* y 0,11 me/mM para la leucina-1-Ct4,
Ambos datos concuerdan con los caleulados teniendo en cuenta la actividad espe--
cffica del C1¢0;Ba original y su posterior dilucién: 0,12 me/mM y 0,11 me/mM
respectivamente.

Cromatografia de parlicién (en fase gaseosa) de alcohol isobutilico y de bromuro-
de isobutilo. — La muestra (1 gota = 8 ul) se inyecté en una columna de dos-
metros utilizando silicona D. C. 702 como relleno liquido. La temperatura de
la columna se fij6 alrededor de 60°C. Se utiliz6 nitrégeno como “carrier’”’ con
un flujo de 20 ml por minuto. Se realizaron inyecciones cambiando los flujos y
manteniendo fija la temperatura para modificar los tiempos de retencién. Se-
obtuvieron en todos los casos cromatogramas de un solo pico, sin la presencia de-
picos extrafios de compuestos méds o menos volatiles que las sustancias estudiadas..

Especiro de absorcién infrarrojo del bromuro de ssobutilo. — Se utiliz6 el espec--
trémetro de infrarrojo del Laboratorio de Fisica de C.N.E.A. El aparato es de
un solo haz y se redujo al mfnimo el espectro de absorcién de 1a humedad ambiente
inyectando en el sistema 6ptico una corriente constante de aire caliente y seco,.
Se eligieron para el reconocimiento las bandas comprendidas entre 7,08 y 7,8 mg.
bien caracteristicas de las frecuencias vibracionales de hal6geno-radical orgdnico.
La imposibilidad de barrer las longitudes de onda superiores a 9 my (el aparato-
tiene 6ptica de fluoruro de calcio) limita las posibilidades de identificacién. El
espectro obtenido concuerda con el correspondiente al del halogenuro-butilo. La
comparacién directa se efectué con el espectro del cloruro correspondiente consi-
derando el desplazamiento de la banda al sustituirse el cloro por bromo. Como-
conclusién puede, considerarse el producto libre de impurezas.

Espectro infrarrojo (bromuro de 1sobutilo).

Némeros de onda (em™)

Previstos (8) Hallados
2030, .. 2930
1415, oo e 1415
.............................. 1400
1877, ...
1875, e 1375
1370 o 1370
1840, . oo s 1340
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RESUMEN

Se preparé DIl-valina-1-C4 a partir de bromuro de isobutilo a
través de la siguiente secuencia de reacciones: carbonatacién con
C40, del compuesto de Grignard correspondiente, en la linea de alto
vacio; bromacién del dcido isovalérico-1-C* formado y amonolisis del
4cido a-bromo-isovalérico-1-C* con amonfaco liquido en tubo ce-
rrado. La purificacién del aminodcido se realiz6, previa eliminacién de
sales con resinas de intercambio i6nico (Dowex 50), por cristalizacién
-en alcohol-agua y cromatografia en columna de celulosa.

La pureza isotépica fué establecida por cromatografia sobre papel
:y autorradiografia.

Con pocas variantes en el procedimiento se preparé DIL-leucina-1-
C* g partir de bromuro de isoamilo y C*O;Ba.

Agradecemos al laboratorio de Fluoroquimica de la Div. Quimica
Inorgénica de la C.N.E.A. la realizacién de los andlisis por cromato-
.grafia de particién en fase gaseosa y por espectrografia infrarroja.
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