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(Eingelangt am 9. Febr. 1950. Vorgelegt in der Sitzung am 23. Febr. 1950.) 

I n  der IV.  Mit te i lung dieser Reihe 1 wurde fiber die Konzen t r i e rung  
der  bei  p H  4,1 op t imal  wi rksamen Phosphomonoes te rase  der  0berhefe  
ber iehte t .  I n  Ver~olgung dieser Arbe i t  gelang es uns nun,  die Wirk-  
s~mkei t  unserer  F e r m e n t p r ~ p a r a t e  auf mehr  Ms das  DreiBigfache zu 
steigern. W i t  un t e rnahmen  es auBerdem, die Subst r~tspezi f i t~ t  dieser 
hoehgereinigten Fe rmen tp r~p~r~ te  sowie ihr  VerhMten gegenfiber ver- 
schiedenen Effektoren  zu untersuehen.  

Methodik .  

Gewinnung der Fermentprgparate. Als Ausgangsmaterial  wurde eine als 
, ,Prima" bezeiehnete Anstellhefe, welehe wir sowohl yon der Ottakringer  
Brauerei, Wien XVI,  wie aueh yon den lVlautner-Markhoffsehen Prel3hefe- 
fabriken, Wien XI ,  erhielten, verwendet,  wof/ir wir den beiden F i rmen 
unseren Dank ausspreehen. GewShnliche B~ekerhefe erwies sich als sehr 
enzymarm. Aueh die erw/~hnte Anstellhefe verhiel t  sieh in ihrem Enzym- 
gehalt  und der LosI6sbarkei~ des Ferments  yon den Zellbestandteflen sehr 
unterschiedlieh, selbst werm sie naeh den Angaben der F i rmen aus dem 
gleiehen Stature geziiehtet worden war. 

Die Here wurde fiber Nacht  in ausgebreigetem Zustand in eine Ktihl- 
t ruhe gebraeht ( - - 1 5  bis - - 2 0 ~  am Morgen auftauen gelassen und dann 
in Wasser suspendiert und mit  gut  gereinigtem Sand in einer Kugelmfihle 
4 bis 5 Stdn. lang verrieben. Bei sehr lest an den Zellbestandteilen haftendem 
Enzym wurde eine u  mi t  J~therdampf durehgefiihrt.  Wir  liegen 

t Als frfihere Mitteilungen dieser Reihe gelten: 
I. O. Hof]mann.Ostenho] und E. Putz, Mh. Chem. 79~ 421 (1948); 

I I .  O. Ho]Jmann-Ostenho], H. Moser und E. Putz, Exper.4,  352 (1948); 
I I I .  Dieselhen, Pestsehrift  ftir P. Karrer, S. 11, Zfirieh 1949; 
IV. O. Ho/]mann-Ostenhof and  E. Putz, Mh. Chem. 80~ 433 (I949). 
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<lie I-Iefe fiber I~acht in Xtherdampf stehen, wodurch die Zellmembran vSllig 
gufgel6st und dadurch das Angreifen des Autolysenmittels  erleichtert  wurde. 
In  die so erhaltene Mischung wurde Toluol (1 : 10) eingerfihrt. Die Toluol- 
autolyse wurde bei 20 ~ durchgeffihrt, die Dauer war 16 bis 20 Stdn., das 
p H  der Mischung bei Autolysenbegirm 7,0. 

Die Autolysens~tfte wurden 4 Stdn. lang gegen Leitungswasser dialysiert ,  
.darauf zentrifugiert und dann das Zentrifugat mit  Acetatpuffer yon p i t  5,0 
im Verh~ltnis 1 : 1 versetzt.  Die Mischung liei~en wir 12 bis 16 Stdn. stehen 
(0 ~ und befreiten sie dann durch Zentrifugieren von den ausgefa]lenen 
iner ten Stoffen. 

Die so erhaltene l%ohlSsung wurde dann mit  Methanol im Verhgltnis 1 : 1 
bei  0 ~ versetzt,  die Misehung 2 Stdn. im Eiskasten stehen gelassen und dann 
abzentrifugiert .  Darnach versetzten wir den 1Nliedersch]ag mi t  wenig Wasser, 
sehii t tel ten 3 Stdu. und zentrifugierten wieder ab. Das Ferment  befindet  
sich dann  in der fiberstehenden L6sung, welche klar  ist und einen braungelben 
Fa rb ton  zeigt. 

Die h6chste erreichte Anreicherung war 1600 Phosphatase-Einhei ten (PE) 
naeh Albers 2 pro ccm bei einem Stickstoffgehalt yon 2,3 bis 2 ,5rag N 
pro ccm. Das entspricht  640 PE/mg N. Die Best~ndigkeit  der L6sungen 
ist sehr gering; auch bei Stehen im Eisschrank n immt  die Akt iv i tg t  der 
Pr~parate  im Laufe einer Woehe auf ein Siebentel ab. 

