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S U M M A R Y  

Lc chlorure de "NBD" : chloro-7 nitro-4 benzooxa-2 diazole-1,3 ou 
chloro-4 n i t r o - 7  benzofurazane, introduit  en analyse biologique en 1968, p a r  

Gh0s.h e t  Whitehouse (13) reagi t  avec les  amines (14) ,  l es  acides amines (14) ,  
les groupes SH (15)  en fournissant des derives t r e s  fluorescents. Ce reac t i f  
presente divers avantages sur d 'au t res  : i l  n ' e s t  pas fluorescent par lui-meme, 
ce t te  absence de fluorescence evite les interferences lors de l a  mesure de l a  
fluorescence des derives d u  NED ; i l  peut @t re  u t i l i s e  en milieu aqueux. 
Le NBO marque a u  tr i t ium a e t e  synthetise (16) e t  u t i l i s e  pour l a  determination 
des s i t e s  ac t i f s  du  facteur de couplage I (CF1) d'enzymes catalysant les  photo- 
phosphorylations. Le NBD t r i t i e  obtenu avec un  rendemnt radiocatif  de 0,26 ;! 

p a r  rapport a l ' eau  t r i t - :ee  a v a i t  une ac t iv i t e  specifique de seulement 

8 mCi/mMole ce qui limite les emplois de ce reactif  t r i t i e .  Nous nous sommes 

proposes l a  synthese du  ' 'NED' '  chlorure marque a u  I4C d ' a c t i v i t e  speciyique de 

l ' o rd re  de 100 mCi/mMole. Le schema reactionnel adopte e s t  celui de Boul ton  e t  

C) 1977 by J O ~  ViZey 8 Sons, I&. 
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a l .  (10) avec des ameliorations tl divers stades e t  l e s  adaptations necessaires 
aux  fa ib les  quantites manipulees ( f i g .  1). I1 comporte 14 etapes ?i partir du 
carbonate de baryum 1 4 C .  
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L'acetylene 1 4 C  ( U )  3 prepare pa r  hydrolyse du carbure de calcium 
C (U) 2 , resultant de l ' a c t ion  du calcium sur l e  carbonate de baryuml 14 

selon ( l ) ,  e s t  ensuite cyclo-trimerise 2 l ' a i d e  d ' u n  catalyseur tl base de 
chrome ( 2 ) .  Le benzene I4C (U)  4 e s t  obtenu avec un rendement de 1 'ordre 
de 85 % p a r  rapport a u  carbonate de baryum. Le benzene 14C ( U )  e s t  n i t r e  



a I ' a i d e  du melanqe su l fon i t r ique  en nitrobenzene 14C (U) 5 . Ce dernier 

e s t  r cdu i t  en an i l i ne  14C (IJ) 6 par l e  melanqe f e r  e t  acide chlorhydrique 

( 3 ) .  Le rendement en a n i l i n e  par rapport au benzene es t  de 80 1. 

rendettlent de 97 1 ( 4 ) .  Le produ i t  es t  p u r i f i e  par chromatoqraphie sur s i l i c e  

avec un rendement de 119 %. La purete radiochimique de 7 es t  superieure a 

997,. Cette p u r i f i c a t i o n  nous e s t  apparue necessaire pour obtenir  des rende- 

,:tents Oleves dans l e s  etapes suivantes. 

L 'ace ty la t ion  de (I fourni  t 1 'acetani l ide 14C-(U-noyau) 7 avec un 

Le p-acetamid0 phenyl 14C-( U-noyau) sul fochlorure 8 es t  ensuite obtenu 

%elon ( 5 ) .  Son hydrolyse par l'amnoniaque (6)  a donne l e  p-acetatlido phefiyl 
14C-(IJ-noyau) sulfonamide 9 . La desacetvlat ion de 9 par hydrolyse chlorhy- 

drique ( 7 )  a fourni 1 'amino-4 phenyl 14C-(U) sulfonamide Ioavec un rendement 

de 74 7, par rapport d l ' a c e t J n i l i ? e e t u n e  purete radiochimique de 93 Z 

envi ron . 
Lc d ich lo ro  2-6 amino-4 phenyl 14C-(U) sulfonamide 11 resu l te  de 

I ' a c t i o n  de l ' ac ide  chlorhydrique en presence d'eau oxygenee a 30 1 ( 8 ) .  1 1  
il c t e  p u r i f i e  par chromatoqraphie sur colonne de s i l i c e  e t  a ete obtenu avec 

unt! puretc de I ' o rd re  de 95 'X- e t  un rendement de 55 Z (8). 

