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ORGANIC PREPARATIONS AND PROCEDURES 1 ( 2 ) ,  121-126 (1969) 

APPARATUS WITH UTIL ITY  FOR ANHYDROUS HYDROGEN FLUORIDE 
TREATMENT OF PEPTIDES A N D  PEPTIDE-RESIN COMPLEXES 

L i n d a  M. P o u r c h o t  ( M r s . )  a n d  John  J. J o h n s o n ,  
M o n s a n t o  Company, 800 N o r t h  L i  n d b e r g h  €31 vd .  , 
S t .  L o u i s ,  M i s s o u r i  63166 

An a p p a r a t u s  i s  d e s c r i b e d  f o r  u t i l i z i n g  a n h y d r o u s  h y d r o g e n  

f l u o r i d e  i n  r e m o v a l  o f  p r o t e c t i n g  g r o u p s  f r o m  p e p t i d e s  and i n  

s t r i p p i n g  p e p t i d e s  f r o m  c a r r i e r  r e s i n s  i n  s o l i d - p h a s e  p e p t i d e  

s y n t h e s i s .  I t  f e a t u r e s  r e a d i l y  a v a i l a b l e  p a r t s ,  economy and 

ease  o f  assemb ly .  

P r o c e d u r e :  

P e p t i d e s  p r e p a r e d  b y  t h e  M e r r i f i e l d  have  been  

s t r i p p e d  f r o m  t h e  c a r r i e r  r e s i n  b y  t r e a t m e n t  w i t h  a n h y d r o u s  

h y d r o g e n  f l u o r i d e  . A number o f  s i d e - c h a i n  b l o c k i n g  g r o u p s  a r e  

removed c o n c u r r e n t l y .  An a p p a r a t u s  f o r  c o n d u c t i n g  t h i s  r e a c t i o n  , 

c o n s t r u c t e d  f r o m  poly-trifluoro-monochloroethylene ( D a i f l o n )  , 

has been  d e s c r i b e d  b y  S a k a k i b a r a  . 

4 

5 

We w i s h  t o  r e p o r t  t h e  s u c c e s s f u l  use  o f  a c o n v e n i e n t ,  

i n e x p e n s i v e  a p p a r a t u s  ( F i g .  1 )  w h i c h  i s  e a s i l y  a s s e m b l e d  f r o m  

c o m m e r c i a l  l y - a v a i l a b l e  p o l y e t h y l e n e ,  p o l y p r o p y l e n e  and t e f l o n  

p a r t s .  B r i e f l y ,  t h e  h y d r o g e n  f l u o r i d e  i s  d i s t i l l e d  f r o m  t h e  

c y l i n d e r ,  condensed  i n  t h e  f i r s t  b o t t l e ,  t h e n  r e d i s t i l l e d  i n  

an i n e r t  gas s t r e a m  i n t o  a s c r u b b i n g  a p p a r a t u s  c o n t a i n i n g  

aqueous p o t a s s i  um h y d r o x i d e .  
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L. M. POURCHOT AND J. J. J O H N S O N  

The a p p a r a t u s  i s  r e a d i l y  b u i l t  i n  an e x h a u s t  hood from t h e  

f o l  lowing ma te r i  a1 s : 

P o l y e t h y l e n e  t u b i n g ,  1 / 4 "  O D  

P o l y e t h y l e n e  t e e s  and c o n n e c t o r s ,  Be1 Art P r o d u c t s ,  
1 / 4 "  swedge- type  connec t i  ons Pequannuck, N.J .  

P o l y e t h y l e n e  gas  d i f f u s i o n  tube  Be1 Art P r o d u c t s ,  
Pequannuck, N.J. 

"Chemware" (Te f lon /Ha lon)  s t o p c o c k s ,  Chempl as  t , I n c .  , 
1 / 4 "  Wayne, N.J .  

Po lypropy lene ,  sc rew c a p ,  b o t t l e s ,  Nal ge Company, 
( 1  o z . )  R o c h e s t e r ,  N . Y .  

Po lyp ropy lene ,  screw c a p ,  b o t t l e s ,  Nalge Company, 
(16  o z . )  R o c h e s t e r ,  N . Y .  

