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ERrRicH DABRITZ *) und ARTTURI I. VIRTANEN

S-Vinyl-cystein-S-oxid, ein Homologes zur Vorstufe
der triinentreibenden Substanz der Zwiebel

Aus dem Biochemischen Forschungsinstitut Helsinki, Finnland
(Eingegangen am 27. August 1964)

S-Vinyl-cystein-S-oxid (IX) und sein Cyclisierungsprodukt 1.4-Thiazan-carbon-

saure-(3)-1-oxid (X), ,,Nor-cycloalliin‘‘, werden aus den ebenfalls bislang nicht

synthetisierten Thioédthern S-Vinyl-cystein (VIII) bzw. 1.4-Thiazan-carbon-

sdure-(3) (VI) dargestellt. Vinyisulfensdure (XI), eine neue trinentreibende Sub-

stanz, wird nach enzymatischer Spaltung von IX massenspektrometrisch nach-
gewiesen.

Wie bereits in einer Kurzmitteilung!) berichtet, gelang uns der Nachweis einer neuen,
»Zwiebelartig® trinentreibenden Substanz durch enzymatische Spaltung des bisher
unbekannten S-Vinyl-cystein-S-oxids (IX), dessen Synthese und Struktur inzwischen
durch analytische Daten gesichert werden konnten.

Die Vorstufe der trdnentreibenden Substanz der Zwiebel ist S-[Al-Propenyl]-L-cystein-S-
oxid (I), das erstmalig in diesem Laboratorium aus Kiichenzwiebel, Allium cepa, isoliert
wurde?) und in der Zwiebel griBtenteils als y-Glutamylpeptid vorliegt3). Bei der Einwirkung
von Zwiebelenzym auf I wird die trinenerzeugende Substanz, Al-Propenylsulfensiure (II),
gebildet45); in schwach alkalischer Ldsung cyclisiert I zu 3-Methyl-1.4-thiazan-carbonsiure-
(5)-1-oxid (111), dem sog. Cycloalliin, das schon friiher als seine lineare Vorstufe in der Zwiebel
aufgefunden wurde6—10),

Anlaf zu der vorliegenden Untersuchung war eine japanische Veroffentlichung!?,
in der eine dem Cycloalliin homologe Verbindung, 1.4-Thiazan-carbonsiure-(3)-1-
oxid (X), beschrieben wird, die aus Braunalgen, Undaria pinnatifida!?), und Rotalgen,
Chondria crassicaulis13.14), isoliert worden war. Es erschien naheliegend, auch fiir
das ,,Nor-cycloalliin‘ (X) der Algenarten eine lineare Vorstufe anzunehmen, zumal

*) Jetzige Anschrift: Wissenschaftliches Hauptlaboratorium der Farbenfabriken Bayer AG,
Leverkusen-Bayerwerk.
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man bei der Gewinnung der Verbindung nach Anreicherung an Austauscherharz
mit |1 #n NHj eluiert hatte — ein Milieu, das fiir den Ringschlu8 von I zu Cycloalliin
ausreichend ist2). Die fragliche Vorstufe des aus den Algen isolierten Thiazanderivats
sollte demnach das bislang unbekannte S-Vinyl-cystein-S-oxid (IX) sein.
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Beim ersten Darstellungsversuch fiir 1X setzten wir Athylenbromid und Cystein in
27 NaOH um, in der Absicht S-[2-Brom-ithyl}-cystein (1V) zu erhalten, aus dem nach
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HBr-Abspaltung S-Vinyl-cystein (V111) und daraus durch Oxydation das Sulfoxid IX
gewonnen werden sollte. Bei dieser Umsetzung entstand jedoch als Hauptprodukt die
neue Diamino-dicarbonsdure V, das nichsthohere Homologe der Djenkolsdure,
neben sehr wenig 1.4-Thiazan-carbonsdure-(3) (VI1), das von den japanischen Wissen-
schaftlern aus dem Sulfoxid X der Algen durch Disproportionierung mit 6n HCl
erhalten wurde!1,13),

