Die Ausfillung der Asparaginase aus wiiBrigen Ldsungen bei
niedriger Salzkonzentration mit Polyithylenglykol ist weit-
gehend pH-unabhingig. Eine Verfeinerung der Fraktionie-
rung gelingt durch Harnstoffzusatz (3 mol/l) und durch
Fillung in der Nédhe des isoelektrischen Punktes (I.P.) bei
pH =- 5 (s. Tabelle 1).

Asparaginase-Priparate ab 180 Einh./mg sind durch vorsich-
tiges Ausfillen am I.P. mit Polyiathylenglykol-Lésung kristal-
lin erhiltlich. Die Ziichtung gut ausgebildeter Kristalle
(Nadeln) gelingt besonders leicht durch Fillung mit einer
Mischung aus 50 g Polyithylenglykol (mittleres Molekular-
gewicht 6000), 25 ml Wasser und 25 ml Methanol. Die so
erhaltene kristalline L-Asparaginase hat eine spezifische Ak-
tivitit von 280 Einh./mg Protein[4, die sich durch weiteres
Umkristallisieren nicht erhdhen laBt.

Die L-Asparaginasen aus Stamm 9637 und Stamm 11303
unterscheiden sich in ihrer elektrophoretischen Wanderungs-
geschwindigkeit. Durch geringfiigige Anderung der Frak-
tionierungsgrenzen (s. Tabelle 1) ist auch aus Stamm ATCC
11303 kristalline L-Asparaginase (Asparaginase B) zuging-
lich. Unser Verfahren![5] liefert die gleichen L-Asparaginasen
wie die sdulenchromatographische Aufarbeitung der Roh-
asparaginase aus den beiden Bakterien-Stimmen.
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Valenzisomerie bei Acyloxonium-Kationen von
1,2,3-Triolen. Einfache Darstellung von
Acyloxonium-Salzen!1)

Von H. Paulsen und H. Behre(*]

Eine einfache, allgemein anwendbare Darstellungsmethode
fiir Acyloxonium-Salze!2:3} vom Typ (2) und (4) fanden wir
in der Umsetzung von 1,2- oder 1,3-Diolestern (1) bzw. (3)
mit SbCls in CH,Cl,. Die Reaktion verlduft eindeutig unter
Nachbargruppenbeteiligung und Abspaltung eines Carboxy-
lations, denn von Diestern cyclischer Diole reagiert nur die
trans-Form; so erhielten wir Acetoxonium-Salze aus den
Essigsdureestern von frans-1,2-Cyclopentan-diol (56 %);
trans-1,2-Cyclohexan-diol (25 %); trans-1,3-Cyclopentan-diol
(40%); trans-1,3-Cyclohexan-diol (59%). Je nach Nachbar-
gruppenaktivitdt und Stereochemie der Verbindung kristalli-
sieren die Salze in wenigen min bei Raumtemperatur oder
nach bis zu 48 Std. Erhitzen bei 40 °C aus. Aus (1) bzw. (3)
werden (geordnet nach abnehmender Reaktivitdt) erhalten
an (2): R = CHj (55%, 5 min bei 20 °C), C2Hs (56 %, 5 min
bei 20°C), tert.-Butyl (60%, 5 min bei 20°C), CsHs (65%,
1Std. bei 20°C), p-CsH4CH; (56%, 24 Std. bei 40°C),
p-CeH4OCH; (70%, 48 Std. bei 40°C) bzw. an (4): R =
CHj3 (48%, 3 Std. bei 40 °C), CgHs (51%, 5 Std. bei 40 °C),
p-CeH4CH3 (67%, 12 Std. bei 40°C), p-CsH4OCHj3 (697,
48 Std. bei 40°C). Die Acetyl- und Pivaloyl-Verbindungen
reagieren jeweils am schnellsten.
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Ester cyclischer Triole bilden dann Acyloxonium-Salze, wenn
sie wie (7) trans-Diol-Gruppierungen enthalten. — Aus
Glycerintriacetat entsteht ein (5a)-Salz. Das Kation (5a) ist
interessant, da es sich in einer trans-Offnungsreaktion in das
Kation (6a) umwandeln kann, welches mit (5a) identisch ist.
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Das NMR-Spektrum von (5a) in CD3;NO; weist bei Raum-
temperatur ein scharfes Acetoxonium-Methyl-Signal (v =
6.95) bei niedriger Feldstirke und ein normales Acetyl-
Methyl-Signal (t = 7.84) auf. Beim Erwadrmen verbreitern
sich beide Signale und koaleszieren bei 105 °C.

Es findet jetzt eine im Sinne der NMR-Zeitskala schnelle
reversible Umwandlung (5a)=(6a) statt. Beim Pivaloxo-
nium-Ion (5b) 148t sich die Umwandlung noch besser beob-
achten, da die Frequenzaufspaltung beider tert.-Butylsignale
kleiner und die Koaleszenztemperatur (87 °C) somit niedriger
ist, so daB weniger Zersetzungsreaktionen die Untersuchung
storen. Die Umwandlungen (5) =(6) kénnen als Valenziso-
merie eines Kations angesehen werden (AG¥-Werte s. Ta-
belle 1).

Ester des (1,3/2)-Cyclopentantriols (7) kénnen mit SbCls zum
Acyloxonium-Kation (8) oder (9) reagieren. Das Triacetat
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Tabelle 1. NMR-spekiroskopisch ermitteite AG*-Werte
fir die Umwandlungen von Acyloxonium-Kationen.