Po lyp ropy lene ,  screw c a p ,  b o t t l e s ,  Nal ge Company, 
(32  o z . )  R o c h e s t e r ,  N . Y .  

P r e - p u r i f i e d  n i t r o g e n  gas  
( M i n i m u m  w a t e r  and oxygen c o n t e n t )  

Potass ium hydroxide  s o l u t i o n  ( 1 0 % )  

In o r d e r  t o  o b t a i n  g a s - t i g h t  s e a l s  f o r  t h e  1 02. r e a c t i o n  

b o t t l e s  and d i s t i l l a t i o n  r e s e r v o i r ,  two 15/64"  h o l e s  a r e  c a r e -  

f u l l y  d r i l l e d  i n  t h e  c a p ,  wi th  c a r e  t o  avo id  damage t o  t h e  normal 

r i d g e  s e a l .  P o l y e t h y l e n e  t u b i n g ,  c u t  t o  t h e  d e s i r e d  l e n g t h s ,  

i s  t a p e r e d  w i t h  a c o a r s e  emery c l o t h  on t h e  end t o  be i n s e r t e d  

i n  the cap .  The t a p e r e d  ends a r e  c h i l l e d  i n  d ry  i c e .  The gas  

i n l e t  t ube  i s  c a r e f u l l y  i n s e r t e d  about  1 - 1 / 2 "  t h r o u g h  a p re -  

warmed ( h o t  a i r  g u n )  d r i l l e d  cap .  The gas e x i t  t ube  i s  i n s e r t e d  

i n  a s i m i l a r  manner abou t  1 /4 -1 /2"  t h r o u g h  t h e  cap  a f t e r  aga in  

warming t h e  cap.  A g a s - t i g h t  s e a l  i s  normal ly  o b t a i n e d  as  t h e  

cap c o o l s  and t h e  t u b i n g  warms. I t  i s  t e s t e d  f o r  l e a k s  wi th  

5 p s i  gas  p r e s s u r e  a n d  f a i l u r e s  d i s c a r d e d .  This  t e c h n i q u e  i s  

n o t  g e n e r a l l y  s u f f i c i e n t  f o r  s e a l i n g  t h e  l a r g e r  t r a p  and 

s c r u b b e r  b o t t l e s .  T o  p r e p a r e  t h e s e  s u r f a c e s  f o r  cement ing ,  t h e  
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PEFTIDES AND PEFTIDE-RESIN COMPIXXES 

caps  and t u b i n g  a r e  t r e a t e d  w i t h  c h r o m i c  a c i d  c l e a n i n g  s o l u t i o n  

a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  two  h o u r s ,  washed t h o r o u g h l y  w i t h  h o t  

w a t e r  and d r i e d .  The t u b i n g  i s  t h e n  i n s e r t e d  i n  t h e  h o l e s  i n  

t h e  caps  and t h e  e x t e r n a l  j o i n t  i s  s e a l e d  w i t h  s t a n d a r d  epoxy  

cement .  The t u b e s  a r e  s p l i n t e d  t o  i m m o b i l i z e  t h e  j o i n t .  T h i s  

cement i s  s l o w l y  a t t a c k e d  by  h y d r o g e n  f l u o r i d e ,  b u t  t h i s  has 

n o t  p r o v e n  a p r o b l e m  w i t h  e x t e r n a l  use  i n  t h e  s c r u b b i n g  sys tem.  

T e f l o n  t a p e  p i p e - j o i n t  s e a l e r  i s  u s e d  on t h e s e  l a r g e r  p l a s t i c  

t h r e a d s  t o  i n s u r e  a t i g h t  cap  s e a l .  No m a j o r  l e a k  p r o b l e m s  

have  been e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e  swedge- t ype  p r e s s u r e  s e a l e d  

j o i n t s  o f  t h e  t e e s .  ( A  s e a l  f o r  a t t a c h m e n t  o f  t u b i n g  t o  t h e  

t a p e r e d  e x i t  o f  t h e  gas c y l i n d e r  v a l v e  was a c h i e v e d  b y  warm ing  

3 / 8 "  p o l y e t h y l e n e  t u b i n g ,  s l i p p i n g  i t  o v e r  t h e  t a p e r e d  v a l v e  

and  o b t a i n i n g  a s h r i n k - f i t  by c o o l i n g .  Gas t i g h t  j o i n t s  be tween  

3/8" and 1 / 4 "  t u b i n g  a r e  a c h i e  

j o i n t  w i t h  a h o t - a i r  gun. The 

w a t e r  t o  p r o m o t e  a s h r i n k  f i t .  

