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L'acide L-cyst6ine-sulfinique est actuellement consid6r~ comme un interm~diaire 
important  dans l 'ensemble des r6actions qui aboutissent, chez les animaux sup6rieurs, h 
l 'oxydation en sulfate du soufre de la cyst6ine ou de la cystine 1. FROMAGEOT ET CKATAG- 
NE~¢ 2 ont r&emment  mis en ~vidence l'existence d'un enzyme, la d~s~d/inicase, dont 
l 'action se manifeste par l'~limination du groupe sulfinique de l'acide cyst6ine-sulfinique, 
groupe que l'on retrouve dans le milieu sous forme de sulfite. Cette rdaction construe 
la voie probablement la plus importante du passage de la forme organique "L la forme 
min~rale du soufre. Le sulfite lib6r6 s 'oxyde facilement en sulfate dalls l 'organisme 3, mais 
le sort de la partie organique de la mol6cule n'6tait pas encore connu. FROMAGEOT ET 
('HATAGNER ~ avaient supposd que l'(~limination du groupe sulfinique est accompagnd 
de la formation d'alanine, mais sans en donner de preuve exp6rimentale. Nous montrons 
ici qu'il en est bien ainsi. 

Pour mettre en dvidence la gen~se de l'alanine au cours de la d6sulfination enzyma- 
tique de l'acide cyst6ine-sulfinique, il convenait de doser simultandment le sulfite libdr6 
et l 'alanine ~ventuellement formde. L'une des meilleures mfithodes de dosage de l'alanine 
est bas6e sur la mesure de l'ac~tald6hyde d6gag6 par l'action de la ninhydrine sur l'acide 
amin6 4. Or, nous avons constat6 au cours d'expdriences pr61iminaires que l'action de la 
ninhydride sur l'acide cyst6ine-sulfinique aboutit 6galement k la formation d'ac6tal- 
d6hyde. Ce fair, qui enl~ve au dosage de l'alanine route sp6cificit6 en pr6sence d'acide 
cyst~ine-sulfinique, est la manifestation d'une d~sulfination chimique, qu'il nous a paru 
int~ressant d'6tudier. 

Le pr6sent travail est ainsi consacr6 d'une part  k l'6tude de l 'action de la ninhydrine 
sur l'acide cyst~ine-sulfinique, d 'autre part  ~ l'~tablissement d'une m6thode sp~cifique 
de dosage de l'alanine pr6sente dans un milieu relativement riche en acide cyst6ine- 
sulfinique, d 'autre part  enfin ~ la dbmonstration que la d6sulfination enzymatique de 
l'acide cyst6ine-sulfinique est bien accompagn~e, quantitativement,  de la formation 
d'alanine. 

I. ACTION DE LA NINHYDRINE SUR L'ACIDE CYSTI~INE-SULFINIQUE 

Etant  donn6e l'analogie existant entre la structure de l'acide cystfine-sulfinique, 
celle de l'acide cyst6ique et celle de l'acide aspartique, nous avons 6tudi6 parall~lement 
l'action de la ninhydrine sur ces trois acides, dans les m~mes conditions; de plus, nous 
avons compar6 le comportement des trois acides en question vis-k-vis de la ninhydrine, 
k eelui de l'alanine. 
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L'acide L-cyst6ine-sulfinique a 5t6 synth6tis6 A par t i r  de la L-cystine, pa r  l ' interm6diaire  du 
L-cystine sulfoxyde, selon la m~thode de LAVINE 5. 

L 'ac ide  L-cyst~ique a 6t6 ob tenu  par  oxyda t ion  ~:~ 
dede FRIEDMANI~ ~ . l a  L-cyst6ine par  le brome,  seion la technique  ~1 ~ 

