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Wir haben in frfiheren Mittei]ungen dieser Reihe 1, wie auch in Vor- 
trggen ~ fiber die Auffindung und Charakterisiernng eines Fermentes 
berichtet, welches aus der Hefe gewonnen werden kann und imstande 
ist, verschiedene Phosphorsgureester in schwaeh alka]ischer L6sung 
(pH-Opt imum etw~ 9,1) zu sp~lten. Das Enzym zeigt eine auffallende 
)ldmlichkeit mit  versehiedenen Phosphomonoesterasen ~nimalischen 
Ursprungs, wie z. B. der alkalischen ~qierenphosphatase, der Phosphatase 
der Darmsehleimhaut oder der Knochenphosphatase.  Etw~ zur gleiehen 
Zei{ mit  unserer ersten VerSffentlichnng erschien ein Berich~ yon Nickerson 
und Mitarbeitern 3 aus dem Carlsberg-Lubor~torium in Xopenhagen, in 
welchem die Existenz derartiger Fermente in d e r t t e f e  mit  Hilfe einer 
histochemischen t~eaktion ngchgewiesen wurde. Diese Autoren konnten 
aueh feststellen, dab diese Enzyme in der Nghe kerngrtiger Strukturen 
der Hefe lokalisiert sind. 

In  der vorliegenden Mitteilung soll nun fiber die Fortschritte in der 
Bearbeitung dieser Fermente berichtet werden. Es ist uns gelungen, 
das Enzym aus Oberhefe in einer weitaus konzentrierteren Form dar- 

1 0 .  Ho]]mann-Ostenho], H.l]loser und E. Putz, Exper. 4, 352 (1948); 
Festschrift fiir P. Karrer, S. 11. Ziirich 1949. 

O. Ho]]mann-Ostenho] und H. Moser, Abstr. 1st. Intern. Congr. Biochem., 
Cambridge 1949, p. 345. - - O .  Hof/mann-Ostenho], Azlgew. Chem. 61, 35 
{1949). 

W. J .  NiJcerson, E. Krugelis und N.  Andr~sen, ~Na~ure (London)162, 
192 (1948). 
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zustellen, als es bei unseren frfiheren Pr~para ten  der Fa l l  war. F e r n e r  

konnte  ein angloges E n z y m  - -  allerdings in wei taus  geringerer  Menge  

~ls in der 0berhefe  - -  auch in der Unterhefe  nachgewiesen werden~ 

Sehlieglieh sollen noch der Einflul3 versehiedener  Effektoren  auf die Wir-  

kung und  weitere charakter is t isehe Eigenschaf ten  dieser Fe rmen te  be-  

sehrieben werden.  
M e t h o d i k .  

Darstellung des Enzympri iparats  aus Oberhe]e. Zur Herstellung der- 
Priiparute aus Oberhefe wurden Anstellhefen, welche wir sowohl yon der  
Ottakringer Brauerei, Wien XVI,  wie auch von den Mautner-Markhoffsehe~_ 
Prel?hefefabriken, Wien XI ,  erhielten, verwendet, wofiir wir den beiden 
Firmen unseren Dank ausspreehen. 

500 g dieser Anstellhefen wurden 3 bis 4 Tage bei etwa - -  8 o gut dureh-- 
gefroren; naeh dem Auftauen verrieb man mit  gereinigtem Sand und be- 
handelte dann unter Wasserzusatz in einer Kugelmfihle. Die ttefesuspensiol~_ 
wurde dann 12 Stdn. lung bei pH  6 mit  Toluolzusatz uutolysieren gelassen, 
wobei 40 ~ und st&ndiges Riihren sieh als optimal erwiesen. Naeh Abzentri- 
fugieren des Niedersehlages braehte man die L6sung zur Ausf~llung des 
~bersehiissigen Phosphats auf pI~I 8,5, zentrifugierte dann wieder und_ 
neutralisierte die fiberstehende L6sung. In  den auf diese Art  erhaltenen 
gohex t r ak t  wurde Bentonit  (1 g Bentonit  auf 20 ml Rohextrakt)  einger/ihrt. 
mad die L6sung auf diese Art  filtrierbar gemaeht. 