1 1  a l ' a i d e  de l ' ac ide  su l fu r ique a 70 'l ( P , ) .  12a eti. ensuite p u r i f i e e  par 

sublimation. Le rendement rad ioac t i f  e t  l a  purete radioact ive du produ i t  

sont respectivement de 8 7  c t  90 7,. 

avantageusement selon (9 )  a l ' a i d e  de l ' ac ide  m-chloro perbenzoique comer- 

c i a l .  

avec un rendement de 85 X, a une purete radiochimique de 95 %. 

dichloro-2-6 a n i l i n e  en dichloro-2,6 nitrosobenzene ev i te  completement l a  

formation de dichloro-2.6 nitrobenzene, come l e  montre l 'analyse par spec- 

t rometr ie de masse du produi t  b r u t  de reaction, e t  l'absence de dichloro-2,6 

p-dinitrobenzene dans l e  NBD f i n a l .  

P a r  contre. l ' oxydat ion  de l a  d ich lo ro  2.6 an i l i ne  par l e  melange 
d'acide acetique g lac ia l  - eau oxygenee 30 'X dans les  condit ions decr i tes 

dans (12), nous a conduit a un melange du der ive n i t roso  13 (p ics  de masse 

M+ a 175 - 77 - 79) attendu s o u i l l c  de dichloro-2.6 nitrobenzene (pics de 

ntasse M+ a 191 - 93 - 95). S i  l a  synthese e s t  poursuivie sur ce melange 

brut ,  on ob t ien t  I l a  derniere etape un melange de chorure de NBO : 60 Z 
environ e t  40 'x. de dichloro-2-6 p-dinitrobenzene (p ics  de masse 

M+ 8 236 - 38 - 40). 

NaN3 sur 13 dans l e  DMSO selon (10). a e te  p u r i f i e  par lavage a 1 'eau e t  

obtenu avec une purete de 98 2 e t  un rendement de 90 X .  

La d ich lo ro  2-6 an i l i ne  14C (U) 12 a resu l te  de l a  desulfamidation de 

L'oxydation de 12en der ive n i t rose  correspondant a ete effectuee 

ApreS sublimation, l e  d ich lo ro  2-6 nitrosobenzene 14C (U) 13 obtenu 

L'emploi d'acide ni-chloro perbenzorque come aqent d'oxydation de l a  

Le chloro-4 benzooxa-2 diazole 1-3 14C ( U ) 1 4  obtenu par ac t ion  de 
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Nos premiers essa is  de n i t ra t ion  de 14 en chloro-7 nitro-4 benzooxa- 
diazole-1,3 14C ( U )  : 1 5  avec l e  melange sulfonitrique o n t  e t e  aSSez sa t i s -  
faisants.  Toutefois, nous avons obtenu des resu l ta t s  plus reproductibles 
e t  de maniere plus commode, compte tenu des fa ib les  quantites ponderales 
rnises en jeu,  grace a l ' u t i l i s a t i o n  du complexe : acide trifluoromethane- 
sulfonique - acide nitrique decr i t  par (11). 

La purete radiochimique d u  N B D  ( a c t i v i t e  specifique : 109 mCi/mMole) 
contrblee par  chromatographie sur plaque de sil ice e t  p a r  chromatographie 
liquide haute pression a e t e  trouvee superieure a 99 %. Le rendement 
radioactif global base sur l e  carbonate de baryum I4C a e t e  de 14 %. Conser- 
ve a - 20" C en ampoule scellee sous vide, l e  N B D , C l  a present@ u n  taux de 
dPcom?osition inferieur a 1 % a u  bout de 7 semaines de conservation. 

