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SYNTHESE D E  MOLECULES AMPHIPHILES MARQUEES 
A U X  ISOTOPES STABLES _____ '3c e t  T- 
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Laboratoi r e  de Spectrochimie Molecul a i  re  

Universi te  P ie r re  e t  Marie Curie 
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SUMMARY 
.___. 

S t a r t i n g  from Ba13C03, K 13 CN o r  potassium phtalimide I5N, procedu- 

res f o r  the  preparat ion of s p e c i f i c a l l y  labe l led  f a t t y  ac ids ,  f a t t y  amides 
a n d  N acyl amino acids  a re  descr ibed.  I d e n t i f i c a t i o n  and pur i ty  of the prepa- 
red compounds a r e  checked by M.S. and NMR 13C. 

R E S U M E  
13 13 C03, K CN o u  de phtal imide,  nous decrivons l a  syn- Par tan t  de Ba 

t h e %  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  d ' a c i d e s  gras ,  d'amines grasses  e t  de N acyl amino 
acides marques specifiquement au 1 3 C  a i n s i  que d'amines grasses  marquees a 
l ' a z o t e  15. L ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l a  purete de  ces  composPs ont e te  e f fec tuees  
par S I I  e t  R M N  13c. 

Key wmds : I3C  labeZled fatty a c i d s ,  fatty m i n e s  and N acyl amino acids. 

INTRODUCTION 

Afin d ' g t u d i e r  par resonnance magnPtique nuc lea i re  ( R M N ) ,  l e  com- 
portement des acides  g r a s ,  des amines a longue chaine e t  de N acyl amino ac i -  
des dans l e s  bicouches phospholipidiques, nous avons i.te amen& a preparer  
ces composes enr ich is  en posi t ion spec i f ique  s o i t  en carbone 13, s o i t  en azote  
15. Oans ce m@moire, nous presentons d 'abord l a  preparat ion des acides  ou 
amines g r a s ,  des acides aminPs e t  enf in  des N acyl amino ac ides .  

I - Synthese d 'ac ides  gras  marques specifiquement s u r  l e  groupement carbo- 
xylique : 

Ce type de synthPse e s t  bien connu s o i t  a p a r t i r  d u  n i t r i l e  (1) 
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s o i t  par act ion d u  dloxyde de carbone sur l e  der ive organo magnesien ou l i -  
thien ( 2 ) .  Toutefois ,  1 ' i solement  d u  produi t  f i n a l  IV  presente  des d i f f i c u l -  
t @ s  dues 2 l a  presence des sous-produi ts ,  I ,  V e t  VI qui meme a l ' e t a t  de 
t r a c e s ,  per turbent  l ' e t u d e  physic0 chimique. I1 f a u t  remarquer que, malgre 

IV 

13 
11 

V 0 

R-H R- C-R 

l ' u t i l i s a t i o n  d ' u n  exces d'organo magnesien par rapport  l a  q u a n t i t e  de C02 

pour minimiser l a  formation de cetone V I ,  i l  s e  forme toujours  une plus grande 
quant i te  de compose VI dans l a  synthese de l ' a c i d e  myris t ique que dans c e l l e  
de 1 ' ac ide  s tear ique .  

La p u r i f i c a t i o n  de l ' a c i d e  cherche a pu &re  r e a l i s e e  par chroma- 
tographie s u r  colonne de s i l i c a g e l  : l ' e l u t i o n  par l ' e t h e r  de pe t ro le  e l imi-  
ne l e  bromoalcane I e t  l 'hydrocarbure V ,  l e  melange t e t r a c h l o r u r e  de carbone- 
benzene (80/20 V / V )  elirnine l a  cetone symetrique VI ,  enf in  l ' a c i d e  gras  IV 
e s t  recupere en e luant  avec d u  d i i sopropyle ther .  

L 'obtent ion de 1 'amino octadecane 13C-l (s tearylamine 13C-l) a 
p a r t i r  d u  n i t r i l e  l 3 C X  correspondant par reduction a I ' a ide  de l 'hydrure  de 
l i thium e t  d'aluminium ne pose pas de probleme p a r t i c u l i e r .  Afin d ' i s o l e r  
1 'amine t r e s  pure ( v e r i f i c a t i o n  e f fec tuee  par C C M ,  SM e t  K M N  d u  1 3 C )  nous 
avons dG e f f e c t u e r  une chromatographie s u r  colonne de s i l i c a g e l  sur l e  pro- 
d u i t  b r u t  de synthese,  puis une a u t r e  p u r i f i c a t i o n  sur son chlorhydrate .  