Substrate. Als Substrate  wurden Phenolphosphat,  PhenolphthMein- 
phosphat ,  a-Glycerophosphat  und fi-Glycerophosphat verwendet.  Alle 
diese Pr~parate wurden im hiesigen Laborator ium synthetisiert .  

Alstivitditsmessungen. Die Messungen der Aktivit~it der Enzympri~parate 
erfolgten bei  Verwendung yon Phenolphthaleinphosphat  nach der Methode 
yon Huggins und TalalayS; in allen anderen F~llen wurde nach Fiske und 
Subbarow ~ (Modifikation yon Teorell 5) verfahren. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n .  

Wie  berei ts  e rw~hnt  wurde,  gelang es, m i t  der  besehr iebenen 
I so l i e rungsmethode  ein Fermentpr~Lp&rat zu gewinnen,  welches eine 
Ak t iv i t i i t  yon  640 P E / m g  ~ zeigte. Dies is t  die bisher  hSchste  bei einer 
aus Hefe  gewonnenen Phospha ta se  fes tgestel l te  Akt iv i t~ t .  Wi r  nehmen  
t r o t z d e m  an, dat~ unser  E n z y m p r i i p a r a t  noch bet r~cht l iche  Mengen an 
ine r ten  Pro te inen  en tha l t .  Versuche zur Kr i s ta l l i sa t ion  des F e r m e n t s  
waren  bisher  erfolglos. 

Das F e r m e n t  konn te  mi t  der  besehr iebenen Methodik  durchaus  n ich t  
immer  aus Oberhefe in en tsprechender  Menge  und  K o n z e n t r a t i o n  er- 
ha l t en  werden.  Die yon  den be iden  F i r m e n  bezogenen He len  en th ie l t en  
sehr  s t a rk  wechselnde Mengen an E n z y m  und  unterschieden sich aueh 
wesent l ieh  i n  der  Los l5sbarke i t  des F e r m e n t s  yon  den festen autolyse-  
res i s ten ten  Bes tand te i l en  der  I-Iefezelle. Es scheinen hier zwei F ~ k t o r e n  
e ine  Rolle  zu spielen:  ers tens  l iegt  d~s F e r m e n t  in verschiedenen I-Iefe- 

~Ioppe-Seyler 's Z. physiol. Chem. 232, 165 (1935). 
J. biol. Chemistry 159, 399 (1945). 
J. biol. Chemistry 66, 375 (1925). 
Bioehem. Z. 230, 1 (1931); 232, 485 (1931). 
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rassen in versehiedenen Mengen und auch in einem versehiedener~ 
Bindungszustand an die Zellelemente vor und zweitens diirften fiir 
die Enzymmenge ebenso wie fiir die Losl6sbarkeit aueh relativ geringe 
Veranderungen der Zfichtungsbedingungen, wie z. B. starkere oder 
schwiichere Beliiftung und ahnliches, eine grol~e t~olle spielen. Leider 
stehen uns im hiesigen Laboratorium nieht die MSglichkeiten zur Ver- 
ffigung, entsprechend grol3e Mengen Hefe, wie sie ffir die Isolierung: 
benStigt werden, unter Standardbedingungen zu ziichten. 

Die Versuche fiber die Substratspezifiti~t und die pH-Abh/~ngigkeit 
des Enzyms sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 

Tabelle 1. p H - A b h ~ n g i g k e i t d e r  S p a l t u n g v e r s e h i e d e n e r  S u b s t r a t e  
d u t c h  die s au re  O b e r h e f e n p h o s p h o m o n o e s t e r a s e .  Pufferung: 
m/5-Natriumacetat-Essigs/~ure; 20~ willkfirlieh gew/~hlte Relativeinheiten. 

Subs~anz 

fi- Glycerophosphat . . . . . . .  
a- Glyeerophosphat . . . . . . .  
Phenolphosphat . . . . . . . . . .  
Phenolphthaleinphosphat.. 