P A R T I E  EXPERIMENTALE 

Abreviations : CPV = chromatographie en phase vapeur 
CCM = chromatographie en couche mince 
C L H P  = chromatographie liquide haute pression 

Acetylene 14C-l,2 3 - 

On melange intimement 5897 mg de carbonate de baryum (600 m C i  - ac t iv i t e  
specifique : 20,Z mCi/mMole) a 1 4 , l  g de calcium (granulometrie 0,5 a 0 , 8  mm). 
On r epa r t i t  ce melange dans  4 tubes en verre epais (0 : 20 mm, h : 200 mm) . 
O n  ajoute ensuite 5 mm de calcium sur l e  melange. On  purge a l 'argon pendant 
deux heures. On  chauffe ensuite au bec Mecker jusqu'a ignition de l'ensemble. 
Le carbure de calcium e s t  ensuite hydrolyse l ' eau  dans un  b a l l o n  muni d ' u n  
refrigerant f i x@ sur une rampe 1 vide. L'acetylene e s t  piege dans deux 
"by-pass" fixes sur l a  rampe a vide e t  refroidis pa r  l ' a zo te  liquide puis 
sechS sur P 0 e t  jauge. 2 5  

Beniene I4C ( U )  - 4 

Le rendement e s t  quan t i t a t i f .  

Sur une rampe a v i d e  1 'acetvlene e s t  absorbe sur 15 q de catalvseur 
"per1 katalvsator Neu" (Kal i e  Chemie P,G tianovre) orealablernent chauffe une nuit 
B 300" C sous vide de l a  trompe a diffusion de mercure. L'acetylene adsorbe 
sur l e  catalyseur e s t  chauffe une nuit a 50" C .  Le benzene forme e s t  ensuite 
d i s t i l l @  du catalyseur p a r  chauffage a 200" C sous vide dynamique e t  con- 
dense dans deux by-pass en se r i e  re f ro id is , le  premier dans u n  melange carbo- 
glace-acetone , l e  second dans l ' a zo te  l iquide.  Apres 4 heures, on elimine 
l 'acetylene eventuellement piege dans l ' a zo te  l iquide,  on seche l e  benzPne 
sur p205 e t  on 1e jauge. 

benzene. On trouve 4,53 mMole?,et538 mCi, s o i t  u n  rendement de 90 %. 
Une prise d 'essai  e s t  effectuee pour l e  contrble e t  l e  comptage d u  



Chloro-7 Nitro-4 Henzoom-? I h h o t c - 1 , 3  91 

Le benzene e s t  contrble par C P V ,  appareil llicroteck MT 220 Silicone 
OV 17 sur "Chromosorb", temperature : 60" C, temps de retention : 0,8 mn. 
Rcmarque : Lors de ce t t e  preparation, i l  y a une dilution isotopique due 
a u  calcium u t i l i s e  qui e s t  partiellement carbonate. Le rendement radioactif  
e s t  d'environ 86 %. 

Nitrobenzene I4C ( U )  5 
Le benzene e s t  piege par t ransfer t  sous vide dans un ballon de 100 ml 

f ixe  sur une rampe a vide e t  refroidi par l ' a zo te  l iquide.  Le b a l l o n  e tan t  
niaintenu a 0" C ,  on purge 1 l ' azo te  sec e t  on ajoute en 15 mn a l a  seringue 
0,4 ml du melange sulfonitrique suivant : HN03 : 35,5 Z,  H2S04 : 5 2 , 5  %, 

H20 : 12 'X. On ag i te  30 inn a la tempPrature ambiante. On reprend avec 3 m l  

d'eau e t  3 ml d 'e ther ,  e t  on neutralise avec une solution saturee de bicar- 
bonate de sodium. On e x t r a i t  avec t ro i s  fo i s  15 m l  d ' e ther  e t  on seche sur 
su l fa te  de magnesium. On recueil le 460 mCi de produit. 

de temperature de 60 -3 150" C a raison de 15" C/mn, temps de retention : 

3 , 6  mn. I1 contient come impuretes : 4 % de benzene e t  3 % de dinitrobenzene. 