~.00 
L 'appare i l  utilis~ est  celui de ALEXANDER ~ ~ "~ 

S~LIGMAN ~. Dans  le ballon ~ r~action, on in t rodu i t  
I.O ml de la solut ion aqueuse de l 'acide amin6, 
2.o ml de solut ion t a m pon  et  I ml d 'une  solut ion 
aqueuse de n inhydr ine  ~ 1%. On porte  5~ l '~bullit ion 
pendan t  75 minutes .  L 'ac6tald~hyde 6ventuel lement  
p rodui t  es t  recueilli  darts 8 ml d 'une  solut ion aqueuse 
de bisulfite de sodium ~ i % ,  ma in tenue  dans  l 'eau 0.50 
glac~e. Apr~s cessation de la r6action, le volume de 
la solut ion de bisulfite est  amen~ ~ io  i n l e t  le dosage  
de l 'ae~tald~hyde est  fai t  sur  une par t ie  al iquote,  par  
colorim~trie avec le p -hydroxydiph6nyl ,  selon la 0.25 
m6thode habituelle,  en ut i l i sant  Ie photomStre  de 
Pul f r ieh  (filtre S 57). 

Les solutions t ampons  employ6es sont  les 
su ivantes  : 0.00 

P H I  : acide phosphor ique  0.24 M (7) ; 
PH 2.4 e t  p~ 4.7" m61anges c i t ra te  t r i sodique  

+ acide c i t r ique o . Io  M (7) ; 
PH 5..5, PH 6.9 e t  PH 8.4: m~langes phosphates  

0.067 M; 
PH io.o:  m~lang(, bora te  de sodium + acide 

bor ique o . io  M. 

.Z" 
o 

% 
\ 

\ 

t 
I .2 3 4 5 

- - ~ ' *  Pn 

Fig. I 
I : HO2C.CH(NH~).CH 3 

I I :  HO~C.CH(NH~).CH~.SO~H 
I I I  : HOeC.CH(NH~).CHvCO~H 
IV:  HO~C.CH(NH2).CH2.SO3H 

L'influence du PH de la solution sur la formation d'ac6tald6hyde k partir de l'acide 
cyst6ine-sulfinique, de l'acide cyst6ique, de l'acide aspartique et de l'alanine, sous 
l 'action de la ninhydrine, est illustr6e par la Fig. I, dont les courbes correspondent 
une quantit6 d'acides amines de 13.o micromoi~cules dans les 4 ml du milieu r6actionnel. 

I1 apparait  tout d 'abord que la formation d'ac6tald6hyde h partir de l'alanine reste 
quantitative, quel clue soit le PH. D'autre part, l'acide cyst6ine-sulfinique donne lieu 
h une production ilr~portante d'ac6tald6hyde, qui d6pend consid6rablement du PH-Cette 
production, qui atteint 86% de la quantit6 th6oriquement possible ~ PH I, baisse avec 
la concentration en ions H, mais sans s'annuler; elle est encore de 17.2% ~ PH 5.5 auquel 
se fait le dosage de l'alanine dans la m6thode de ALEXANDER ET SELIGMAN 4, puis descend 

lO.3% ~t PH 7 .°, valeur qu'elle garde constante jusqu'~ PH 10 au moins. Au cours de 
ces mesures l'ac~tald6hyde a 6t6 caract6ris6 en m~me temps que dos6 par sa %action 
colo%e avec la p-hydroxydiph6nyl. Malgr6 la sp6cificit~ de cette r6action, et devant 
l ' importance de la formation d'ac6tald6hyde par action de la ninhydrine sur l'acide 
cys%ine-sulfinique, !l nous a paru utile de caract6riser, d'une fa~on plus directe l'ald6hyde 
produit. Pour ce faire, nous avons soumis 2 mg d'acide cyst6ine-sulfinique ~ l'action de 
la ninhydrine h PH I, darts les conditions exp6rimentales pr6c6dentes; l 'ac6tald6hyde 
form6 a 5t6 recueil]i dans une solution satur~e h froid de 2.4-dinitroph6nylhydrazine 
dans HC1 2 N ; l 'hydrazone a 6t6 lav6e par HC1 2 N, puis ~ l'eau froide, et recrista]lis6e 
dans le benz~ne. S6ch~e sous vide ~ ioo °, la substance obtenue fond £ 162 °. Point de 
fusion du mSlange de la substance avec l'ac~tald6hyde-2.4-dinitroph6nyl-hydrazone: 162 °. 
I1 s'agit doric bien ici d'ac6tald6hyde. 

