
Z. Rechtsmedizin 69, 259--262 (1971) 
© by Springer-Verlag 1971 

Aktivit~tsbestimmungen der sauren Phosphatase 
in verschiedenen biologischen Medien unter Verwendung 

von o-Carboxyphenylphosphat 

GOTFRIED WALTIIER und  P~TER H6HN 

Institut ffir Rechtsmedizin und Pathologischen Institut 
der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (BRD) 

Eingegangen am 7. Mai 1971 

Quant i t a t ive  Es t ima t ion  of Acid Phosphatase  in some Biological Fluids 

Summary. On investigation of human seminal traces the evidence of high activity of 
acid phosphatase implies important information. Some substrates are known for measurement 
of this enzyme activity. With the aid of o-Carboxyphenylphosphate in 0.1 M sodium acetate/ 
acetic acid buffer the conditions for quantitative measurement of human seminal acid phospha- 
tase were found to be optimal at pH 4.6-5.8 and pS 2.3-2.7 (Walther). As the acid phosphatase 
is present in many biological fluids, it is necessary to know the rate of hydrolysis by these 
enzymes. Therefore in this paper the activity of acid phosphatase in the following biological 
fluids was measured: Human and bull ejaculates, vaginal smears, urines, anal swabs, se- 
cretes of snails, plant juices (cauli flower and painter's flower) and some bacteria. 

In the human ejaculates were notized activities about 104-106 U, in bovine ejaculate 
about 10~-104 and in fluid of eauli flower 103-104 U. In the other investigated fluids substrate 
splitting was very low or negative (see table). I t  is impossible to detect a very small trace 
of acid phosphatase because the substrate is splitting spontaneously. But this is not important 
because anyway activities from 104-106 U have diagnostieal information. 

Zusammen/assuug. Unter den ffir die Bestimmung der menschliehen sauren Sperma- 
phosphatase festgestellten Bedingungen wurden die Spaltungsraten verschiedener Sub- 
stanzen mensehlieher, tieriseher und pflanzlieher Herkunft bestimmt. Im Humansperma 
wurden etwa 10t--106 U, im bovinen etwa 102--104 und im BlumenkohlpreBsaft 10a--104 U 
festgestellt. In den fibrigen Substanzen ist zwar eine geringe Hydrolyserate, die auch durch 
saure Phosphataseaktivit~t bedingt sein kann, nicht auszusehlieBen, jedoeh ist dieses Ferment 
nieht mit Sieherheit naehweisbar. Die Untersuehungsergebnisse zeigen, dag die saure Phos- 
phatase des mensehliehen Ejaculates o-Carboxyphenylphosphat sehr sehnell hydrolysiert, 
abet aueh im BlumenkohlpreBsaft ist eine relativ hohe Aktivit~t vorhanden. 

Key words: Saute Phosphatase, Aktivit~tsbestimmungen - -  Spermaphosphatase - -  
Spermanaehweis. 

I n  diescr Zeitsehrift  (66, 1/1969) wurde zur quan t i t a t iven  Messung der sauren 
Phosphatase  im l~ahmen der gerichtsmedizinischen Spermaspurenuntersuchung 
als Subs t ra t  o-Carboxyphenylphosphat  empfohlen und  die opt imalen Mcgbe- 
d ingungen  festgestcllt. Dieses Subs t ra t  wird yon der sauren Spermaphosphatase 
relat iv schnell hydrolysiert .  I m  vorl iegenden Beitrag sollen die bisherigen Er- 
fahrungen mi t  dicsem Subst ra t  dargelegt und  die Hydrolysera ten  anderer  saurer 
Phosphatasen  tieriseher u n d  loflanzlieher I-Ierkunft un te rsuch t  werden. Diese 
Kenn tn i s  ist fiir die In te rp re ta t ion  yon E n z y m b e s t i m m u n g e n  im l~ahmen der 
Spermaspurenunte rsuehung  von Bedeutung,  da die saure Phosphatase praktiseh 
ubiquit~tr vo rkommt  (Literaturfibersieht bei Leithoff und  I t6hn).  
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Material und Methode 
Es wurden menschliche und bovine Ejaculate, einige humane K6rperflfissigkeiten, 