Naeh der Filtration, welehe in der K~lte durehgeffihrt wurde, gab man 
bei 0 ~ allm~hlieh Aeeton zu dem Fi l t ra t  zu, his das Verh/iltnis I00 ml Fi l t ra t  
zu 75 ml Aeeton erreieht war, liel3 dann 3 bis 4 Stdn. in der K&lte stehen, 
worauf sieh ein Niederschlag bildete. Naeh Abzentrifugieren wurde die  
iiberstehende LSsung verworfen und der noeh feuehte Niedersehlag in m6g- 
liehst wenig Wasser gel6st trod einige Stunden gut gesehiittelt. Es bildete 
sieh ein aus inerten Proteinen bestehender Niedersehlag, welcher dutch  
Zentrifugieren entfernt und verworfen wurde. Die iiberstehende milehige 
Fliissigkeit filtrierte man dutch einen Glassintertiegel Schott G 4. 

Der auf diese Weise erhaltene klure Fermentextrakt  wurde nun in einer~ 
Cellophansehlaueh gefiillt und - -  mit  Eis-tgioehsalzmischung gekiihlt - -  
gegen halbges~ttigte AmmoniumsulfatlSsung dialysiert, wobei sieh naeh  
10 bis 12 Stdn. ein Niedersehlag aussehied, weleher nut  geringe Akt iv i t~ t  
zeigte. Die yon diesem Niedersehlag befreite L6sung wurde nun weiter gegen 
ges&ttigte Ammoniumsulfutl6sung dialysiert; der sieh nun naeh 5 bis 6 Stdn. 
bildende Niedersehlag enthielt das Enzym in einem stark angereiehertell 
und nj]r wenig yon Begleitstoffen verunreinigten Zustand. Durch Fort-  
setzung der DiMyse konnten weitere hochaktive Fraktionen erhalten werden, 
welehe allerdings bereits stgrkere Verunreinigungen enthielten. 

Die hOehste auf diese Weise erzielte Anreieherung war 1720 Phosphatase- 
oinheiten (PE) naeh Albers ~ pro ml bei einem Stiekstoffgehalt yon 2,8 mg  
pro ml, was einer Aktivi t~t  von 614 PE/mg N entsprieht. Der Ausgangs- 
oxtrakt  (naeh der Autolyse) zeigte eine Aktivi t~t  yon 5,9 PE /mg  N, so dab 
wir mit  der besehriebenen Methodik das Enzym auf mehr Ms das Hundert -  
faehe konzentriert  haben. 

4 H .  Albers und E. Albers, Hoppe-Seyler 's  Z. physiol. Chem. 285, 47 
(1935). 
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An dieser Stelle soil aueh erwabnt werden, da~ es uns mehrmMs gelang, 
~aus derartig hochaktiven Fermentlbsungen durch Stehenlassen in der Kalte 
Proteinkristalle zu erhalten, wobei die Aktivitat der Mutterlaugen auf einen 
Bruchtefl zuriickging. Bei Wiederaufl6sen dieser Kristal]e in entspreehenden 
Pufferl6sungen zeigten aber die erhaltenen Ext rakte  verh~iltnism~i2ig geringe 
Akt ivi ta t ,  welche iiberdies in wenigen Stunden verloren ging. Es ist mSglich, 
da~ die geringe Best~indigkeit des gereinigten Ferments ffir diese Erscheinung 
verantwortlich ist. Hochaktive Fermentl6s~mgen, welehe nieht tiber die 
Kristaltisation erhalten worden waren, erwiesen sich jedenfalls als vim be- 
st~ndiger. Die Frage, ob wir in dan Kristallen wirklieh eine kristallisierte 
Phosphatase vor uns haben, oder nur, wie das vorstellbar ware, ein inertes 
Protein, an welches etwas Ferment  adsorbiert ist, sell noeh nS, her gepriift 
werden. 

Darstellung des Enzympri~parate aus Unterhe/e. Als Ausgangsm~teriM 
diente uns hier Unterhefe, welehe wir yon der Schwechater Brauere[, Wien- 
Sehweehat, erhielten. Aueh dieser Fi rma set ffir ihre Bereitwilligkeit, uns 
.die ]-Iefe kostenlos zu fiberlassen, unser Dank ausgesprochen. 