L'acide aspartique donne 6galement naissance ~ de l'ac~tald6hyde, mais en quan- 
tit6s moindres, toutes conditions 6gales d'ailleurs, que l'acide cyst6ine-sulfinique. Comme 
dans le cas de ce dernier, la formation d'ald6hyde d6croit avec la concentration en ions 
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H+; mais ici, cette formation s'annule ~ PH = 5.5, ce qui permet de doser sans difficult6, 
"~ ce pu, ou k des PH sup4rieurs, l'alanine en pr6sence d'acide aspartique. On sait d'ailleurs 
que la gen4se d'acftalddhyde k partir de l'acide aspartique sous l'action de la ninhydrine 
ddpend encore d'autres conditions exp6rimentales: si on en juge par la d6carboxylation 
en/3, la formation d'ac4talddhyde est quantitative par 6bullition, 5 des PH compris entre 
I et 4.7 en 6 "~ 8 min, en pr6sence d'un gros exc~s de ninhydrine 7. 

Quant "t l'acide cyst6ique, sa d6composition en ac6tald6hyde est trbs faible, m~me 
5 P H I  Off elle n'atteint gu~re 9%" Elle d4crolt r6guli~relnent pour n'fitre plus que de 
4% environ de la quantit6 th6orique h PH IO. 

D'autre part, les chiffres du Tableau I montrent que, dans les conditions exp6ri- 
mentales r6alis6es, la production d'acetald6hyde est proportionnelle fi la quantit6 d'acide 
cyst6ine-sulfinique mise en jeu, et ce, quel que soit le PH. 

T A B L E A U  I 

INFLUF.NCE DE LA CONCENTRATION EN ACIDE CYST14.INE-SULFINIQUE SUR LA C.)UANTI'I'I~ D'ACI~T- 
ALDI~HYDE FORM~E 

M6mes conditions exp6rimentales  que dans les d6terminat ions pr6c6dentes, sauf en ce qui concerne 
la concentrat ion en acide cyst6ine-sulfinique. 

PH 

2. 4 

4.5 

5.5 

Micromol6cules 
d'acide amin6 

I3.O 
6.5 
3.25 

13.o 
6.5 

13.o 
6.5 

13.o 
6.5 

Micromol6cules 
d'ac6tald6hyde form6es 

11.5" 
5.5 ° 
2.81 

io . i  
5.28 
6.97 
3.15 
2.25 
1.35 

]Viol. ald6hyde × ioo 

Mol. acide amin6 

88.5 
84.6 
86.5 
77.7 
81.3 
52.2 
48.5 
I7.3 
20.8 

* Une 6bullition de deux heure% au lieu de 75 minutes,  /t pH I, n 'a  pas modifi6 sensiblemcnt  la 
product ion  d'ac6tald6hyde. 

La formation d'ac6tald6hyde h partir des trois diacides amin6s 6tudi4s ici est 6videm- 
ment l'indice de la rupture entre l'atome de carbone/3 et le groupement acide qu'il porte. 
I1 n'est pas possible de dire avec certitude si cette rupture pr4cOde, accompagne ou suit 
la d6carboxylation et la d4samination qui portent sur le carbone a; toutefois, d'apr6s 
ce que l'on salt de l'action de la ninhydrine, il est probable que la rupture portant sur 
le carbone/3 se fait apr~s les transformations subies par le carbone a. Quoi qu'il en soit, 
il apparait d~s maintenant que la labilit6 de la liaison C-S est consid6rablement plus 
grande dans l'acide cyst6ine-sulfinique que dans l'acide cystNque, ce qui correspond 
bien h la diff6rence que manifestent ces deux acides dans leur comportement biologique 1, 
et est plus grande aussi que la liaison C-C correspondante de l'acide aspartique, dont 
on connait la stabilit6 relative vis h vis de divers syst~mes enzymatiques. 