Dieser zunichst nicht erwartete Reaktionsverlauf 148t sich am besten durch die Annahme
eines Nachbargruppeneffekts erkliren: Statt des B-Halogen- H
thiodthers IV wird intermedidr das Episulfonium-lon XII gebil- zi\g-CHz-CH-COzH
det!5), das durch nucleophile Substitution Ringdffnung erleidet. H,C” Ille
Intermolekulare Substitution durch den Schwefel eines weiteren Br®
Cysteinmolekiils fithrt zu V, der intramolekulare Angriff des XII
Aminostickstoffs hat den Thiazanring VI zur Folge.

Aus VI war durch Oxydation mit H,O, in Eisessig das aus den Algen isolierte
Thiazansulfoxid X in beinahe quantitativer Ausbeute erhiltlich. Als Strukturbeweis
diente die analog I119 erfolgende Spaltung in reduziertes Thiazanderivat VI, Taurin
und Cysteinsdure bei 43stdg. Behandlung mit 62 HCI bei 105°. AuBSerdem traten im
zweidimensionalen Papierchromatogramm noch drei schwache Flecke auf, bei
denen es sich um Cystin, Glycin und ein weiteres sekundéres Spaltprodukt, das nicht
ndher untersucht wurde, handeln diirfte.

Nach einer Reihe anderer, negativ verlaufener Syntheseversuche gelang die Dar-
stellung von IX schlieBlich ausgehend von S-[1.2-Dichlor-vinyl]-cystein (VII), aus
dem durch Reduktion mit Aluminiumamalgam in wiBriger Losung das polymerisa-
tionsempfindliche S-Vinyl-cystein (VIII) zuginglich war. Daf3 bei der Reduktion die
Doppelbindung nicht angegriffen wird, geht aus dem UV-Spektrum hervor, das das
fiir Vinyl-thiodther charakteristische Absorptionsmaximum!6® bei 223 my zeigt.
Bei der Behandlung mit Wasserstoffperoxid/Eisessig konnte VIII zu IX oxydiert
werden.

S-Vinyl-cystein-S-oxid (IX) cyclisiert, wie vermutet, in 1» NH3 zu 1.4-Thiazan-
carbonsiure-(3)-1-oxid (X) und ist deshalb mit groier Wahrscheinlichkeit auch in den
Algen als Vorstufe von X vorhanden.

Die bemerkenswerteste Analogie von IX zu S-[Al-Propenyl]-cystein-S-oxid (I)
besteht jedoch in der enzymatischen Spaltung beim Behandeln mit Zwiebelenzym-
Priparat, wobei zunichst im AugentestS) die Freisetzung von trinentreibender Sub-
stanz feststellbar war. Als diese Reaktion wie im Falle von I5,17) im Massenspektro-
graphen verfolgt wurde, konnte das zu II homologe Spaltprodukt Vinylsulfensdure
(XI) durch das Auftreten des scharfen Peaks der Masse 76 bewiesen werden. Die
iibrigen Produkte der enzymatischen Spaltung sind wie bei I Brenztraubensdure und
Ammoniak (durch Hydrolyse der primir entstehenden Aminoacrylsdure gebildet).
Beim Nachweis der Brenztraubensidure wird gleichzeitig Acetaldehyd, das Zerset-
zungsprodukt von X1, als 2.4-Dinitro-phenylhydrazon gefillt und im Papierchromato-

15) K.-D. GUNDERMANN, Angew. Chem. 75, 1194 [1963]; Angew. Chem. internat. Edit. 3, 674
[1964].
16) C. C. Price und J. ZOMLEFER, J. Amer. chem. Soc. 72, 14 [1950].
170 T. Moisio, C.-G. SPARE und A. I. VIRTANEN, Suomen Kemistilehti B 35, 29 {1962].
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gramm sichtbar. Auch das Massenspektrum weist bei der Masse 44 (Acetaldehyd)
einen starken Peak auf. Analog ist bei Al-Propenylsulfensidure (1I) Propionaldehyd
ein Hydrolyseprodukt>),