pK 

3,19 

3 8  

3,5 3,8 

37 60 
- -  3 

73 83 
36 105 

4,1 4,4 

90 75 
4 8 

89 93 
186 126 

4,7 

1 2  

85 
93 

5,1 

1 2  

47 

Das yore Ferment am schnellsten gespaltene Substrat ist also Phenol- 
phthaleinphosphat; hier ist das pK-Optimum der Spaltung recht scharf 
bei 4,1. fl-Glycerophosphat und Phenolphosphat werden bei dem ffir 
sie optimalen pH etwa im gMchen Ausmalt hydrolysiert; Mr linden 
aber bei Phenolphosphat ein verhaltnismagig breites Wirkungsoptimum 
zwischen den pH-Werten 3,8 und 4,7, wahrend beim fl-Glyeerophosphat 
das Maximum ziemlich scharf bei pH 4,1 liegt. ~-Glycerophosphat 
wird nur wenig angegriffen, was mit den Berichten frfiherer Bearbeiter 
des Ferments fibereinstimmt. Hier muB allerdings festgehalten werden, 
dab der Untersehied zwischen der SpMtung yon fl-Glyeerophosphat 
und cr bei unseren gereinigten Praparaten weitaus 
starker hervortri t t  als bei dem yon Albers und Albers ~ beschriebenen 
Produkt,  denn wahrend diese Autoren ein Verhaltnis der fl-Spaltung 
zur ~-Spaltung yon 10 :4  finden, liegt dieses bei unserem Konzentrat  
beim pH-Optimum bei etwa 22 : 1. Der geringe Anstieg der SpMtbarkeit 
des c~-Glycerophosphats bei hSheren pt t -Werten laBt sieh vielleicht mi t  
der Anwesenheit geringer Mengen einer sogenan~ten er 
in unserem Produkt erklaren. Dieses seinerzeit yon Schi~//ner und Bauer  ~ 
entdeckte Ferment, welches Mlerdings bisher in Oberhefe noch niemals 
nachgewiesen werden konnte, zeigt ein pI-I-Optimum bei etwa 6,5. 

6 I-Ioppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 285, 47 (1935). 
Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 282, 66 (1935). 
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Wir  ffihrten weiters eine Anzahl  yon  Versuehen fiber die BeeinfluB- 
barkei t  des Fe rmen t s  durch  versehiedene Effektoren dutch.  I n  Tabelle 2 

s ind  die Da ten  fiber den Einflul3 einiger lV[etallionen auf die Wirksamkei t  
des E n z y m s  wiedergegeben. 

Tabelle 2. E i n f l u g  v e r s e h i e d e n e r  M e t a l l i o n e n  a u f  d ie  A k t i v i t / i t  
d e r  s a u r e n  O b e r h e f e n p h o s p h o m o n o e s t e r a s e .  Substrat:  Phenol- 
phthaleinphosphat;  m/5-Aeetatpuffer pI-I 4,1. Die Zahlen geben die pro- 
zentuelle Aktivi tatshemmung im Vergleich mit  unbeelnfiul3ten Kontroll- 

versuehen wieder. 

Negativer Logarithmus der molaren Konzentration der N:etallionen 
Metallion im Versuchsansatz 

2 3 4 5 6 7 

]gig+ + . . . . . . . . .  
Zn+ + . . . . . . . . .  
Mn+ + . . . . . . . . .  
Cu+ + ......... 

Fe+ + . . . . . . . . .  
Co++ . . . . . . . . .  

10 10 
5 

10 

10 
5 
8 
8 

12 
5 

8 
4 
6 
5 

10 
2 

4 
1 

0 
0 
1 

Die Wirkung  anderer  Effektoren auf die Akt iv i t a t  der Phosphatase  
ist in  Tabelle 3 veransehaul icht .  

Tabelle 3. E i n f l u g  v e r s c h i e d e n e r  E f f e k t o r e n  a u f  d ie  A k t l v i t / i t  
d e r  s a u r e n  O b e r h e f e n p h o s p h o m o n o e s t e r a s e .  Bedingungen wiebe i  
Tabelle 2. Die Zahlen geben die prozentuelle t Iemmung (--) oder Akti- 
vierung (+ )  im Vergleieh mit  unbeeinfluBten Kontrollversuehen wieder. 

Substanz 

Cystein . . . . . . . . . . . . . . .  
Methionin . . . . . . . . . . . .  
Kaliumeyanid . . . . . . . . .  
Natriumarsenat  . . . . . . .  
NaH2PO~ . . . . . . . . . . . . .  
Bors/~nre . . . . . . . . .  . . . . .  
Natriumfluorid . . . . . . . .  

Negativer Logarithmus der molaren Wirkstoffkonzentration 
im Versuehsansatz 

+ 23 
§ 23 

- -  2,5 
- -  1 0 0  

- -  1 0 0  

- -  1 1  

- -  1 0 0  

+ 18 
+ 21 

- -  1,5 
- -  3 0  

- -  1 0 0  

- -  3 

- -  1 0 0  

+ 1 1  + 5  
+ 19 

0 
! 