II. SI~PARATION ET DOSAGE SPI~CIFIQUE DE L'ALANINE ET DE I.'AGIDE 

CYSTt~INE-SULFINIQUE PRIMITIVE/vIENT EN MI~LANGE 

Les r6sultats pr6c6dents montrent qu'il est impossible de doser l'alanine sp6cifi- 
quement par la ninhydrine, en pr6sence d'une quantit6 quelque peu importante d'acide 
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cyst~ine-sulfinique. La labilit6 de la liaison C-S de cet acide rendait d 'autre part  illusoire 
tout essai d'une autre m6thode bas~e sur la production d'ac6tald6hyde ~ partir de l'ala- 
nine, et faisant intervenir, apr~s la d~samination des acides amin6s par l 'acide nitreux, 
l 'oxydation des hydroxyacides correspondants soit par le permanganate s soit par les 
ions c6riques 9. En outre, il nous est apparu qu'il n'6tait gu~re possible d'61iminer 
suffisamment l'acide cyst6ine-sulfinique en solution en presence d'alanine, par pr6cipi- 
tation sous forme de sel de baryum en pr6sence d'alcool: la chromatographie de partage 
sur papier d'apr~s CONSDEN, GORDON ET MARTIN 1° a montr6, en effet, qu'il subsistait 
toujours dans le milieu des quantit6s notables d'acide cyst6ine-snlfinique apr~s les 
diverses tentatives d'61imination poursuivies dans ce sens. Enfin, on pouvait esp6rer 
~liminer l'acide cyst6ine-sulfinique par un premier dosage ~ l'aide de permanganate de 
potassium, puis doser l'alanine rest6e apparemment intacte. Mais 1~ encore, nous n'avons 
pas obtenu de r6sultat satisfaisant. 

Aussi avons-nous 6tudi6, pour le dosage de l'alanine dans une solution contenant 
en m6me temps de l'acide cyst6ine-sulfinique, la possibilit6 de la s@aration pr6alable 
de ce dernier par adsorption chromatographique sur alumine "acide", dont on connalt 
le pouvoir d'adsorption s~lective des acides amin6s dicarboxyliques. 

Dans ce but, nous avons utilis6 une colonne de I cm de diam~tre constitu6e par 
5 g d'alumine "acide", pr@ar6e d'apr~s WIELAND 11 et large selon les indications de 
JuTisz  ET LEDERER 12. 

L'6tude de l 'adsorption, puis de l'61ution de l'acide cyst6ine-snlfinique seul a 6t6 
faite dans les conditions suivantes: on fait passer sur la colonne adsorbante 3 ml d'une 
solution pouvant  contenir jusqu'& io mg d'acide cyst6ine-sulfinique dans l 'eau ou dans 
du bicarbonate de sodium ~ o.16%; on lave ensuite avec 50 ml d'eau distill6e. On re- 
cueille l 'ensemble du filtrat dans lequel on dose l'acide cyst~ine-sulfinique qui aurait pu 
ne pas ~tre retenn. La colonne est ensuite trait~e par 15 ml d'une solution de NaOH 
0.5 N puis par 15 ml d'une solution de NaOH o.Io N. Ce traitement provoque l'61ution 
de l'acide cyst6ine-sulfinique absorbS. On dose cet acide dans l'dluat. Le dosage de l'acide 
cyst6ine-sulfinique, aussi bien dans le filtrat que dans l'61uat, se fait apr~s acidification 
franche du milieu par addition d'une & deux gouttes d'acide sulfurique concentr6, au 
moyen d'une solution titr6e de permanganate de potassium environ o.o18 M, selon la 
technique de SCHUBERT 13. 

D'autre part,  nous avons v6rifi6 que, dans ces conditions, l'alanine seule se retrouve 
intr6gralement dans le filtrat : On fait passer sur la colonne d'alumine 3 ml d'une solution 
de bicarbonate de sodium k o.16% contenant environ 5oo/~g d'alanine. On lave ensuite 
avec 5o ml d'eau distill6e, et on recueille l'ensemble du filtrat qu'on am6ne ~ IO 1111 apr6s 
concentration sous vide. On pr616ve I ml de ce liquide dans lequel on dose l'alanine par 
la m6thode de ALEXANDER ET SELIGMAN 4. Le fait que l'on y trouve pratiquement la 
totalit6 de l'alanine initiale rend inntile la recherche de cet acide amin6 dans un 61uat 
qui efit ~t~ obtenu comme il a 6t6 dit ~ propos de l'acide cyst~ine-sulfinique. 