-H,80
H2C=CH-iH + H,0 —— (CH,=CHOH) —= CH;3CHO

X1

AuBer Anthrachinon-sulfensiure-(1)18), die in Substanz dargestellt worden ist, sind II und
XI die einzigen weiteren aufgefundenen Sulfensduren. Moglicherweise ist die Lage der Doppel-
bindung, die zum konjugierten System —C=C—S(H)=0 fiihrt, fiir die kurzzeitige Existenz
der aliphatischen Vertreter dieser Verbindungsklasse verantwortlich. Das wiirde auch erkléren,
weshalb die bei der enzymatischen Spaltung von S-Allyl-cystein-S-oxid (Alliin) zu Allicin von
A. StoLL und E. SEEBECK 19) als Zwischenprodukt postulierte Allylsulfensdure massenspektro-
metrisch nicht nachgewiesen werden konntel®)., Entweder ist Allylsulfensiure ein extrem
kurzlebiges Zwischenprodukt oder Allicin (XIII) und Aminoacrylsiure gehen unmittelbar
durch cyclische Elektronenverschiebung und anschlieBende B-Eliminierung aus Alliin hervor,

CsHg
/Og (é:gﬂs NH2 Ha o ] CSHS I;JHz
Hzcl &S-CH,- CH CO,H %_NH, . -CHz-CH-COzH
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Falls die Algen das Sulfoxid IX enthalten, wird es interessant sein nachzupriifen,
ob sie, wie die Zwiebel, ebenfalls iiber ein Enzym verfiigen, das die Spaltungsreaktion
zur Freisetzung der trinentreibenden Substanz auslosen kann.

Die Aufnahme des Massenspektrums verdanken wir Phil. Mag. T. Moisio. Der eine von
uns (E. D.) dankt dem DEUTSCHEN AKADEMISCHEN AUSTAUSCHDIENST fiir die Gewédhrung eines
Forschungsstipendiums. Die Untersuchungen wurden gleichzeitig zum Teil durch einen Zu-
schuB des US DEPARTMENT OF AGRICULTURE, AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE, unterstiitzt.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Schmelzpunkte wurden, wenn nicht anders vermerkt, im zugeschmolzenen Rohrchen be-
stimmt und sind nicht korrigiert. Die Mikroanalysen sind von I. Beerz, Kronach/Ofr. und
A. BERNHARDT, Miilheim/Ruhr, ausgefithrt. Die UV-Spektren wurden mit dem Beckman
Spektralphotometer DK 2 in 50-proz. Athanol, das Massenspektrum mit dem Massenspek-
trometer Modell 21-401 der Consolidated Engineering Corporation, Pasadena, California,
aufgenommen.

18) K. FRiEs, Ber. dtsch. chem. Ges. 45, 2965 [1912].
19) Helv. chim. Acta 32, 197 [1949].
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Sdmtliche Chromatogramme wurden auf Whatman-Papier No. 4 absteigend bei Raumtemp.
entwickelt. Als Ldsungsmittelsysteme dienten Butanol/Essigsdure/Wasser (12: 3 : 5) (System
A), wassergesitt. Phenol/NHj3-Atmosphire (System B), Butanol/Essigsdure/Wasser (4:1:1)
(System C) und 80-proz. Phenol (System D). Alle untersuchten Verbindungen wurden mit
Ninhydrin nachgewiesen, die Sulfoxide zusiitzlich dem spezifischen Jodwasserstoff/Stirke-
Test 20} unterworfen (Tab.).