La preparat ion de 1 'amino octadecane 15 a e t @  r e a l i s e e  selon l a  
methode de Gabriel ( 3 , 4 ) .  Sa p u r i f i c a t i o n  s u r  colonne de s i l i c a g e l  n ' o f f r e  
aucune d i f f i c u l t @ .  

* i,i' pLt,riI!e L! ? ~ t  8trs otitenic avec un renciemerit prcxque q u a n t i t a t i f  en u t i -  
- - - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

~ ! ? ~ C : Y L I .  / . ( I  mitho& cii:critc p m  (51. 
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L 'amide l 3 C - l  s t e a r i q u e  e s t  ob tenu p a r  a c t i o n  de 1 'amrnoniac anhydre 

s u r  l e  c h l o r u r e  d ' a c i d e  avec un rendement de 85%. A cause de sa f a i b l e  s o l u b i -  

l i t 6  dans l e s  s o l v a n t s  o rgan iques  seu l  l e  spec t re  de masse a permis de d e t e r -  

m ine r  sa pu re te .  

I 1  - Synthese des ac ides  DL glutarniques 1 3 C - l  e t  13C-5  

1) Zynthese _ - - - -__________- -____ de 1 ' a c i d e  DL g l u t a m i g g g - ~ ~ C I ~  - - -__-  

Parmi l a  grande v a r i e t e  de syntheses de l ' a c i d e  glutarnique, l a  p l u s  
adaptee au marquage i s o t o p i q u e  s u r  l e  groupement c a r b o x y l i q u e  e s t  i n c o n t e s t a b l e -  

ment c e l l e  de S t r e k e r  ( 6 , 7 )  : 

K I 3 C N  
,C - (CH2)2  YH - 1 3 C  E N 

NH 
NH4Cr' CH30 

C - (CH? - C O ,  

CHP' 2 H 

2 

Le f o rmy l -3  p rop iona te  de methy le  a e t e  p repare  se lon  l a  s u i t e  de 

r e a c t i o n s  : 

0 n 0 
s o u 2  c 4  PdlBaSOq,H2, [ C 4  'H 

0 

' CH30H GO 0 - [:::H -[ 'C1 4 0  Toluene 
C 4  

\ OCH3 c \  OCH3 'OCH3 

Nous avons cons ta te  au cours  de nombreux e s s a i s  a b l a n c  que l e  ren-  

dement de l a  synthese de l ' a c i d e  g lu tamique dependa i t  dans une l a r g e  mesure de 

l a  p u r e t e  de l ' a l d e h y d e  de depar t ,  c ' e s t  pourquo i  nous avons apporti. une a t t e n -  

t i o n  p a r t i c u l i e r e  a sa p u r i f i c a t i o n .  
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2) s r n t h ~ s e _ d f _ l l a c l d e - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ q ~ e - ~ ~ ~ ~ ~  
L ' a c i d e  DL g lu tamique 13C-5 e s t  ob tenu d ' a p r e s  l a  methode p recon i -  

see p a r  P i c h a t  e t  c o l l .  ( 8 )  p a r  a c t i o n  de K13CN s u r  1 'a benzamido b u t y r o l a c -  

tone s u i v i e  d 'une  hyd ro l yse  ac ide .  La r e a c t i o n  c o n d u i t  d 'une  p a r t  a l ' a c i d e  

g lu tamique recherche,  d ' a u t r e  p a r t  a l ' homoser ine .  La methode de p u r i f i c a t i o n  

adoptee pa r  ( 8 )  nous ayant  pa ru  l a b o r i e u s e ,  nous avons m is  au PO n t  une metho- 

de rap ide  e t  e f f i c a c e  pour  separer  I ' a c i d e  g lu tamique marque de 'homoser ine 

en nous basant  s u r  l a  d i f f e r e n c e  de l e u r  pHi (pHi  Glu = 3,1, pHi homoserine= 

6 , 3 ) .  