D'autre part  enfin, nous avons appliqu6 cette technique ~t un m~lange d'acide 
cyst~ine-sulfinique et d'alanine, en operant toujours sur 3 ml de solution. L'ensemble 
des r6sultats obtenus est donn6 dans le Tableau II .  

I1 apparait  ainsi qu'il est parfaitement possible de d6terminer, avec une pr~cision 
suffisante, la teneur d'une solution en alanine, m6me lorsque cette solution contient une 
quantit6 importante  d'acide cystdine-sulfinique. 
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Acide 
cyst6inc- 
sulfinique 

initial 
(mg) 

7.50 
I o . 0 o  

1 , 4 2  
0 

I O . O O  

I O . O O  

8.37 

T A B L E A U  I I 

S I { t ' A R A q l O N  E T  D O S A G E  DE, L ' A L A N I N E  E T  D E  L ' A C I I ) E  C Y S T I ~ I N E - S U L I , ' I N I Q U [ , ;  

Alanine 
initialc 

(/~g) 

o 

o 

o 

500 
3oo 
300 
428 

Acid e 
cyst6ine- 
sulfinique 

clans le filtrat 
(mg) 

O.OO 

O.OO 

O.OO 

O.OO 

O.OO 

O.OO 

Acide 
cyst6ine- 
sulfinique 

clans l 'dluat 
(rag) 

7,44 
9,5 ° 
1 . 3  I 

9.45 
8,91 
9.00 

Alanine 
i dans lc f i l t ra t  

(,"g) 

Acide 
cystdinc- 
sulfiniqu e 

trouvd 
% 

--- 95.o 
- -  92. 4 
49 o i - -  
560 94-5 
545 89.1 
43 ° IO3 

J A ]  l I l i U l  ~ 

i [ I ' O t i \  ( e  

i o 

98.o 
1 1 2  

1 0 9  

IOO 

III .  PRO DUCTION ENZYMATIQUE D'ALANINE A P A R T I R  D E  L'ACIDE L-CYSTI~INE-SULFINIQUF 

Disposant ainsi d'une m6thode analytique convenable, nous avons pu rechercher 
si la d6sulfination de l'acide L-cyst6ine-sulfinique par la d6sulfinicase est accompagnde 
de la production d'alanine. 

La solution d'enzyme utilisde est obtenu de la facon suivante: 6 g de la poudre 
acdtonique pr@arde "~ partir de foie de lapin 2 sent trait6s* pendant 30 rain h o ° par 4 ° ml 
d'une solution de bicarbonate de sodium h o.16%; apr~s centrifugation, le rdsidu solide 
est remis en suspension dans 2o ml de la solution de bicarbonate, puis s@ard "& nouveau 
par centrifugation. Les liquides sent r6unis et leur volume est compl(',t6 it 60 ml avec 
la solution de bicarbonate. Un tel extrait enzymatique renferme environ I3 mg de matbre 
sbche (non compris le bicarbonate), correspondant {t 2 mg azote par hal. 

Voici, ~ t i t re  d 'exemple,  le ddtail d 'une exp6rience : Cinq cel- 
lules de 3 ° ml environ de capaeit6 (Fig. 2), num6rot6es de I ~ V, 
eont iennent  : 
I e t  I I  : IO ml d ' ex t ra i t  enzymatique,  additionn6 dc 25 mg d'acide 

cys%ine-sulfinique et de 15 mg de bicarbonate  de sodium. 
I I I :  IO ml d 'ex t ra i t  enzymatique.  
IV:  IO ml d 'ex t ra i t  enzymatique.  Apr~s son introduct ion dans 

la cellule, cet ex t ra i t  est port6 h l%bullition pendant  I min, 
puis, apr~s refroidissement,  est additionn6 de 2o mg d'~mide 
cyst6ine-sulfinique et de 12 mg de bicarbonate  de so~tium. 