I000 g Unterhefe wurden 3real mi.t je l0 1 destilliertem %Vasser gewaschen 
nnd naeh dem Abfiltrieren 2 Tags lang bet --20 ~ eingefroren. Daml. ver- 
setzten wir die J-Iefe mit 20 ml 0,3~ Ammoniak, breiteten sic in einem 
:grot3en Exsilckator aus und lieL3en 12 Stdn. lang ]4therdgmpfe auf sic ein- 
wirken. I~ierauf wurde der Hefebrei mit  destilliertem Wasser im Verh/~It- 
his 1 : 1 verdiinnt mid bei guter g t ihrung tropfenweise mit  Toluol versetzt, 
bis die zugesetzte Toluolmenge ein Zehnte] des Gesamtvolumens betrug. 
Die mit  Toluol versetzte Here wurde nun 24 Stdn. bet Zimmertemp. gerfihrt, 
darauf noeh ein Viertel der zuerst angewandten Toluohnenge zugesetzt mid 
weitere 21 Stdn. unter l~fihrung stehen gelassen. Wahrend der gesamten 
Autolysevorgange mu[3te streng darauf geachtet werden, dat3 die Temp. 
nicht tiber 25 ~ stieg und pH 7 nieht unterschri t ten wurde. 

Das erhaltene Autolysat  wurde nun zentrifugiert und der Riiekstand 
verworfen. Wit  kiihlten die tiberstehende L6sung auf 0 ~ ab und versetzten 
sic 1rater l~iihren langsam mi~ drei Viertel des Volumens eisgekfihltem Aeeton. 
Naeh Abzentrifugieren wurde der erhaltene Niedersehlag durch Absangen 
.an der Wasserstrahlpumpe vonq restlichen Aeeton befreit und dann in m6gliehst 
wenig ~'Vasser aufgenommen. Kierauf wurde 4 Stdn. lang gesch/ittelt, ab- 
zentrifugiert und der unl6sliehe Rest, der aus inerten Proteinen bestand, 
verworfen. 

Der Enzymext rak t  wurde dann bet Eistemp. zuerst 4 Stdn. gegen 
destilliertes Wasser und dann 10 bis 12 Stdn. gegen halbgesattigte Ammonium- 
sulfa~lOsung diMysiert, wobei sich ein Niederschlag abschied, weleher nut  
gerhage Fermentakt iv i ta t  zeig~e. Die LOsung wurde dann in Eis-Koehsalz- 
misehung ether 6sttmdigen Diaiyse gegen ges~ttigte AmmoniumsulfatlSsung 
unterzogen, der erhaltene Niedersehlag darauf wiederum in Wasser gelSst 
und diese LOsung 4 Stdn. lang gegen 40~iges  Aeeton bei - -  15 ~ dialysiert, 
wobei inerte Proteine ausfielen ~md die Aktivit~it des Extraktes  auf 
140 PE/ml  stieg. Eine weitere Konzentrat ion der nur in geringen R{engen 
erhaltenen Enzyml6sung war bisher noeh nieht mSglich. 

Substrate und Meflmethoden. Als Substrate wurden Phenolphosphat, 
Phenotphthaleinphosphat, a-Glyeerophosphat, .. /5- Glycerophosphat und 
Hexosediphosphat verwendet. Alle diese Pr/iparate x~nxrden im hiesigen 
Laboratorium synthetisiert. Die ~,Iessungen der Akt iv i ta t  der Enzympraparate  
erfolgten bet Verwendung yon Phenolphthaleinphosphat  naeh der Methode 
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yon Huggins und TalalayS; in allen anderen FMlen wurde naeh Fiske und 
Subbarow ~ ()/iodifikation yon TeoreU 7) verfahren. 

E r g e b n i s s e .  

Spezi]i tgt  und  pH.Abh i tng igke i t  der Wi rkung .  Die Spezifit~t der  
beiden E n z y m e  und die pH-Abh~ngigkei t  der Spal tung verschiedener 
Substrate  wird in den Tabellen 1 und  2 dargestellt.  

Tabelle 1. p H - A b h ~ n g i g k e i t  der  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 r e h  das  O b e r h e f e f e r m e n t .  

Die Werte stellen PE/mg N dar;  Substratkonzentration n/100; Versuehs- 
dauer 1 S bd. ; n/10 Ammoniak-Ammoniumehlorid-Pufferl6sung naeh Michaelis ; 

keine Zugabe aktivierender Metallionen. 

Substrat 

Phenolphthaleinphosphat... 

Phenolphosphat ........... 

- Glyeerophosphat ........ 

cr - Glyeerophosphat ........ 