Le nitrobenzene e s t  analyse par CPV, colonne OV 17 avec programmation 

Rendement radioactif : 86 %. 

Aniline I4C ( U )  

On elimine l ' e t h e r  par evaporation sous vide e t  on ajoute a u  nitro- 
benzene 850 mg de f e r  en poudre reduit p a r  l'hydrogene (Prolabo) (15 Wtomes) 
e t ,  goutte a goutte,8,5 m l  de HClN. On ag i te  pendant 2 heures 30 a l a  tempe- 
rature ambiante. 

On e x t r a i t  une premiere fo is  l a  snlution aqueuse a l ' e t h e r  pour Climiner 
l e  f e r  e t  l e  chlorure de f e r .  On  reprend avec une solution normale de H C 1  e t  
on elimine l e  nitrobenzene I4C e t  l e  benzene I4C par extraction 2 l ' e t h e r .  
Activite : 431 m C i  s o i t  u n  rendemnt de 80 % p a r  rapport au benzene. 

Le produit e s t  contrdle par CCM sur s i l i c e  Schleicher e t  Schull F 254. 
Solvant : benzene - acetate d 'ethyle (80 - Z O ) ,  Rf : 0,72 ; e t  par CPV sur 
si l icone OV 17 a 100" C ,  temps de retention : 1 , 4  m n .  

Le produit a une purete de 1 'ordre de 9 7  %. 

- _  Acetanilide I4C (U-noyaul z 
Le chlorhydrate d 'an i l ine  431 m C i  (3,95 mMoles) e s t  port6 sec dans 

un  ballon de 100 ml, on ajoute 5,6 m l  de tetrachlorure de carbone et 1,05 m l  
d'anhydride acetique fraichement d i s t i l l e .  Apres 25 mn de chauffage a reflux 
on ajoute a nouveau 1,05 m l  d'anhydride acetique. On chauffe a nouveau 20 mn 
a reflux. Apres refroidissement, on  porte a sec plusieurs fo is  en reprenant 
pa r  du methanol. 

e s t  analyse p a r  CCFl sur s i l i c e  Schleicher e t  Schiill F 254 , solvant : benzene- 
On recue i l le  417 m C i  de produit s o i t  unrendementde 97 %. Le p r o d u i t  
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acetate d 'ethyle (50 - 50)  , Rf : 0,52. 
On ajoute 8 ce t t e  f rac t ion ,  243 mCi (&me ac t iv i t e  specifique) d 'aceta- 

nil ide provenant d'une synthese para l le le  e t  on pur i f ie  ce produit par 
chromatographie sur une colonne (0: 35 mn, h : 180 mm) de 45 g de s i l i c e  
Merck H 60 en eluant avec l e  melange benzene - acetate d 'ethyle (50 - 50) .  

Le rendement de l a  purification e s t  de 90 % s o i t  585 mCi d'acetanil ide.  

p-Acetamido phenyl I 4 C  (U-noyau) sul fochlorure S 
L'acetanilide 585 mCi  (5,36 mMo1es)est porte 5 sec dans u n  ballon de 

100 m l  8 deux tubulures munies d ' u n  refrigerant avec arrivee d'azote e t  d'une 
ampoule de coulee contenant 2 ml de chlorhydrine sulfurique fraichement dis-  
t i l l e e .  On r e f ro id i t  l e  ballon dans u n  bain 5 12" C e t  on f a i t  cou leh la  
chlorhydrine sulfurique g o u t t e  8 goutte en 30 mn. L'acetanilide se dissout. 
O n  l a i sse  revenir 8 temperature ambiante e t  on chauffe 2 heures 8 60" C. 