• V: Io mI d ' ex t ra i t  enzymatiqne,  port6 5, l '6buliition comme 
dans le cas pr~' ""dent. 

L 'a tmcsph~re  sur; on tan t  ie milieu r6actionnel c'st consti- 
tu6e par  de l 'azote pur.  Dans ces conditions, 6tant donna le 16g~,r 
d6gagement de CO 2 ~ pa r t i r  du bicarbonate  qui se produLt; le PH 
du milieu se stabilise aux environs de 7-5. Le tout  cst main tenu  
2 heures ~ 38°. 

Au bout  de ce temps,  on op~re de la fa§on suivante :  La 
ceilule I e s t  plac6e darts un bain A o°; sous eourant  d'azote, on y 
pr61~ve 4.o ml. Cette prise est  port6e au bain-marie  bouillant 
pendant  5 min pour  coaguler la plus grande part ie des protf ines;  
on centrifuge, on lave le r6sidu a~ec un  pen d 'eau bouillante, on 

Fig. 2 r6unit  les liquides de centr ifugat ion et on compl6te leur volume 
7.5 ml. On soumet  ces 7.5 ml X la chromatographic  sur  alumine 

"acide",  puis on glue par  la soude dilufe, darts les conditions indiqu6es plus haut .  Le volume du 
filtrat est  de 63 m l e t  celui de l'61uat de 32 ml. 

* L 'a tmosph~re  s u r m o n t a n t  la suspension en cents  d 'ext rac t ion  peut  6tre indiff6remment de 
Fair, de l 'azote ou un  m61ange azote + 5~o anhydride carbonique. 
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Filtrat." On constate que le filtrat est  p ra t iquemen t  priv6 de toute substance capable de r6duire 
le p e r m a n g a n a t e e n  milieu acide. On en pr61~ve i ml pour  le dosage de l 'alanine. Valeur trouv6e 34#g, 

soit, pour  la totalit6 du liquide contenu dans la cellule I : 34" 63" io - -  -- 5.36 mg. 
4 . i  

Eluat: On pr61~ve io ml de l'61uat pour  le dosage de l'acide cyst6ine-sulfinique. Util isant une 
solution de pe rmangana te  de potass ium dont  o.31 ml correspond ~ i.o mg d'acide cyst6ine-sulfinique, 
on t rouve o.57 ml de cette solution, soit 1.84 mg d'acide cys%ine-sulfinique; d'ofl, pour  la totalit6 

1 . 8 4  • io- 32 
du liquide ini t ia lement  contenu dans la celIule: 14. 7 mg. 

4.1o 
Les 6 ml rest6s dans la cellule, toujours  sous a tmosphere  d'azote, sont  additionn6s de 3 ml 

d'acide phosphor ique concentr6 et d 'une goutte d'alcool octylique; l ' anhydr ide  sul fureux lib6r6 est  
d6plac6 par  un  cocran t  d'azote, cette 61imination 6tant  facili%e par  chauffage de la cellule aux  
environs de 6o °. I1 est recueilli dans io ml d 'une solution de N a O H  o.I N. Le t i t rage A l'iode, apr~s 
acidification du milieu, donne 0.58 ml de thiosulfate o.i  N correspondant  ~t 1.85 mg de SO~, soit 

i . 8 5  • i o  
pour  la totalit~ du l:quide : 6 -- 3.1o mg. 

Les m6mes operat ions sont  fakes sur  le contenu des aut res  cellules; les r6sul tats  obtenus  dans 
cette exp~rience sont  donn6s dans le Tableau I I I .  

T A B L E A U  I I I  
R1~SULTATS AiN'ALS'TIQUES D'UNE EXPERIENCE DE DI~SULFINATION ~2NZYMATIQUE DE L'ACIDE 

CYSTI~INE-SULFINIQUE 

Cellule 

I 

1I 
I I I  
IV 
V 

Alanine totale 
(mg) 

5.36 
5.3.t 
1.42 
2.11 

:'.34 

SO~ dos6 
(mg) 

3.IO 

3.39 
o.51 
O.OO 
O.IO 

Substances r6ductrices exprim~es 
en acide cyst6ine-sulfinique 

(mg) 

14.7 
14.1 
4.6 

34.0 
I5.9 

Les chiffres du Tableau III pe rme t t en t  de calculer: 
I. Les quant i tbs  d 'alanine apparue  au cours de l 'action enzymat ique  : 

Cellule I :  5 - 3 6 - -  1.42 = 3-94 mg = 44.3 /,mol. 
CeIlule I I :  5.34 - -  1.42 = 3.92 mg = 44.0 #tool. 