I n  o p e r a t i o n ,  t h e  s y s t e m  

n i t r o g e n .  The samp le  b o t t l e  , 

e d  by  i n s e r t i n g  and m e l t i n g  t h e  

o u t s i d e  i s  t h e n  c o o l e d  u n d e r  t a p  

s t h o r o u g h l y  f l u s h e d  w i t h  

o n t a i n i n g  t h e  samp le ,  a n i s o l e  

and t e f l o n - c o a t e d  s t i r r i n g  b a r ,  i s  a t t a c h e d  and f l u s h e d  w i t h  

n i t r o g e n  f o r  a b o u t  5 m i n u t e s .  The b o t t l e  i s  i s o l a t e d  by  

c l o s i n g  t h e  s t o p c o c k s ,  t h e  gas c y l i n d e r  i s  immersed i n  warm 

w a t e r  (50-60°C) and t h e  d e s i r e d  amount o f  h y d r o g e n  f l u o r i d e  

i s  condensed i n  t h e  r e s e r v o i r  b o t t l e  c h i l l e d  w i t h  a d r y - i c e  

a c e t o n e  b a t h  ( t i m e ,  a b o u t  5 m i n u t e s ) .  D i s t i l l a t i o n  i s  some- 

w h a t  f a s t e r  i f  t h e  b y - p a s s  t o  t h e  s c r u b b i n g  s y s t e m  i s  open;  

c a r e  mus t  be  used  t o  p r e v e n t  b a c k - u p  o f  c a u s t i c  s o l u t i o n  i n t o  

t h e  t r a p .  The b y - p a s s  v a l v e  i s  c l o s e d  and t h e  r e a c t i o n  b o t t l e  

c o n n e c t e d  t o  t h e  r e s e r v o i r ,  t h e  h y d r o g e n  f l u o r i d e  i s  h e a t e d  
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L. M. POURCHOT AND J. J. J O H N S O N  

w i t h  a w a r m  w a t e r  b a t h  (40-60°C) a n d  d i s t i l l e d  i n t o  t h e  r e a c t o r  

c o o l e d  w i t h  a d r y - i c e  a c e t o n e  b a t h .  D e p e n d i n g  on t h e  a m o u n t  

o f  h y d r o g e n  f l u o r i d e  r e q u i r e d ,  t h e  t i m e  o f  t h i s  o p e r a t i o n  i s  

5 - 1 0  m i n u t e s .  The r e a c t o r  i s  i s o l a t e d  b y  c l o s i n g  t h e  s t o p c o c k s  

a n d  t h e  r e s e r v o i r  i s  f l u s h e d  w i t h  n i t r o g e n  t h r o u p h  t h e  b y - p a s s  

l i n e  t o  t h e  s c r u b b i n g  s y s t e m .  

T h e  r e a c t i o n  c a n  b e  r u n  f o r  t h e  d e s i r e d  t i m e  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  o r  a t  s e l e c t e d  l o w e r  o r  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s  v i a  

i m m e r s i o n  o f  t h e  r e a c t o r  b o t t l e  i n  a c o n s t a n t - t e m p e r a t u r e  b a t h .  