Papierchromatographische Charakterisierung der dargestellten Verbindungen in verschiedenen
Systemen

Firbung mit Re-Wert in System

Substanz Ninhydrin A B c D

1.4-Thiazan-carbon- violett 0.41 0.80 0.43 (Lit.!1D: 0.38) 0.72 (Lit.11): 0.80)
sdure-(3) (VD)

1.4-Thiazan-carbon- blaugriin  0.22 0.71 0.18 (Lit.1D: 0.15)  0.59 (Lit.11): 0.72)
sdure-(3)-1-oxid (X)

S-Vinyl-cystein violett 0.49 0.76 0.52 0.61
(VIID) :

S-Vinyl-cystein-S- braunlich- 0.28 0.52 0.26 0.48
oxid (IX) violett * 0.29 0.70 0.30 0.63

S.S’-Athylen-bis- grau- 0.13 0.66 0.08 0.16
cystein violett

S-Athyl-cystein**)  violett 0.52 0.80 0.55 0.67

S-Propyl-cystein **)  violett 0.63 0.81 0.66 0.72

S-Allyl-cystein **) violett 0.58 0.80 0.60 0.68

*) Doppeifleck, daher zwei Rp-Werte.
**} Authentische Proben, zum Vergleich mitbestimmt.

S.S’-Athylen-bis-cystein (,,Homo-djenkolsiure*, V) und 1.4-Thiazan-carbonsiure-(3) (VI):
8.78 g Cysteinhydrochlorid- H»0 (50 mMol) werden unter Stickstoff in 75 ccm 22 NaOH (150
mMol) geldst und unter Kishlung mit 9.39 g 1.2-Dibrom-drhan (50 mMol) versetzt. Durch
Zusatz von 100 ccm Athanol entsteht eine homogene Losung, die man 38 Stdn. unter gele-
gentlichem Schiitteln bei Raumtemp. beldBt2!). Nach dieser Zeit ist mit Nitroprussidnatrium
kein Cystein mehr nachweisbar. Die Ldsung wird mit konz. Salzsiure kongosauer gemacht,
unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und der noch etwas feuchte, farblose
Riickstand mit absol. Athanol im Soxhlet 3 Stdn. extrahiert.

Der Hiilsenriickstand, der das wasserunlésliche V enthilt, wird zur Entfernung der anor-
ganischen Salze in 300 ccm Wasser suspendiert, abgesaugt und griindlich mit Wasser gewa-
schen. Nach Trocknen im Vakuumexsikkator (P;Os) erhilt man 5.66 g S.S’-Athylen-bis-
cystein (V) (21 mMol = 84 %) als farblosen Gries vom Schmp. 263° (Zers.). Umkristallisieren
durch Aufiésen in halbkonz. Ammoniak und Fillen mit 6 HCI verdndert den Schmp. nicht.

CgH6N204S, (268.3) Ber. C35.80 H6.01 N 10.44 S 23.89

Gef. C3593 H6.03 N 10.51 S23.66
S 23.72 (gravimetr.)

Der Alkoholextrakt wird vom auskristallisierten NaBr durch Filtrieren befreit, mit dem glei-
chen Volumen Wasser versetzt und zur Anreicherung des Thiazanderivats VI durch eine
Amberlite-IR-120-S#iule geschickt, die 50 ccm Harz (200 —400 mesh, H-Form) enthilt. Nach

20) J, F. THoMPsON, W. N. ArNoLD und C. J. Morris, Nature [London] 197, 380 {1963].
21 A, Stoii und E. SeeBeck, Helv. chim. Acta 31, 189 {1948].
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Waschen mit 500 ccm Wasser wird mit 150 ccm 1n NHj eluiert und die ammoniakalische
Ldsung i. Vak. auf wenige ccm konzentriert. Durch Fillen mit Aceton erhidlt man 271 mg VI,
das bei papierchromatographischer Priifung (System A) noch Verunreinigungen zeigt und
daher in | ccm Butanol/Essigsdure/Wasser (Syst. A) geldst und auf einer kleinen Cellulose-
sdule (65 cm x 2 cm) fraktioniert wird. Papierchromatographisch reines VI erscheint in den
Fraktionen 15— 18 (je 13.6 ccm/30 Min.), die, vereinigt, konzentriert und mit Aceton versetzt,
212 mg [.4-Thiazan-carbonsdure-(3) (V1) (1.44 mMol; 2.9%) als farbloses Pulver liefern.
Schmp. 265.5° (Lit.11): 263 —265°).