2. Les quant i%s d ' anhydr ide  sul fureux form6: 

Cellule I :  3.1o - -  o.51 = 2.59 mg = 38.9 btmol. 
Cellule I I :  3 . 3 9 -  o.51 = 2.88 m g =  45.0/~mol. 

3. Les quant i t6s  d'acide cys%ine-sulfinique disparu : 

Cellule I :  2 5 - -  (14 .7 - -4 .6 )  = 14.9 mg = 97.5 b tmol. 
Cellule I I :  2 5 - - ( 1 4 . 1 - - 4 . 6 )  = 15.5 mg = io i  /~mol. 

Les r~sultats  obtenus  au cours de cet te  6tude sont  groupfis dans le Tab leau  IV. 

T A B L E A U  IV 
D/~SULFINATION ENZYMATIQUE DE L'ACIDE L-CYSTI~INE-SULFINIQUE 

Al:mine apparu~ SO 2 apparu  Alanine Acide cyst~ine- 
sulfinique disparu 

(/*mol) (/~mol) SO~ (/~mol) 

44.3 
44.0 
30.9 
25.8 

38.9 
45.0 
25.6 
26.8 

1.14 
0.98 
1.20 
0.96 

Moyenne : i.o7 

97.5 
IOI 

97 
lO7 
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I1 a p p a r a i t  a ins i  que ,  d a n s  la  l imi t e  des  e r r eu r s  i n h 6 r e n t e s  a u  m o d e  op6 ra to i r e ,  il se 

f o r m e  b i e n  u n e  mol6cu le  d ' a l a n i n e  p o u r  u n e  mol6cu le  d ' a n h y d r i d e  s u l f u r e u x  d a n s  la  

d 6 s u l f i n a t i o n  e n z y m a t i q u e  de  l ' a c ide  cys t6 ine - su l f in ique .  Ce t t e  r~ac t i on  p e u t  d o n c  

s '6cr i re  : 

H O O C . C H ( N H o ) . C H 2 S O 2 H  - .  H O O C . C H ( N H 2 ) . C H  ~ + SOs 

I i  c o n v i e n t  de  r e m a r q u e r  e n  o u t r e  q u e  la  q u a n t i t 6  d ' a c i d e  cys t6 ine - su l f i n ique  qu i  

d i s p a r a i t  es t  t r~s  n o t a b l e m e n t  s u p 6 r i e u r e  ~ celle q u i  c o r r e s p o n d  ~ l ' ~ q u a t i o n  p r6c6den t e .  

N o u s  i g n o r o n s  la  n a t u r e  de la  r 6 a c t i o n  "t l aque l l e  p a r t i c i p e  l ' a c ide  a m i n 6  qu i  d i s p a r a i t  

a ins i  en  exc&.  

R ~ S U M ~  

I. L'acide cyst~ine-sulfinique est d~compos6 par  la ninhydrine avec production d'ac6tald6hyde. 
Cette production qui, dans les conditions exp6rimentales r6alis6es ici, est de 86% de la quanti t6  
totale th6oriquement possible, A PH i, baisse avec la concentrat ion en ions H, mais sans s 'annuler ;  
elle est  encore de 17% ~ PH 5.5 auquel se fair le dosage de l 'alanine dans la m6thode de ALEXANDER 
ET SELIGMAN. 

2. I1 est donc impossible de doser l 'alanine sp~cifiquement par  la ninhydrine ell pr6sence d'une 
quanti t6  quelque peu importante  a 'acide cyst6ine-sulfinique. Aussi une m6thode a-t-elle 6t6 mise 
au point pour la s6paration pr6alable de cet acide, pe rmet tan t  le dosage de l 'alanine dans un m~lange 
initial de ces deux acides amin6s : l 'acide cyst6ine-sulfinique est adsorb~ s61ectivement par  de l 'alumine, 
l 'alanine est dos~e par  la ninhydrine.  