p-Acetamido phenyl I 4 C  (U-noyau) sulfonamide 3 
Dans u n  ballon de 100 ml refroidi ?I - 10" C ,  on ajoute 20 m l  d'ammonia- 

que 8 21 % e t  quelques morceaux de glace p i lee .  On  verse en 15 mn l e  melange 
b r u t  reactionnel precedent. On ag i te  ensuite 2 heures 8 temperature ambiante; 
on porte 5 sec ?I 1 'evaporateur r o t a t i f .  

p-Amino phenyl I4C ( U )  sulfonamide lo 
On ajoute au melange precedent ( se l  + produit) 35 ml d 'acide chlorhy- 

drique 2,5 N e t  on chauffe 40 mn 8 120" C. Apres refroidissement, on porte ?I 
sec sous vide , reprend 8 l ' e au ,  evapore. O n  repete ces operations t ro i s  fo i s .  
On neutralise avec du bicarbonate de sodium e t  on e x t r a i t  8 l ' a ce t a t e  d 'ethyle.  

I1 reste environ 5 % d 'an i l ine  que l ' on  elimine par evaporation sous 
vide. 

4 mMoles,activite specifique de 108 mCi/mMole). 
On recueil le 432 mCi de produit s o i t  un  rendemnt de 74 X (725 mg, 

Le produit e s t  analyse sur plaque de s i l i c e  Schleicher e t  Schijll F 254 

solvant : benzene - acetate d 'ethyle (50 - 50),  Rf : 0,18. 

Remarque : Lors de l 'hydrolyse du sulfochlorure, i l  y a formation d'acide 
sulfanilique que l ' on  peut recuperer e t  pur i f ie r  p a r  f i l t r a t i o n  sur Dowex 50 
forme Ht pour  Gliminer les  s e l s ,  p u i s  chromatographie sur resine Amberlite 
XAD2 en eluant 1 l ' eau .  

Dichloro 2-6 p-ami nophenyl I4C ( U )  sul fonami de fl 
Dans u n  ballon de 100 m l  contenant l e  p-aminophenyl sulfonamide 432mCi 

( 4  mkles),on ajoute 6 ,7  ml d'eau e t  sous agitation 0,8 ml HC1 concentre. 
Apres dissolution du  produit, on ajoute 5,86 ml d'HC1 concentre. On chauffe 
I 45" C e t  on ajoute 0,78 m l  d'eau oxygenee a 30 %. On chauffe a lors  10 mn 
1 45" C ,  un  precipite apparait ,  on poursuit l e  chauffage 15 mn a 60" C. On 
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l a i sse  revenir a temperature ambiante. Le produit e s t  e x t r a i t  a l ' a ce t a t e  
d 'ethyle,  porte a sec, repris a l 'acetone e t  l a  solution e s t  f i l t r e e .  

On obtient 367 mCi de produit contenant 25 % d'impuretes actives.  
Contrble : CCM S i l i ce  Schleicher e t  Schull F 254, suppJrt plastique : 

Benzene - acetone (80 - Z O ) ,  Rf = 0,50. 

Purification : 

de 45 g de S i l i ce  H 60 Merck, elution : benzene - acetone (90 - lo!, apres 
application du proddit sur l a  colonne dans l e  melange acetone - benzene 

Le produit e s t  pur i f ie  sur une colonne ( 0  : 35 mm, h : 180 m! 

(80 - 20). 

On obtient 235 mCi  de produit contenant 5 % d'impurete active.  
Rendement : 55 %. 

Dichloro 2-6 anil ine 14C (U) 12 - 

Le dichloro 2-6 p-aminophenyl l4c (u )  sulfonamide 235 mCi (2,15 mMoles) 
e s t  porte a sec dans u n  ballon forme poire de 50 m l .  On ajoute 4 m l  de 
H2S04 70 % e t  on chauffe 2 heures a 170" C .  Apres refroidissement, on  ajoute 
de la glace p i lee ,  on neutralise 1 l a  soude 4 N ,  on e x t r a i t  l a  dichloroaniline 
a l ' e t h e r ,  on lave deux fo i s  avec une solution saturee de bicarbonate de 
sodium e t  deux fo is  a 1 'eau. O n  seche sur su l fa te  de magnesium anhydre. 