- - 1 3  - -  
- -  1 3  i - -  

- -  1 i - -  
I 

- -  7 I - -  

AuBer den in  der Tabelle erwg, hn t en  Stoffen wurden noeh fo]gende 
Subs tanzen  auf ihre Wirksamke i t  gegenfiber dem F e r m e n t  un te r sueh t :  
Alanin,  Jodessigs/~ure u n d  Ammoniumrhodan id .  Diese Stoffe zeigten 
in keiner Konzen t r a t i on  irgendeine Wi rkung  auf die F e r m e n ~ k t i v i t ~ t .  
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Die Versuche mit den ~etallionen und mit den anderen Effektorert 
zeigelf tibereinstimmend mit den friiheren Bearbeitern des Gebietes, 
dab wir es hier mit einem Ferment des Typus AII I nach Folley unct 
Kay s zu tun haben; allerdings ist diese Gruppe der Phosphomonoesterasen 
noch ziemlieh schlecht eharakterisiert. ~Tach Roche und Courtois 9 finden 
sieh Enzyme dieses Typus aul~er in der Oberhefe in allen untersuehten 
Basidiomyeeten, weiters in vielen Aseomyceten und aueh in manehen. 
Fungi imper]ecti. Analoge Fermente sind welter anoh in hSheren Pflanzen 
sowie in Milz, Leber und Erythrozyten verschiedener Tiere nachgewiesen 
worden. Es seheint noch nicht festzustehen, wie weir die ~7bereinstim- 
mungen bei all diesen Enzymen versehiedenen Ursprungs geht und ob 
wir es hier tats~tchlich mit einem einheitliehen Typus zu tun haben. 
So sehwanken die berichteten pH-Optima der Wirkung zwisehen 3,~) 
bei dem Ferment des Hepatopancreas der Schnecke (Karrer und Freulerl~ 
Munemura 11 und Oh~nory 1~) mid 4,2. Auch in bezug auf die Wirkung 
der versehiedenen Effektoren bestehen einige Unterschiede bei den 
Enzymen versehiedener I-Ierkunft; diese sind allerdings mehr quantitativer 
als quaiitativer Natur. 

Bei unserem Ferment zeigte es sieh nun, dab das pit-Optimum sehon 
bei Verwendung versehiedener Substrate um einiges schwankt. Das 
Verhalten gegeniiber den Effektoren bietet nichts yon besonderem 
Interesse; s~mtliehe Enzyme dieser Gruppe werden durch Mg ++ mehr 
oder minder stark gehemmt; dasselbe ist beziiglieh der Hemmung dureh 
die anderen Metal]ionen, Fluorid, Arsenat und Phosphat, zu sagen, wobei 
die Wirkung der zwei letztgenannten Salze wohl ein gutes Beispiet 
kompetitiver ttemmung darstellt. 

Es erseheint uns als erw~hnenswert, dab die Wirksamkeit des Ferments 
wahl dureh Cystein gefSrdert wird, dab aber anderseits JodessigsKure 
keinerlei tIemmwirkung ausiibt, was zu erwarten w~re, wenn es sieh 
um ein Enzym mit fiir die Wirkung wesentliehen SI-I-Gruppen handeln 
wiirde. Bemerkenswert ist auch die derjenigen des Cysteins analoge 
f6rdernde Wirkung des Mettlionins, fiir welehe uns noeh jede Erkl~Lrung 
fehlt. 

AbsehlieBend darf gesagt werden, dal~ die saure Oberhefenphospho- 
monoesterase sieh auch im hoehkonzentrierten Zustand weitgehend 
analog zu weniger aktiven Pr~paraten verh~lt. Uber die biologisehe 
Funktion des Enzyms ist bis heute noeh kaum etwas bekannt; wir be- 
absiehtigen, demn~ehst eine diesbeziigliehe Versuehsreihe durchzufiihren. 

s Ergebn. Enzymforsch. 5, 159 (1936). 
9 Exp. ann. Biochimie rn6d. 4, 219 (1944). 
10 Festschrift fiir A. Tschirch, S. 421. Ziirich 1926. 
11 j.  Biochemistry 17, 343 (1933). 
13 Enzymologia (Den Haag)4, 217 (1937). 
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Zusammenfassung. 
Es wird die Reinigung der sauren Phosphomonoesterase ~us Oberhefe 

beschrieben, wobei Pr~par~te mit 640 Phosph~t~seeinheiten naeh Albers 
pro mg StiekstoH erh~lten wurden. Das Ferment verh~lt sich in seiner 
Substratspezifit~t, seinem pH-Optimum und seinem Verh~lten gegen- 
fiber Effektoren v511ig entsprechend dem Typus A m der Phosphomono- 
esterasen naeh Folley und Kay. 