Te = Koal atur; Lo ittel: CD3NO;.
. Te Av AGF
Signal &) | (H2) | (kealimob
(Sa)<2(6a) | CH;3 378 | 53.5 | 18.7
(5b)2(6b) | (CH3):C 360 | 218 | 18.4
(8a)=(10a) | CHs 365 | 540 | 18.0
(8b)<2(106) | (CH3»C 348 | 223 | 17.8
(I=(12) | CHy ~s368 | 43.0 | 18.4

(7a) liefert nur (8a). Dieses zeigt bei erhdhter Temperatur
eine schnelle Valenzisomerisierung (8a) =(10a) (s. Tabelle 1).
Das Tripivalat (7b) liefert dagegen 43 % (8b) und 57%; (9b).
Das Ion (8b) zeigt eine schnelle Umwandlung (8b) =(10b)
(s. Tabelle 1), das Ion (9b) dagegen nicht. Aus dem Gemisch
der Hexachloroantimonate von (8b) und (9b) ist das (9b)-
Salz durch Kristallisation zu gewinnen, wodurch (1,2,3/0)-
Cyclopentantriol zuginglich wird. Auch das Kation (11)
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zeigt eine schnelle Valenzisomerie (1/) =(12) (s. Tabelle 1).
(11) ist besser durch Hydridabspaltung aus 3-O-Acetyl-1,2-
0-ithyliden-(1,2/3)-cyclohexantriol mit (CsHs);C® BF4© als
Tetrafluoroborat zu gewinnen.

4-Acetoxymethyl-2-methyl-1,3-dioxolan-2-ylium-hexachloro-
antimonat (5a)

7.7 g Glycerintriacetat werden in 7 ml wasserfreiem CH,Cl,
geldst. Bei —10°C werden 4.5 ml SbCls, geldst in 5 ml
CH,Cl,, unter Riihren eingetropft. Nach 24 Std. bei Raum-
temperatur kristallisiert das Acetoxonium-Salz (5a) aus
(50%; Ausb.), Fp = 145—148 °C.
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Cycloumlagerung von 3,4,5-Tri-Q-acetyl-
(1,2,4/3,5)-cyclopentanpentol-1,2-0-acetoxonium-
tetrafluoroborat

Von H. Paulsen und H. Behrel*]

An Acyloxonium-Salzen von 1,2,3-Triolen findet eine schnelle
Valenzisomerisierung zwischen den beiden mdglichen Dioxo-
lanylium-Kationen statt 1), Der AG*-Wert dieser Umwand-
lung ist bei (1,2/3)-Cyclopentantriol-Derivaten niedriger als
bei Glycerin- oder (1,2/3)-Cyclohexantriol-Verbindungen, da
offenbar am Cyclopentanring die Nachbargruppenreaktion (21
sterisch begiinstigt ist. Wir fanden, daB beim Cyclopentan-
pentol-System wie erwartet eine totale Valenzisomerisierung
eintritt.

Penta- O-acetyl-(1,2,4/3,5)-cyclopentanpentol reagiert mit
SbCls nicht einheitlich. Wir haben daher 3,4,5-Tri-O-acetyl-
1,2-0-éithyliden-(1,2,4/3,5)cyclopentanpentol (/) durch Reak-
tion des freien Pentols 3] mit Acetaldehyddidthylacetal und
anschlieBende Acetylierung dargestellt. [(/) besteht aus 65 %
exo-Form (Fp = 120 °C) und 35 % endo-Form (Fp = 110 °C)].
Das Acetal (1) reagiert mit (CsHs)sC®BF4© in CH3CN unter
Hydridabspaltung {4} zum BF4©-Salz von (2). Das Kation
(2) kann sukzessiv durch Nachbargruppenreaktion in ein
zweites Kation uibergehen, das strukturmiBig mit (2) iden-
tisch ist. Nach jedem Umlagerungsschritt sind die sterischen
Voraussetzungen fiir eine Nachbargruppenreaktion von
neuem gegeben. Nach zehn Umlagerungsschritten ist das
Ausgangsprodukt wieder erreicht.
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Das NMR-Spektrum des Acetoxonium-Salzes (2) in CD3CN
zeigt bei Raumtemperatur ein Acetoxonium-Methyl-Signal
bei niedriger Feldstirke mit T = 7.13 (3 H) und ein aufge-
spaltenes Signal fiir normale Acetyl-Methyl-Gruppen bei
© = 7.90 (6 H) und 7.95 (3 H). Bei 80 °C sind beide Signale
stark verbreitert, was anzeigt, daB jetzt die Umlagerungs-
schritte schnell im Sinne der NMR-Zeitskala sind. Sorgfaltige
Integration der veridnderten Methyl-Signale ergibt, daB alle
Acetyl-Methyl-Gruppen an dem ProzeB beteiligt sind, was
als Beweis dafiir angesehen werden kann, daB sich die Sub-
stanz tatsidchlich in der angegebenen Weise umlagert. Die ge-
naue Koaleszenztemperatur kann nicht bestimmt werden,
da (2) sich oberhalb von 80°C &duBerst schnell zersetzt.
Durch Extrapolation und Vergleich mit den Erhitzungs-
kurven der Acetoxonium-Salze der 1,2,3-Triole 14Bt sich der
AG¥-Wert auf etwa 18 kcal/mol abschétzen.

Wir haben ferner iiberpriift, ob Entgleisungen im Umlage-
rungszyklus in dem Sinne auftreten, daB durch 1,3-Nachbar-
gruppenreaktionen ein C-Atom wihrend der Reaktion iiber-
sprungen wird. Hierbei miiBten andere Isomere des Cyclo-
pentanpentols gebildet werden. Die gaschromatographische
Analyse des hydrolysierten Ansatzes zeigt, daB andere iso-
mere Cyclopentanpentole[S] zu 39, vorliegen.

Eingegangen am 29, August 1969 [98b]
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