CsHgNO,S (147.2) Ber. C40.81 H6.16 N9.52 S21.78
Gef. C40.78 H 6.05 N 9.50 S 21.30

1.4-Thiazan-carbonsdure-(3)-1-oxid (X): 58.9 mg VI (0.40 mMol) werden in | ccm Eis-
essig mit 1 ccm einer Losung von 5.1 ccm 30-proz. Wasserstoffperoxid in 100 ccm Eisessig
(17 mg H,0;; 0.5 mMol) versetzt22), Nach 5stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wird
lyophilisiert, der Riickstand mit 1 ccm H;0O aufgenommen und mit heiBem Aceton gefilit.
Nach Trocknung iiber P,Os (Trockenpistole) erhilt man 60.0 mg farbloses X (0.37 mMol =
929%), Schmp. 245.5° (Zers.) (Lit.1); 248 —250°).

CsHgNO;3S (163.2) Ber. C36.80 H 5.56 N 8.58 S 19.65
Gef. C36.98 H5.68 N8.66 S 19.12

Disproportionierung von X: 1 mg X wird mit |1 ccm 6n HC/ im zugeschmolzenen Rohr
43 Stdn. bei 105° erhitzt9. Nach dreimaligem Abdunsten des Chlorwasserstofls werden die
Spaltprodukte durch zweidimensionale Papierchromatographie (1. Syst. A, 2. Syst. B) nach-
gewiesen.

§-71.2-Dichlor-vinyl;-cystein, ,,DCVC* (VII) wurde nach McKINNEY et al.23) aus 12.1 g
Cystein, 4.8 g Natrium und 13.1 g Trichloréithylen (0.1 molarer Ansatz) in fliiss. Ammoniak
bereitet. Zur Umkristallisation 18ste man das Rohprodukt in 850 ccm Wasser von 70° und gab
nach Tierkohlebehandlung | / Athanol zu. Die mattseidigen, mikrokristallinen Nadeln von
VII wurden in einer Ausb. von 76 % (Lit.23): 67 %) erhalten.

S-Vinyl-cystein, ,,.SVC* (VIII): Bei der Reduktion von VIl mit Aluminiumamalgam dienten
die Angaben in 1. ¢.24) zur Orientierung. Die im folgenden beschriebene Darstellungsmethode
gibt Bedingungen wieder, die in Reihenversuchen unter Variation von Temperatur, Versuchs-
dauer und Aufarbeitungsart als optimal ermittelt worden sind.

2.16 g VIi (10 mMol) werden in 250 ccm Wasser unter magnetischem Riihren bei 50 —55°
geldst. Nach Abkiihlen auf 30° trigt man etwa 2 g A//Hg in Streifen25) ein und rithrt die unter
H-Entwicklung reagierende Lésung 30 Min. Zur Beendigung der Reaktion (Endtemp. 35°)
wird iiber Glaswolle rasch von den z. T. zerfallenen Metallstreifen abfiltriert und die Lésung
zentrifugiert. Der schlammige, graue Riickstand kann mit 50 ccm Wasser aufgenommen und
erneut zentrifugiert werden. Dic vereinigten Ldsungen werden i. Vak. bei niedriger Temp.
auf etwa 50 ccm eingeengt und sodann lyophilisiert. Das fast farblose, amorphe Reaktions-
produkt enthilt papierchromatographisch (System A) neben VIII (Rr 0.49) noch das rascher
wandernde Ausgangsmaterial (Rr 0.61) und eine unbekannte Substanz von geringerer Wan-
derungsgeschwindigkeit (Rr 0.42). Es wird daher in 20 ccm Butanol/Essigsdure/Wasser

22) A. StoLL und E. SeeBeck, Helv. chim. Acta 32, 866 [1949).