Bakterienkulturen, PflanzenpreBsgfte und einige Schneckenschleime untersucht. Ejaeulat, 
Speichel, Vaginalsekret und Urin wurden nativ verwandt. Bei den iibrigen humanen Spuren 
handelt es sich um Tupferabstriche oder Textilgewebe, die jeweils in 2--5 ml physiologischer 
Kochsalzl6sung eluiert und danach zentrifugiert wurden. Im Uberstand erfolgte die Bestim- 
mung der sauren Phosphatase. Die KSrperflfissigkeiten und Spureneluate wurden mikro- 
skopisch auf das Vorhandensein yon Samenzellen nntersucht. I)er Samenzellenbefund im 
Ausstrich oder Bodensatz der Eluate ist in der Tabelle angegeben. Die Pflanzens~fte wurden 
durch Zerstampfen im M6rser und die Schneckenschleime durch Kriechenlassen fiber Fil- 
trierpapier und Elution in 3 ml physiologischer KochsalzlSsung gewonnen. Die Ziichtung 
der Bakterienkulturen effolgte in 15 ml Boullion und hierin wurde auch die Keimzahl fest- 
gestellt, dig in der Tabelle in Klammern angegeben ist. Die Boullion wurde dreimal mit 
physiologischer Kochsalzl6sung gewaschen, zentrifugiert und dig Bakterien mit 2 ml Aqua 
bidest und 1 rain Einwirkung yon Ultraschall homogenisiert. 

Die Messungen erfolgten bei 25°C in 0,1 M Essigs~ure/Natriumacetatpuffer bei pit 5,2 
und pS 2,6 (Walther). Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt und in den 
Ergebnissen der Mittelwert angegeben. Die Substanzen mit hohen Enzymgehalten wurden 
naeh BedarI 1 : 10 oder 1 : 100 verdfinnt. 

Ergebnisse 

Die Ergebnisse der Enzymmessungen und mikroskopischen Untersuchungen 
sind im einzelnen aus der Tabelle i zu entnehmen, Die Reaktion wurde in 3 ml 
Testansatz mit 0,1 ml Probe in Gang gesetzt. In der Tabelle ist in der Spalte 3 
die reine Hydrolyserate und in der Spalte 4 die Umrechnung in internationale 
Enzymeinheiten angegeben. Da der Spontanzerfall des Substrates unter den 
angegebenen MeBbedingungen bis 2,0 ~M/min oder auch etwas darfiber betrug, 
erfolgte die Umrechnung in Enzymaktivit/~ten erst ab einer Hydrolyserate yon 
3,0 ~M/min. 

Diskussion 

Die optimalen Bedingungen fiir die Besgimmnng der mensehliehen sauren 
Spermaphosphatase wurden in 0,1 M Aeetat/Essigsgurepuffer bei pH 4,6--5,8 
und pS 2,3--2,7 festgestellt (Walther). Wie bisher nieht verSffentliehte Unter- 
suehungen zeigten, stimmen diese Optima fiir die saure Phosphatase aus Blumen- 
kohl and Bullensperma nieht tiberein. Aueh fiir die anderen Substanzen ist ein 
untersehiedliehes bioehemisehes Verhalten anzunehmen. Da die Aktivit/its- 
bestimmung der sauren Phosphatase im I~ahmen einer Spurenuntersuehung 
in dem ftir die mensehliehe saute Spermaphosphatase optimalen Bereieh erfolgen 
mug, warden bei den Messungen diese Bedingungen gew~hlt. 

Die Ergebnisse zeigen, dab o-Carboxyphenylphosphat v o n d e r  sauren Phos- 
phatase der hier untersuehten biologisehen Substanzen sehr langsam oder nieht 
gespalten wird. Lediglieh der Blumenkohlpregsaft und aueh das bovine Ejaeulat 
zeigten eine sehr hohe Aktivit~t, die der des unverd/innten mensehliehen Eja- 
culates nahekommt. Von besonderer Bedeutung sind die mit o-Carboxyphenyl- 
10hosphat gefundenen negativen Werte. Im PreBsaft yon Malerblumen sind mit 
Phenylphosphat wesentlieh h6here Werte zu messen (Leithoff). Diese Unter- 
suehungsergebnisse weisen wiederum darauf hin, dab die tI6he einer gemessenen 
Fermentaktivit~t vom angewandten Substrat abh/~ngig ist. 
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Tabetle 1. Ergebnisse der Enzymme~vsung im einzelnen 

Bei den  Bak te r i enku l tu ren  is t  die Ke imzah l  pro ml Boullion eingetragen.  Von  den 
un te r sueh ten  biologisehen Subs~.nzen  zeigt nu r  der  BlumenkohlpreSsaf t  eine Akthdt~i~ an 
saurer  Phospha tase ,  die  der  in E jacu la ten  ha.he kommt .  