I 1 1  - SynthPse de N p a l m i t o y l  amino ac ides  

Le couplage d ' u n  ac ide  gras  avec un ac ide  amine peu t  P t r e  r e a l i s @  

par  d i f f e r e n t e s  methodes, t o u t e s  a peu p res  e q u i v a l e n t e s  du p o i n t  de vue du 

rendement quand il s ' a g i t  d ' a c i d e s  amines hydrophobes ( A l a ,  Gly, Val  e t c ) .  

La methode aux anhydr ides  m i x t e s  ( 9 )  c o n s i s t e  a fo rmer  un anhydr i -  
de e n t r e  l ' a c i d e  gras  a c o u p l e r  e t  l e  c h l o r o f o r m i a t e  d ' e t h y l e  s u i v a n t  l a  reac -  

t i o n  : 

L ' a c i d e  a i n s i  a c t i v e  r e a g i t  a isement avec 1 'amino ac ide  en m i l i e u  bas ique pour 

f o u r n i r  l e  N a c y l  amino a c i d e .  

Une a u t r e  v a r i a n t e  de c e t t e  methode (10)  f a i t  appel  au N hydroxy- 

succ in im ide  ou N hydroxy  p h t a l i n i i d e  comme a c t i v a t e u r  de l ' a c i d e  g r a s .  

L ' a c i d e  a c t i v e  sous c e t t e  forme- c o n d u i t  f a c i l e m e n t  8 une l i a i s o n  p e p t i d i q u e  

avec un ac ide  amine en m i l i e u  tampon (NaHCO ) 3 

La deuxieme methode (11) c o n s i s t e  ti f a i r e  r e a g i r  l e  c h l o r u r e  de 

l ' a c i d e  gras dans un s o l v a n t  o rgan ique (T .H .F .  o u  dioxanne) s u r  l ' a c i d e  amine 

en m i l i e u  bas ique 2 basse tempera ture .  
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Cette  dern iere  methode e s t  par t icul ierement  adaptee a l a  synthese 
des molecules marquees car  l e  chlorure  d ' a c i d e  qui n ' a  pas reagi se  re t rouve 

apres hydrolyse sous forme d ' a c i d e  gras  dans l a  phase organique e t  l ' a c i d e  

amine dans l a  phase aqueuse. Nous avons a i n s i  prepare le N palmitoyl a lan ine  
13c-1, l e  N palmytoy1 13c-1 u 
que l e s  N palmitoyl de l ' a c i d e  glutamique I3C-l e t  15C-5. 

13 c a lan ine ,  le N palmitoyl glycine 13c-1 a i n s i  

PhRTIE EXPEKIMtNTALE - - 

Les spec t res  de masse sont  e f fec tues  s u r  u n  spectrometre de masse 
Varian de type C H 5  a une energie  de 70eV par introduct ion d i r e c t e .  

15 Les spectres  de R . M . N .  C son t  e n r e g i s t r e s  sur  u n  spectrometre 
B R U K E R  W H  90 ( F . T . )  a 2 2 ,  63 MHz. 

Les chromatographies s u r  couche mince ( C C M )  ont  e t e  e f fec tuees  
s u r  des plaques de s i l i c a g e l  ( type  F254 ,  Merck). La L a lan ine  1 3 C - l ,  l a  L 
a lanine U C e t  l a  glycine 13C-l proviennent du C.E.A. (Saclay,  France) .  13 

Synthese des acides gras  

Le bromo heptadecane commercial ( * )  n ' e t a n t  pas convenable, nous 
l ' avons  prepare par decarboxylation de l ' a c i d e  s tear ique  (PKOLABO pour usa- 
ges s c i e n t i f i q u e s )  selon une methode preconisee p a r  ( 1 2 )  avec u n  rendement 
de 83% ( C C M  e t  SM). 

par 5 millimoles de 13C02 provenant de la  decomposition de l g  de Ba 13C03 
( ~ o ~ A ~ ~ c )  selon l a  technique d e c r i t e  par ( 2 )  nous a conduit 2 un res idu q u ' o n  
a dissous dans un volume minimum d ' e t h e r  de pe t ro le  e t  f ix6  s u r  une colonne 
de s i l i c a g e l  (30 cm x 2 cm) (Kielselgel  100, 0,063 - 0,200 n m .  Merck). 