3. L 'ut i l isat ion de cette m6thode ~ l 'analyse de m61anges r6sultant  de l 'action de la d6sul- 
finicase sur l 'acide cys%ine-sulfinique a montr6 que la l ib6ration d'une mol6cule d 'anhydride sul- 
fureux correspond A la production d 'une molficule d'alanine. La r6action de d&sulfination enzymatique 
de l'acide cyst6ine-sulfinique est donc: 

HOOC.CH(NtI2).CH2.SOsH -+ HOOC.CH(NH2).CH 3 + SO.~ 

SUMMAIKY 

I. Cysteine-sulphinic acid is decomposed by n inhydr in  with production of acetaldehyde. Under 
the experimental  conditions realised here, a t  PH i, the yield of acetaldehyde is 86 % of the theoretical, 
but  is falls with decreasing hydrogen ion concentration, without  ever actually vanishing. At pH 5.5, 
a t  which alanine is est imated by the method of ALEXANDER AND SELIGMAN, it  still amounts to 17 %. 

2. I t  is therefore impossible to est imate alanine specifically by n inhydr in  in the presence of even 
small quant i t ies  of cysteine-sulphinic acid. A method has been worked out, however, for the pre- 
l iminary separation of this  acid, which permits  the est imation of alanine in a mixture of these two 
amino acids : cysteine-sulphinic acid is absorbed selectively by "ac id"  alumina, and is then extracted 
with soda and est imated by permanganate ;  the alanine is est imated by ninhydrin.  

3. The use of this  method ill the analysis of mixtures  resulting from the action of desulphinicase 
on cysteine-sulphinic acid has shown tha t  the l iberation of one molecule of SO 2 corresponds to the 
formation of one molecule of alanine. The reaction in the enzymic desulphination of cysteine-sulphinic 
acid is therefore: 

HOOC.CH(NHz).CHz.SO2H ~ HOOC.CH(NH2).CH a + SO~ 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Cysteinsulfinsgure wird durch Ninhydrin  unter  Acetaldehydbildung aufgespalten. Die Acetal- 
dehydbildung betr/i.gt unter  den hier  reaiisierten experimentellen Bedingungen bei P H I  86% der 
theoretisch m6gliehen Menge; sie wird mi t  abnehmender  V~'asserstoffionenkonzentration geringer, 
ohne jedoch zu verschwinden. Bei PH 5.5, bei dem die Alaninbest immung nach ALEXANDER UND 
SI~LIGMAN ausgeffihrt wird, betr~Lgt sie noch 17%. 

2. Es ist  also unm6glich, um Alanin spezifisch mit  Ninhydrin  zu bestimmen, sogar wenn nut  
geringe Mengen Cysteinsulfins~ture vorhanden sind. Deshalb wurde eine Methode ausgearbeitet,  um 
diese S/iure vorher  abzutrennen;  diese Methode erm6glicht die Alaninbest immung in einem Gemiseh 
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dieser  beiden Aminosguren:  Cysteinsulfinsgure wird durch "sautes" Alumin iumhydroxyd  selektiv 
absorbier t ,  danach  mi t  Soda eluier t  und nli t  P e r m a n g a n a t  be s t immt ;  Alanin  wird mi t  N inhydr in  
bes t immt .  

3. Die Anwendung  dieser Methode auf  die Analyse yon Mischungen, die du tch  die Einwirkung 
der  Desulfinicase auf Cysteinsulfinsgure en t s t ehen  ha t  gezeigt, dass die Fre ise tzung eines Molekfils 
SO a mi t  der  Bildung eines l~olekfils Alanin f ibereinst immt.  Die Reak t ion  der  enzymat i schen  Desul- 
finierung yon Cysteinsulfins/iure ist  also: 

HOOC.CH(NH2).CH2.SOzH --> HOOC.CH(NHz)CHa + SO 2 
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