23) L. L.. McKInNEY, J. C. PickeN JR., F. B. WEAKLEY, A. C. ELDRIDGE, R. E. CAMPBELL,
J. C. Cowan und H. E. BIESTER, J. Amer. chem. Soc. 81, 909 [1959].

24) Methoden der organ. Chemie (Houben-Weyl), Bd. V/4, S. 768, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart 1960 sowie T. . TEMNIkOwaA und Z. A. BAskowa, J. allg. Chem. (russ.) 21, 1823
[1951], C. A. 46, 6584 ¢ [1952).

25) A. 1. VoGEL, Practical Organic Chemistry, 1. Aufl., S. 193, Longmans, Green & Co.,
London 1948.
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(Syst. A) auf eine Cellulosesiule (70 cm x 4.7 cm) gegeben und bei 0—4° fraktioniert.
Folgende Fraktionen sind zu unterscheiden (je 15 ccm/30 Min.):

a) Fraktt. 80—91: VIL
b) 92 —-98: VII (abnehmend) + VIII (zunehmend)

c) 99—120: VIII (stark) + Substanz mit Rr 0.42 (zu- und wieder abnehmend, relativ
schwach) ’

Frakt. ¢) wird lyophilisiert und zur Gewinnung von reinem VIII erneut an der gleichen
Cellulosesiule ebenfalls in der Kilte aufgetrennt. Die Fraktionen 138 —145 (je 12.5 ccm/25
Min.) enthalten reines VIIL In den Frationen 146 — 155 erscheint wieder der mit Ninhydrin
schwach braunlich-violett gefirbte Nebenfleck mit Rr 0.42.

Nach Gefriertrocknung der Hauptfraktion werden 277 mg (199%) VIII als fast farbloses,
amorphes Pulver erhalten. Auf die Kristallisation muB verzichtet werden, da bei einem frii-
heren Versuch nach Fillung mit Aceton beim Trocknen der Substanz Polymerisation zu
einem braunen, glasigen Material eintrat. Aus dem gleichen Grund kann auch der Schmp.
nicht ermittelt werden; beim Erhitzen tritt zunehmende Braunfirbung ein, ohne daB ein
Schmelzvorgang zu beobachten ist. Die Substanz ist im Dunkeln und in der Kilte aufzube-
wahren.

CsHgNO,S (147.2) Ber. C40.81 H6.16 N9.52 §21.78
Gef. C40.43 H6.23 N 9.39 S20.67

UV-Spektrum (0.14 mmolare L8sung): Apax 223 my (e = 5279).

S-Vinyl-cystein-S-oxid, ,,SVCSO* (IX): 74 mg VIII (0.50 mMol) werden in 3 ccm Nj-
gesattigtem Eisessig nach Kiihlung in Eiswasser (Kristallisation vermeiden) mit 64 @/ 30-proz.
Wasserstoffperoxid (0.625 mMol) versetzt. Nach 4 Stdn. bei Raumtemp. ist papierchromato-
graphisch (Syst. A) noch etwa die Hilfte des eingesetzten VIII nachweisbar, nach 8 Stdn. ist
die Reaktion vollstindig. /X erscheint im Papierchromatogramm mit Ninhydrin als eng
benachbarter braunlich-violetter Doppelfieck. Die Priifung auf Sulfoxid mit Jodwasserstoff/
Stirke 20 ist fiir beide Flecke positiv. Vermutlich handelt es sich um die optischen Antipoden,
die sich hinsichtlich ihrer Wanderungsgeschwindigkeit im System A nur geringfiigig unter-
scheiden.