La carbonataxion de 8 mil 1 imoles de bromure d'heptadecyl magnesium 

L'exces de bromoheptadecane a i n s i  que l 'heptadecane sont  e lues  p a r  
150 ml d ' e t h e r  de p e t r o l e ,  l a  c i tone  syrnetrique avec 200 in7 d u  melange CC14-  
benzene (80/20 V / V ) ,  enf in  l ' a c i d e  gras  par 300 m l  d ' i sopropyle ther .  Une CCM 
de l a  dern iere  f r a c t i o n  ( C H C 1 3 /  isopropanol 9/1 V / V )  revele  l ' e x i s t e n c e  d u  

seul acide (m6me Rf q u ' u n  echant i l lon  d ' a c i d e  non marque). 

x Signi i ions  quc i e  hrornoheptud6cane nornrnerr4aZ ne donne pas  j'uci lkment un 
mcqnJsien, m&mc apr8s  disti Z l u t i o n ;  nous pensons que co h i - c i  e s t  obtenu 
par brornaticrn de 7 ' a i coo l  correspondant e t  qu'une trace d 'u l coo?  s u f f i r a i t  
ii i n h i b e r  l a  formation du magne'sien. 
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Le meme mode opera to i re  a e t P  adopte p o u r  l a  preparat ion des a c i -  

des myristique e t  laur ique.  Le rendement de l a  react ion var ie  e n t r e  70 e t  80% 
d 'apres  plusieurs  e s s a i s .  

SynthPse de 1 'aminooctadecane lI3C (s tearylamine)  - 

Une so lu t ion  de 4 millimoles de bromoheptadecane e t  2 millimoles de 
K I 3 C N  (90% I3C) dans 50 m l  d 'e thanol  absolu(*) e s t  chauffe a re f lux  pendant 
7 2  heures; l e  bromure de potassium forme e s t  e l imine p a r  f i l t r a t i o n .  Le f i l t r a t  

e s t  evapore e t  l e  res idu e s t  dissous dans l ' e t h e r ,  l a  phase eth6ri.e e s t  lavee 
avec une so lu t ion  de H C 1  0 , lN.  On seche s u r  Na2S04 e t  evapore l e  solvant  S O U S  

pression r e d u i t e .  On continue de secher l e  n i t r i l e  en dess ica teur  pendant une 

n u i t  sur P205. Le residu es t  dissous dans 20 rnl d ' g t h e r  anhydre e t  on l ' a j o u -  
t e  gout te  a gout te  a une suspension de 8 millimoles de Li A 1 H 4  dans 20 m l  d ' P -  
t h e r .  Apres addi t ion complete de l a  so lu t ion  @thi.r@e, l e  melange e s t  por te  a 
e b u l l i t i o n  pendant 4 heures. O n  l e  r e f r o i d i t  dans u n  bain de glace e t  on de- 

compose l ' excPs  de Li A1H4 par a d d i t i o n ,  gout te  a gout te ,  d 'une so lu t ion  sa-  
tu ree  de Na2S04. On a joute  100 ml d ' e t h e r  au  melange e t  on f i l t r e .  La phase 
etheree e s t  i s o l e e  par decanta t ion ,  sechee s u r  Na2S04 e t  Gvaporee a sec .  O n  
ob t ien t  u n  res idu s o l i d e  donnant u n  t e s t  p o s i t i f  a l a  ninhydrine.  Celui-ci  

e s t  dissous dans C H C 1 3  e t  f i x e  s u r  une colonne de s i l i c a g e l  (30  cm x 20 cm) 
(Kie lse lge l  60 0,063-0,20 mm Merck). 

L ' e l u t i o n  a u  chloroforme nous permet d 'e l iminer  1 'exces de bromohep- 
tadecane e t  eventuellement de l 'heptadecane,  e t  l e  melange CHC13-CH30H (60/40 
V / V )  elue l a  s tearylamine.  L ' e l u a t  e s t  r e c u e i l l i  j u s q u ' a  t es t  nPgat i f  & l a  
ninhydrine. O n  evapore l e  so lvant  sous vide e t  l e  res idu jaundt re  e s t  dissous 
dans 50 ml d ' e t h e r  dans lequel on f a i t  barboter  d u  gaz H C 1  anhydre jusqu 'a  
Saturat ion.  Le chlorhydrate  de s tearylamine p r e c i p i t e ,  i l  e s t  i s o l e ,  lave 
abondamment a l ' e t h e r  sec e t  seche sous vide dans un dess ica teur  sur KOH. On 
r e l i b e r e  l 'amine en d isso lvant  son chlorhydrate  dans l ' e a u  a 6OoC e t  en neu- 
t r a l i s a n t  avec une so lu t ion  de soude 0 , l  M .  L'amine e s t  e n s u i t e  e x t r a i t e  au 
chloroforme. Une CCM avec l e  systeme de so lvants  CHC13/CH30H (90/10 V / V )  e t  
revelat ion ?I l ' i o d e  e t  a l a  ninhydrine ne f a i t  appara i t re  qu'une seu le  tache 
de meme R f  q u ' u n  echant i l lon  t h o i n  ( R d t  65% par rapport  2 K C N ) .  