Unte r such tes  Material  Anza.hl Samen.  Hydrolyse-  Ak t iv i t a t  
der  zellen- ra te  (U) 
P roben  be fund  (~M/min) 

Ejacula te :  

a) h u m a n  20 posi t iv  10s----105 3.10a~--3 - l0  s 
b) bovin  3 posi t iv  15 - -3 ,2 ,10  ~ 4,6.103-.-9,9 • 103 

Vaginalsekrete  15 negat iv  2---5 his 1,5.103 

Speiehel 5 ~, 5~  negat iv  2 - - 4  his 1,2.103 

Ur in :  

a) weiblich 10 negat iv  2 - -3 ,5  bis t0  3 

b) m~nnlich 

10- -30  rain nach  Ejacula t ion  5 posi t iv 50 - -10  a 1 , 5 . 1 0 : ~ 3  , i 0  ~ 
5 - - 8  S td  nach  Ejacula t ion  5 negat iv /  6~-25 1 ,8-10a~8 • t03 

posi t iv  
8 und mehr Tage nach 5 nega.tiv/ 30--80 9, i02----2,5 - I0 ~ 
Ejaculation posi t iv  

E lua te  yon T e x t i l s p u r e n t m g e m  6 
32 

posi t iv 1 ,8 - - t , 6 -10  s 0,5-102--~5,5 .104 
nega t iv /  1,8-~-.8,0 0,5" 103---2,4 • 10 ~ 
fragl. 
posit~iv 

A f ~ r a b s t r i c h e  5 negat iv  2 ,5- -3 ,5  bis 102 

Sehneckenschle ime:  

a) Weinbergschnecke  t -.o. 2,7 - -  

b) Schnih 'kelschnecke 1 - -  1,9 - -  

Pf lanzens£f te :  

a) :Blumenkohl 5 - -  30- -650 103--2 • t04 

b) Malerblume (20 Bli i ten - -  1 ,8--3,2 - -  
zerst~.mlpft) 

B~okterienkulturen : 

a) E.  coil (1023) 1 - -  3,5 108 
b) Pro teus  (3.1013) 1 -~- 2,7 - -  
c) Pyoeya~eus  (5-1012) 1 - -  3,1 - -  
d) Enterocoeeus  (1013) 1 - -  2,1 - -  
e) St~phytoeoccusalbus (8' 109) 1 - -  1,8 - -  
f) S taphylococcus  aureus 1 - -  1,8 - -  

(5. t01° ) 
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Das hier angewandte Substrat  ist nicht  stabil. Bei den Best immungen wurde 
eine spontane Hydrolysera te  his 2 ~zM/min oder gering dariiber festgestellt. Die 
Umrechnung in internationale Enzymeinhei ten ergibt sich bei Messung in 1 cm 
Cuvetten wie folgt: 

U - -  ~zM/min • V- F 
V 

Es bedeuten:  

V = Gesamtvolumen, v = Probel6sung, F ~ Verdiinnungsgrad. 

Ffir einen Spontanzerfall  yon 2 ~zM/min ergibt sich bei der Berechnung eine 
scheinbare Aktivit/~t von 62 U. Aus Sicherheitsgrfinden wurde in der Tabelle 
der Ergebnisse erst ab einer I tydrolysera te  yon 3 ~zM/min auf Enzymeinhei ten 
umgerechnet.  Diese Methode ist somit ffir den Nachweis kleinster Mengen saurer 
Phosphatase  nicht  geeignet. Ffir eine Spermaspurenuntersuchung ist dieser Urn- 
s tand jedoch yon untergeordneter  Bedeutung,  da ohnehin nut  Aktivi t£ten von 
1 0 ~ 1 0 6  U eine diagnostische Informat ion beeinhalten. 

Die Untersuchungsergebnisse haben somit gezeigt, dab bei der Best immung 
der sauren Phosphatase  unter  Verwendung von o-Carboxyphenylphosphat  eine 
grSgere Anzahl phosphatasehalt iger biologischer Substanzen praktisch nicht  
effagt  wird. Die sehr hohe Aktivit / i t  im BlumenkohlpreBsaft  weist auch bei 
diesem Substrat  darauf hin, dab quant i ta t ive Messungen der sauren Phosphatase 
immer noch kritisch zu beurteilen sin& 
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