Le produit e s t  port@ a sec e t  sublime a l a  tewoerature ambiante sous 

On obtient 205 mCi de produit contenant 10 % d'impurete active s o i t  u n  

CMM S i l i ce  Merck 60F254, support platique : cyclohexane ( l o o ) ,  

vide dynamique maximum. 

rendement de 87 %. 
ContrBle : 

Rf : 0,058. 

Dichloro 2-6 Nitrobenzene I4C ( U )  13 
Dans un  ballon forme poire de 50 ml contenant l a  dichloro 2-6 an i l ine  

14C ( U )  205 m C i  (1,88 mMoles) on ajoute 4 ml de chlorofowne puis en 20 mn e t  
goutte a goutte 655 mg (3,8 mMo1es)d'acide m-chloro perbenzorque (preala- 
blement dose) (Aldrich - USA) dissous dans 6 m l  de chloroforme. Apres 
deux heures a l a  temperature ambiante l ' a c ide  m-chlorobenzoique precipite.  
On agi te  pendant 15 heures. 

Une par t ie  de l ' a c ide  m-chlorobenzoique e s t  elfminee p a r  f i l t r a t i o n .  
La solution chloroformique e s t  lavee successivement par une solution 0 , l  N 
de thiosulfate de sodium, puis une solution saturee de bicarbonate de sodium 
puis 1 l ' e au .  On seche sur su l fa te  de sodium anhydre e t  au f i l t r e .  

Le produit e s t  pur i f i@ par sublimation sous vide dynamique : 
a )  A temperature ambiante pour  eliminer la dichloroaniline n'ayant pas reagi 

b )  A 75" C pour r ecue i l l i r  l e  dichloronitrosobenzene ( l e  produit sublime 
e t  plusieurs impuretes ; 

sur l e  doigt a - 78" C e s t  ve r t ) .  
Activite 173 mCi s o i t  u n  rendement de 85 %. 



94 J.P. NoeZ and L.  Pichat 

Contrdles : CCM cyclohexane-acetone (70 - 30) s i l i c e  Merck 60 F 254, 
support p las t ique ,  Rf : 0,78. 

Chloro-4 benzooxa-2 diazole-1,3 I4C ( U I  14 - 
Dans u n  bal lon forme poi re  de 50 ml contenant l a  d ich loroni t rosoani l ine  

173 mCi (1,58 mMoles) on a j o u t e  3 ,3  ml de OMSO anhydre. On chauffe d 80" C 
pour dissoudre l e  produi t  e t  on a joute  153 mg (2,35 mYoles) d 'az ide  de 
sodium (NaN3). On chauffe progressivement jusqu'ii 100" C .  A 85" C ,  i l  y a u n  
depart  tres rapide d 'azo te .  O n  maint ient  l a  temperature d 100" C pendant 15 m n  
e t  1 mn ii 120" C .  On  p r e c i p i t e  l e  produi t  par addi t ion  de glace p i l e e  e t  on 
l a i s s e  une n u i t  au r e f r i g e r a t e u r .  

demment d l ' e a u  glacee.  

Contrdle : CCM S i l i c e  Merck 60 F 254 support v e r r e ,  
Chlorure de methylene-ether-hexane (10 - 10 - 80) ,  Rf : 0,62 

Cyclohexane - ether (90 - l o ) ,  Rf : 0,50. 

On r e c u e i l l e  l e  produi t  par  f i l t r a t i o n  de l a  s o l u t i o n  e t  on lave abon- 

Act iv i te  157 mCi s o i t  u n  rendement de 90 %. 