A t  t h e  e n d  o f  t h e  r e a c t i o n ,  t h e  r e a c t o r  b o t t l e  i s  c o n n e c t e d  

t o  t h e  s c r u b b e r .  A f t e r  i n i t i a l  p r e s s u r e  r e l e a s e ,  a s l o w  s t r e a m  

o f  n i t r o g e n  i s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  b o t t l e  a n d  w a r m  w a t e r  i s  

a p p l i e d .  The w a t e r  t e m p e r a t u r e  i s  l i m i t e d  o n l y  b y  t h e  h e a t  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  p e p t i d e  a n d  t h e  n e e d  t o  a v o i d  b u m p i n g  ( m o s t  

c r i t i c a l  when  t h e  r e a c t o r  i s  g r e a t e r  t h a n  h a l f  f u l l ) .  R e m o v a l  

o f  h y d r o g e n  f l u o r i d e  r e q u i r e d  5 - 1 0  m i n u t e s .  T h e  g a s  sweep  i s  

c o n t i n u e d ,  w i t h  a r e n e w a l  o f  t h e  warm w a t e r ,  u n t i l  a n i s o l e  i s  

e v a p o r a t e d  ( a n o t h e r  1 0 - 2 0  m i n u t e s ) .  T h e  s a m p l e  i s  t h e n  r e a d y  

f o r  n o r m a l  p r o c e s s i n g .  

We h a v e  o b s e r v e d  f e w  d i f f i c u l t i e s  h a n d l i n g  a n h y d r o u s  

h y d r o g e n  f l u o r i d e .  W i t h  t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d ,  n o  p e r s o n a l  

c o n t a c t  w i t h  g a s  o r  l i q u i d  i s  e x p e r i e n c e d .  H o w e v e r ,  t o  p r o t e c t  

a g a i n s t  a c c i d e n t ,  we r e c o m m e n d  u s e  o f  n e o p r e n e  g l o v e s  w h i c h  

c o v e r  t h e  w r i s t s ,  w i t h  c l o t h i n g  c o v e r i n g  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  

a rm.  S a f e t y  g l a s s e s  a n d  f a c e  mask h a v e  b e e n  r o u t i n e l y  u s e d .  

P o t a s s i u m  h y d r o x i d e  h a s  p r o v e n  a g o o d  a b s o r b a n t  f o r  h y d r o g e n  

f l u o r i d e .  I t  s h o u l d  b e  c h e c k e d  p e r i o d i c a l l y  f o r  p o s s i b l e  

e x h a u s t i o n ;  u s e  o f  a c o l o r  i n d i c a t o r  i s  u s e f u l .  The  e x i t  t u b e  
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f rom t h e  s c r u b b e r  i s  l e d  h i g h  i n t o  t h e  hood e x h a u s t  d u c t  a s  a 

p r e c a u t i o n  a g a i n s t  a c c i d e n t .  

T h e r e  i s  s l i g h t  d i s c o l o r a t i o n  o f  p o l y e t h y l e n e  t e e s  and  

o c a s s i o n a l l y  o f  b o t t l e s  and  t u b i n g .  This  p r e s u m a b l y  r e s u l t s  

f rom r e a c t i o n  w i t h  s t a b i l i z e r s  i n  t h e  p l a s t i c .  No a d v e r s e  

e f f e c t s  on t h e  p e p t i d e  o r  s u b s e q u e n t  a m i n o - a c i d  a m a l y s e s  have  

been n o t e d ,  and  any u n u s u a l l y  d i s c o l o r e d  o r  l e a k i n g  p i e c e s  

a r e  e a s i l y  and  c h e a p l y  r e p l a c e d .  P r o l o n q e d  p h y s i c a l  movement 

o f  c a p - p r e s s u r e  s e a l s  ( e . g .  i n  a t t a c h m e n t  and  removal  o f  

b o t t l e s )  can  r e s u l t  i n  s m a l l  l e a k s .  Such l e a k s  a r e  e a s i l y  

observed  by m o i s t u r e  v a p o r  i n t e r a c t i o n  w i t h  h y d r o g e n  f l u o r i d e  

and t h e  u n i t s  a r e  r e p l a c e d .  

T h i s  a p p a r a t u s  h a s  been  i n  o p e r a t i o n  i n  o u r  l a b o r a t o r i e s  

f o r  more t h a n  a y e a r .  I t  p r o v i d e s  a c o n v e n i e n t  a n d  r a p i d  

method f o r  t r e a t i n g  b l o c k e d  p e p t i d e s  o r  t h e  M e r r i f i e l d  r e s i n -  

p e p t i d e  complex  w i t h  a n h y d r o u s  hydrogen  f l u o r i d e .  
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