8,0 8,3 

97 273 
85 242 

113 292 
89 190 

p:ff 

8,5 8,9 

418 541 
390 508 
454 478 
271 329 

9,2 9,5 

606 564 
572 478 
319 106 
191 28 

9,8 

223 
127 

Auger  den in Tabelle 1 g e n a n n t e n  Substraten wurden noeh 
Hexosediphosphat ,  Pyrophospha t ,  Metaphosphat  und  Adenosintri-  
phosphat  auf ihre SpMtbarkeit  durch das Oberhefeferment untersueht .  
Hierbei  zeigte sieh, dab die drei le tz tgenannten Substanzen iiberhaupg 
nieht ~ngegriffen werden. Hingegen ist das E n z y m  imstande,  Hexose- 
d iphosphat  zu spalten, wobei allerdings das p H - O p t i m u m  etwas gegen 
den Neutr~lpunkt  bin verschoben ist;  bei p H  8,5 finden wir eine Spal tung 
yon  29~ P E / m g  N, w~hrend die entspreehenden Werte  fiir p H  8,9 240 
und  ffir loll 9,2 140 sind, 

Tabelle2. p I t - ) ~ b h ~ n g i g k e i t  der  S p a l t u n g v e r s c h i e d e n e r  S u b s t r a t e  
d u r e h  das  U n t e r h e f e f e r m e n t .  

Die Werte stellen PE/ml Fermentl6sung dar; sonstige Bedingungen wie in 
Tabelle 1. 

Substrat 

Phenolphthaleinphosphat . . . . . .  ~ �9 �9 
Phenolphosphat . . . . . . . . . . . . . . . . .  
fl- Glycerophosphat . . . . . . . . . . . . . .  

6,8 

20 
15 
24 

pH 

7,8 8,3 8,9 

20 45 55 
30 70 82 
42 72 70 

9,2 

60 
90 
54 

5 C. Huggins und P.  Talalay,  J. biol. Chemistry 159, 399 (1945). 
6 C . H .  Fiske  und  Y.  Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 (1925). 
v T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 (1931); 282, 485 (1931). 

9,5 

55 
75 
45 
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Wir wir bei Verg]eich der Ta.bellen 1 und 2 sehen, unterscheidet 
sich das Ferment  aus Unterhefe yon demjenigen aus Oberhefe dadurch, 
dab es Phenolphosphat und fl-Glycerophosphat schnelIer spaltet als 
Phenolphthaleinphosphat; eine Hydrolyse yon c~-Glycerophosphat dureh 
das Unterhefeenzym konnte nicht beoba, ehtet werden, hingegen ~ i rd  
alas vom Oberhefeferment nicht angegriffene Adenosintriphosphat yore 
Enzym aus Unterhefe bei pH 9,2 etwa ein Drittel so schnell gespalten 
wie Phenolphosphat. Die pH-Optima der Wirkung der beiden Enzy~q~e 

§ 

+5 

-5  

-75 

...~_.e- Zn § 

3 ~ 5 ~ 7 

/i// 

/ 
N / 

/ 

Abb. 1. Konzentrationsabhgngigkeit  des :Einflusses yon ) [ g + +  und Zn++ auf  die Aktivit~it des 
Oberhefeenzyms. Abszisse: negativer  Logarithm-as der 3fetallionenkonzentration. Ordinate: Akti-  

vierung ( + )  bzw. ]]:emmung (- - )  der Aktivit~it. 

liegen aber im gleichen Bereich; in beiden Fii, llen finder man, daft die 
sehnellste I-Iydrolyse yon Phenolphosphat und Phenolph~haleinphosphat 
etwa bei pH 9,2 stattfindet, w~hrend das Optinmm fiir die Spaltung 
yon //-Glyeerophosphat mehr gegen den Neutralpunkt versehoben zu 
sein seheint (pH 8,9). 

Ein/lu/3 von E//ektoren. Interessan~e, wenn aueh noch ungekl~rte 
Verhgltnisse linden wit bei der Untersuehung des Einflusses yon l~fetall. 
ionen alff die beiden Enzyme. Die Extrakte  verhiel~en sich je nach 
der Vorbehandlnng sehr verschieden; nach jedem einzelnen 1Reinignngs- 
sehritt konnten andere Effekte beobachtet werden. Bei den hSehst- 
gereinigten Pr~paraten des Ferments aus Oberhefe konnte eine be- 
merkenswerte Konzentrationsabhgngigkeit der Wirkung yon Mg++. 
Ionen festgestellt werden; diese Daten sind in Abb. 1 wiedergegeben. 
Alle anderen auf ihre Wirksamkeit gegenfiber der Aktivitgt des 0ber- 
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hefeenzyms gepriiften Metallionen - -  Mn + +, Zn+ +, Co + +, Ni+ +, Fe+ +, 
und C~ ++ - -  verurs~chen eine I-Iemmung der Enzymwirkung. 