Synthese de 1 'amino -~ octadecane 15N fstearvlamine 

13 

15 
N )  - __. 

A 6 millimoles de bromoheptadecane dissous dans 30 m l  de  DMF anhydre, 
- - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
( x )  Bier; +L 'il f(:rmution 

r!<>us ~ t s 'ons  priPf4rd ut 
nizri ' le  soit  p l u s  r a p i d e  dans l e  DMSO 0~ l e  Li,tp,  

ser i '%thanoi  pour des  raisons de comodit&. 
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on a joute  3 millimoles de phtalimide de potassium I5N. Le melange e s t  porte  
a 100°C e t  maintenu a c e t t e  temperature pendant 7 heures. Apres r e f r o i d i s s e -  
ment, on evapore l e  solvant  e t  l e  res idu e s t  lave avec une so lu t ion  de NaOH 
0,1N, puis a l ' e a u .  I1 e s t  ensui te  seche e t  mis en suspension dans 30 mi d ' e t h a -  

no1 en presence de 1 ml d 'hydrazine hydrate d 85%. Le melange e s t  chauffe a 
re f lux  pendant deux heures. On r e f r o i d i t  l e  melange, evapore sec e t  le r e s i -  
du e s t  r e p r i s  avec 30 m l  de H C 1  (6N). On chauffe a e b u l l i t i o n  pendant une 
heure e t  f i l t r e  l a  so lu t ion  a chaud. Par re f ro id issanent  2 0°C le chlorhydra- 
t e  de stearylamine 1 5 N  p r e c i p i t e .  On 1 ' i s o l e ,  l e  lave avec de 1 'eau glacee.  
L'amine e s t  l i b e r e e  comme precedemment e t  soumise a une chromatographie s u r  
colonne de s i l i c a g e l  (30 cm x 2 cm) e luant  : (CHC13/CH30H 10/30  V / V ) .  On co l -  
l e c t e  des f r a c t i o n s  de 5 ml sur un  c o l l e c t e u r  automatique d raison d 'un  tube  
de 5 mi tou tes  l e s  15 m n  jusqu 'd  t e s t  negat i f  ti l a  ninhydrine de l ' e f f l u e n t .  
Le contenu des tubes e s t  soumis d une CCM avec reve la t ion  a l ' i o d e  e t  a l a  
ninhydrine. On rassemble l e  contenu des tubes contenant l e  produi t  p u r ,  on 
evapore a sec ,  on o b t i e n t  des c r i s t a u x  parfaitement blancs d o n t  on a enregis-  
t r e  l e  spec t re  R M N  I3C e t  l e  spec t re  de masse (Kendement par rapport  au p h t a -  
limide de potassium : 7 2 % ) .  

Synthese de 1 'amide s tear ique  "C-1 

A une so lu t ion  de 2 millimoles d ' a c i d e  s tear ique  13C-l dans 5 ml 
de benzene anhydre, on a joute  0 ,5  ml de S0Cl2 ( d i s t i l l e  sur quinoleine)  e t  
l e  melange e s t  porte  a re f lux  pendant deux heures. On evapore a sec sous pres- 
s ion redui te  e t  on recommence l a  meme operat ion.  O n  elimine ensui te  l e  benzene 
e t  l ' exces  de S0Cl2 a l a  pompe vide. Le residu huileux e s t  dissous dans l ' e t h e r  
anhydre (25 m l )  e t  l a  so lu t ion  e s t  soumise a u n  barbotage de N H 3  anhydre. L 'a-  
mide e t  l e  chlorure  d'ammonium p r e c i p i t e n t .  On elimine l ' e t h e r  e t  l ' e x c e s  de 
N H 3  SOUS vide,  l e  res idu e s t  lave a l ' e a u  pour e l iminer  N H 4 C 1 .  L'amide e s t  se- 
che en dess ica teur  e t  r e c r i s t a l l i s e  deux f o i s  dans l e  T . H . F .  