Zur Entfernung von noch enthaltenen Verunreinigungen, die wie Cystin wandern (Syst. A),
wird der nach der Gefriertrocknung erhaltene Riickstand im Syst. A auf einer Cellulosesdule
(44 cm X 1.4 cm) aufgetrennt. Die Fraktionen 26 —34 (je 3 ccm/30 Min.), die reines IX ent-
halten, werden vereinigt, i. Vak. schonend bis auf etwa 5 ccm eingeengt und nach Zusatz von
10 ccm Wasser erneut konzentriert. Das ,,Nachkonzentrieren‘, das der weitgehenden Ent-
fernung der Essigsdure dient, wird noch einmal wiederholt. Das letzte Konzentrat lyophili-
siert man und erhélt 60.9 mg (75 %) IX als blaBgelbe Substanz.

Die Substanz, die sich bei der Schmp.-Bestimmung (Kofler-Mikroheiztisch) ab 80° zu-
nehmend braun farbt, zeigt bei 158 — 160° einen wegen gleichzeitiger Schwarzfarbung undeut-
lich wahrnehmbaren Schmelzpunkt. Das UV-Spektrum weist ein sehr flaches Maximum bei
227—229 my auf.

CsHoNO3S (163.2) Ber. C 36.80 H 5.56 N 8.58 Gef. C37.24 H5.73 N 8.87

Reaktionen des S-Vinyl-cystein-S-oxids (1X)

Cyclisierung zu X: Von einer L8sung aus 1 mg /X in 1 ccm 17 NHj3 werden sofort nach
Bereitung, ferner nach 15, 30 und 60 Min. und weiterhin stiindlich 60-pg-Proben papier-
chromatographisch gepriift. Bereits nach 15 Min. tritt im Chromatogramm neben IX der
charakteristisch blaugriine Fleck der cyclischen Verbindung X auf. Dessen Intensitit erreicht
nach 3 Stdn. die des Ausgangsmaterials, das nach 24 Stdn. nur noch in Spuren vorhanden ist.
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Enzymatische Spaltung

a) Brenztraubensdure und Acetaldehyd werden nach Spaltung von 2.0 mg /X mit 20 mg
Zwiebelenzym, wie frither beschrieben5,26), als 2.4-Dinitro-phenylhydrazone durch papier-
chromatographischen Vergleich mit authent. Proben nachgewiesen.

b) Ammoniak: 2.0 mg IX (0.012 mMol) und 20 mg Zwiebelenzym werden mit etwa 25 ccm
Wasser in eine abgeschlossene PARNAS-WAGNER-Apparatur2?) gespiilt, das gebildete Ammo-
niak nach 17 Stdn. durch Destillation in einer 2-proz. Borsidureldsung aufgefangen und
potentiometrisch (Beckman Zeromatic pH-Meter) titriert. Verbrauch 0.70 ccm 0.01# HCI
(nach Abzug des Blindwerts mit Enzym), entspr. 0.119 mg NHj3 (57 %). Auch bei der Bestim-
mung in der Conway-Kammer 28) (Deckel mit Loch versehen, durch das die Wasserzugabe
zur Ausldsung der Enzymreaktion mittels Injektionsspritze erfolgt) findet man nur 589, NHj;

(Einwaage 1.82 mg IX (0.011 mMol); Verbrauch 0.64 ccm 0.01 7 HCI nach Abzug des Blind-
werts).

c) Vinylsulfensiiure (X1) wird massenspektrometrisch 5 Min. nach Freisetzung aus 1 mg
IX wit 5 mg Zwiebelernzym in der gleichen, wie fiir 111 beschriebenen®), Versuchsanordnung
nachgewiesen.

26) C.-G. SPARE und A. I. VIRTANEN, Acta chem. scand. 15, 1283 [1961].

27) N. H. FurMaAN, Standard Methods of Chemical Analysis, 6. Aufl.,, Bd. 1, S. 743, D. van
Nostrand Company, Inc., Princeton N. J. 1963.

28) E. J. Conway und E. O’MALLEY, Biochem. J. [London] 36, 655 [1942].