Nitro-4 chloro-7 benzooxa-2 diazole-1,3 I4C ( U )  (NBD-C1) 3 
Dans u n  ballon de 100 ml contenant 91 mg (1,07 mMoles) de n i t r a t e  de 

sodium, on a j o u t e  en b o i t e  ii gants  sous atmosphPre d 'azo te ,  1,64 ml d 'ac ide  
trifluoromethane sulfonique.  On a g i t e  pendant 45 mn d temperature ambiante 
e t  on a joute  l e  chloro-4 benzooxa-2 diazole-1,3 I4C ( U ) ,  115 mCi (1,05 mMoles) 
en solut ion dans 17 ml de chlorure  de m e t h y l h e .  On a g i t e  1 heure 1 l a  

temperature ambiante. 

chlorure  de methylene que l ' o n  seche sur s u l f a t e  de magnesium. 

Contrdle ; 
hexane-ether (10 - 80 - l o ) ,  Rf : 0,16. 

I1 r e s t e  3 % de chloro-4 benzooxa-2 diazole-1,3,  Rf : 0,62. 
Pur i f ica t ion  : Le produi t  es t  p u r i f i e  par chromatographie sur une colonne 
(0  : 35 mm, h : 200 mm) de 50 g de s i l i c e  Merck H 60, solvant  d ' e l u t i o n  : 
chlorure  de methylene-e ther -hexane  (10 - 10 - 80) p u i s  aprPs e lu t ion  du 
chloro-4 benrooxa-2 diazole-1,3,  e l u t i o n  par l e  melange : chlorure  de methy- 
lene - e t h e r  - hexane 

On p r e c i p i t e  l e  produi t  par addi t ion de glace puis on l ' e x t r a i t  au 

Act iv i te  110 mCi, rendement : 96 %. 
CCM S i l i c e  Merck 60 F 254 support ver re ,  ch lorure  de methylgne- 

(15 - 15 - 70) .  
Les produi ts  sont  charges s u r  l a  colonne dissous dans l e  minimum du 

melange ether - chlorure  de methylene auquel on a j o u t e  u n  volume @gal 
d ' hexane . 

On r e c u e i l l e  99 mCi de produi t ,  s o i t  un  rendement de o u r i f i c a t i o n  de 
90 %. 

Contrdles du  produi t  : 



ChZoro-7 Nitro-4  Benzoom-8 biazoze-I, Z 

1) CCM : Les cont rd les  ont  e t e  e f fec tues  sur  s i l i c e  lilerck 60 F 254 
a )  chlorure  de m e t h y l h e  - e t h e r  - hexane : 15-15-70 ; P.f : 0,42 
b )  cyclohexane - acetone : 70-30 ; R f  : 0,38. 

2 )  CLHP : Appareil Waters Associates modele 660, colonne Microporasi l ,  
e l u t i o n  : n-heptane - chlorure  de methylene de 20 a 60 puis concentrat ion 
constante  chlorure  de methylene n-heptane (60 - 4 0 ) ,  ternos de retention : 2 1 r n n .  

Le produi t  a une purete  radiochimique superieure  a 99 '<. 
Spectre  U . V .  : 

Le spec t re  UV du produi t  I4C e s t  ident ique a celui  d ' u n  echant i l lon  
commercial i n a c t i f .  I 1  presente 2 maxima d 'absorpt ion : 

'1 max : 346 mu ; max : 259 mL 1 : : 9600 

Act iv i te  specif ique : 

Determinee a p a r t i r  d u  spec t re  U V  : 109,4 mCi/m!lole 
Deduite d'une pesee : 108 rnCi/mllole 

Conservation : 
La presque t o t a l i t e  d u  produit est  conservee sous forme de poudre l iophi -  

l i s e e ,  en ampoule s c e l l e e  sous vide,  d - 20" C .  Au b o u t  de 7 semaines de 
conservation l e  NBD,Cl I4C, reanalyse montre u n  taux de decomposition i n f e r i e u r  
a 1 %. 

Une f r a c t i o n  mineure e s t  conservee en so lu t ion  dans l ' ace tone  (1  mCi/ml) 
a - 20" C en ampoules s c e l l e e s  sous vide.  Dans ces condi t ions l e  taux de 
radiolyse a e t e  de 3 X en 7 sernaines. 
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