La f a i b l e  s o l u b i l i t e  de l a  molecule dans l e s  solvants  organiques 
ne nous a pas permis d ' e n r e g i s t r e r  son s p e c t r e  R . M . N .  13C.  E l le  a e t e  donc 
i d e n t i f i e e  par SM. 

Synthese de l ' a c i d e  D L  glutamique 1 3 C - l  - 
a )  zynthese d u  formyl-3 propionate de methyle 

- - ^ _ _ _ _ _ - _ - _ - - _ _ _ _ _ _ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Une so lu t ion  de chloroformyl-3 propionate de methyle (309) d a n s  
200 ml de xylene e s t  placee dans un  t r i c o l  de 500 ml en presence de 59 de 



998 0. Bouloussa and P Dizabo 

Pd/BaS04 e t  1 ml d 'une so lu t ion  de quinoleine S ( 1 3 ) .  Le t r i c o l  e s t  muni d ' u n  
re f r igera teur  ascendant qu'on r e l i e  a u n  tube plongeant dans 400 ml d 'eau .  
Par l a  tubulure  l a t e r a l e ,  on f a i t  a r r i v e r  un courant de H2 directement dans 
l a  so lu t ion .  On purge l ' a p p a r e i l  sous a g i t a t i o n  pendant 30 m n ,  puis sous agi- 
t a t i o n  e t  barbotage de H2, on chauffe l e  melange a 120°C : l e  gaz chlorhydri-  

que forme ent ra ine  par l e  courant de H2 e s t  dissous dans l ' e a u  e t  dose au f u r  
e t  a mesure par une so lu t ion  de soude 4N en presence de phenolphtaleine. O n  
a r r e t e  l e  chauffage une demi-heure apres addi t ion de l a  quant i te  theorique 
de soude necessaire  p o u r  n e u t r a l i s e r  l ' a c i d e  chlorhydrique forme au cours de 
l a  reac t ion .  On r e f r o i d i t  l e  melange, f i l t r e  l e  ca ta lyseur  e t  evapore l e  xy- 
lene sous pression redui te .  Le residu e s t  soumis a une d i s t i l l a t i o n  s u r  colon- 
ne a bande tournante sous 20 m m / H g .  On r e c e u i l l e  7 f r a c t i o n s  passant e n t r e  
79 e t  81°C qu'on soumet a une chromatographie preparat ive en phase vapeur (30% 
SE 30 Chrom P 45/60). Seules l e s  f r a c t i o n s  pures o n t  e t e  u t i l i s e e s  pour l a  

preparation de 1 ' ac ide  DL glutamique ' j C - 1 .  

4 10 millimoles de formyl-3 propionate de methyle dissous dans 
6 m l  de CH30H s a t u r e  d'ammoniac a - 1 O " C ,  on a joute  10 m l  d 'une so lu t ion  ammo- 
niacale  a 24%, 6 millimoles de N H 4 C 1  e t  6 millimoles de K CN. Le melange e s t  
abandonne pendant 48 heures 2 la temperature ambiante, puis soumis a u n  chauf- 
fage a 50°C pendant 2 heures. On evapore l e s  solvants  sous vide e t  d i ssout  l e  
residu rougedtre dans 20 m l  de HCI  6N. On chauffe a re f lux  pendant 15 heures. 
AprPs t ra i tement  a u  charbon animal e t  f i l t r a t i o n ,  on evapore a sec .  Le residu 
e s t  dissous dans l e  minimum d 'eau e t  f i x e  sur une colonne Dowex 50 WXH' 

(25 cm x 2 cm). O n  lave a l ' e a u  jusqu 'a  pH neutre  e t  on elue l ' a c i d e  amine 
par NH40H ( 2 N ) .  

e t  a j u s t e  l e  pH a 3,2 p a r  addi t ion de quelques gout tes  de H C 1  concentre. La 
solut ion obtenue e s t  a joutee  sous f o r t e  a g i t a t i o n  a 30 ml d ' e t h a n o l .  L 'acide 
glutamique e s t  completement prec ip i t6  aprPs quelques heures a -20°C. 11 e s t  
i s o l e  e t  seche sous vide.  Son spec t re  K.M.N.  I3C n ' ind ique  l a  presence d ' a u -  
cune impurete. Kendement compris e n t r e  55 e t  6 5 %  p a r  rapport  2 K C N  d ' a p r e s  
plusieurs  e s s a i s  2 blanc. 
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On evapore l ' e l u a t ,  d i ssout  l e  res idu d a n s  l e  minimum d 'eau 

- Synthese de 1 ' ac ide  DL glutamique - 13C-5 -_ 

La phase aqueuse provenant de  l 'hydro lyse  du cyano 13C benzamido- 
butyrate  de potassium ( 8 )  e s t  evapor@e a sec 
minimum d 'eau e t  f i x e  s u r  une colonne de res  

On lave la  colonne a l ' e a u  d i s t i l l e e  jusqu'a 
l 'homoserine sont  6 1 ~ 6 s  par NH40H ( 2 N )  jusqu 
On e lue  l ' a c i d e  glutamique avec une so lu t ion  

Le residu e s t  dissous dans l e  
ne oowex SOW x H+ (30 cm x 2 cm) 

pH neut re .  L 'ac ide  glutamique e t  
2 t e s t  negat i f  a l a  ninhydrine. 
d ' ac ide  formique a 5%.  
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La s o l u t i o n  obtenue e s t  concent ree  sous v i d e ,  t r a i t e e  au charbon 

an imal .  Apres f i l t r a t i o n  on concen t re  l a  s o l u t i o n  sous v i d e  j u s q u ' z  2 3 3 ml. 
On p r e c i p i t e  l ' a c i d e  g lu tamique  p a r  a d d i t i o n  de 30 ml d ' e t h a n o l .  On o b t i e n t  

a i n s i  370 mg d ' a c i d e  DL g lu tan i ique a p a r t i r  de 350 mg de K CN, s o i t  un rende- 

ment de 47% p a r  r a p p o r t  au K CN. Son s p e c t r e  R . M . N .  1 3 C  montre que l e  p r o d u i t  

e s t  pu r .  
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i 3  

SynthPse des N p a l m i t o y l  amino ac ides  

On d i s s o u t  2 m i l l i m o l e s  de g l y c i n e  ou d ' a l a n i n e  1 3 C - l  dans 2 m l  de 

NaOH 2N e t  2 m l  de THF. On a j o u t e  a l t e r n a t i v e m e n t  g o u t t e  A g o u t t e  une s o l u t i o n  

de 3 m i l l i m o l e s  de c h l r o r u r e d e  p a l m i t o y l e  dans 3 m l  de THF e t  une s o l u t i o n  de 

NaOH (4N) (sous a g i t a t i o n  e t  en r e f r o i d i s s a n t  l e  melange r e a c t i o n n e l  dans un 

b a i n  de g l a c e ) .  Une heure apres l ' a d d i t i o n  des r e a c t i f ' s ,  on d i l u e  l e  m i l i e u  e t  

on a c i d i f i e  p a r  a d d i t i o n  de HC1 6N. Le p r e c i p i t e  e s t  i s o l e ,  lave  abondamment 

a l ' e a u  e t  seche sous v i d e .  1'1 e s t  r e p r i s  p a r  20 ml d ' e t h e r  de p e t r o l e  a chavd 

pour  d i ssoudre  l ' a c i d e  p a l m i t i q u e  en exces. Le p a l m i t o y l  amino a c i d e  e s t  isole 
p a r  f i l t r a t i o n ,  l a v e  avec un peu d ' e t h e r  de p e t r o l e  e t  seche. Les rendements 

v a r i e n t  e n t r e  70 e t  78%. Le m@me mode o p e r a t o i r e  a P t e  u t i l i s e  pou r  p r e p a r e r  

l e  N p a l m i t o y l  I 3 C - l ,  U C A l a  e t  l e s  N p a l m i t o y l  G lu  I 3 C - l  e t  13C-5. Nous 

avons conf i rme l a  pureti. de ces N p a l m i t o y l  amino ac ides  p a r  SM e t  RMN 1 3 C .  
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