Auch das Enzym der Unterhefe ]/~gt sich dnrch Zug~be yon Mg+ +. 
Ionen aktivieren, wobei uber die Werte yon Fermentpr~pamt zu Ferment- 
preparer betr~chtlich schwankten. Bei der Untersuchung des Einflusses 
tier underen Xgtionen f~nden wir noch verworrenere Verh~ltnisse. So 
konnten wit bei einer EnzymlSsung feststellen, dab Zn+ +, Mn++, Co++ 
und Cu ++, s~mtlich in 10-4mol~rer Konzentrution, Aktivierungen 
zwisehen 22 und 33% bewirkten, wghrend ein vollst~ndig gleich~rtig 
hergestellter Enzymextrakt,  der gber vor der Untersuchung 2 Tage lang 
bei - - 2 0  ~ eingefroren gewesen war, dubei jedoch keine Vergnderung 
tier Aktivit/~t erlitten hatte, sich vSllig ~nders verhielt. Die Ferment- 
wirkung dieser Enzyml6sung wurde n~im]ich durch Zn++ tiberhaupt 
nicht beeinflugt, w/~hrend die gnderen K~tionen, welehe bei dem ~nderen 
Extrakt  Aktivierungen verursaeht h~tten, in diesem l~lle starke 
Hemmungen (bis zu 61~ bei Mn ++) bewirkten, obwohl die Versuchs- 
bedingnngen vSllig gleiehartig waren. 

Der Einflug einer Anzahl anderer Effektoren auf die beiden Fermente 
ist in Tabelle 3 dargestellt. 

Tabelle 3. Der Einflu~ verschiedener Effektoren auf die Wirk- 

samkeit der beiden Phosphomonoesterasen aus I-Iefe. 

Subst~rat: PhetlolphthMeinlohoslohat; pig 9,2; sonstige Bedingungen wie in 
Ta.belle 1. Die Zahlen geben die prozentuelle Hemmung im Vergleich mit 

unbeeinflul3ten Kontrollversuehen wieder. 

Effektor 

_~ Negativer Logarithmus der molaren Konzentratio~l 
der Effektoren im Versuchsansatz 

Oberhefeferment Unterhefeferment 

2 3 4 2 3 4 

Kaliumcyanid ............. 

Natriumborat ............. 

Natriumfluorid ........ . . .. 

Natriumarsenat ............ 

Natriumphosphat .......... 

Ammoniumrhodanid ....... 

Natriumj odacetat .......... 

43ystein ................... 

t00 100 
100 48 

8 0 
100 100 
47 21 
18 5 
10 0 

100 100 

85 100 
10 90 

- -  0 

57 100 
3 100 

- -  10 
- -  1 6  

52 100 

70 
30 

40 
20 
0 
O 

9O 

30 
7 

10 
0 

l0 

AuBer den in T~belle 3 beschriebenen Effekten wurde noch eine 
Mlerdings sehw~che Wirkung yon Methionin ~uf das Oberhefeferment 
beobachtet; dieser Effektor hemmt die Wirksamkeit in 10 -s mol~rer 
Konzentr~tion um 18%. D~s Enzym der Unterhefe zeigt ~ugerdem die 
Besonderheit, durch d~s N~triumsMz der Digthylb~rbitursfiure in seiner 
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Wirksamkeit  gehemmt zu werden; dieser Effekt kanrl dureh Zusat-z 
yon Mg++-Ionen aufgehoben werden. Das Enzym der Oberhefe verhii.lt 
sich gegentiber di~ithylbarbitursanrem Natr ium vSllig refrakt'~r. 

Stabill tdt  der Fermente .  ])as ]oH-0ptimum der Stabiiit's der beiden 
Fermente liegt, wie das iibrigens bei a]len anderen Phos]ohomonoesterasen 
des Typus :4I der Fall ist, zwischen 7 und 8. Die beiden Fermente zeigen 
aber  bedeutende Unterschiede in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber 
Tem]oeratitreinfltissen. Wahrend die 0ptimaltem]oeratur fiir das Ober- 
hefeferment bei etwa 40 ~ liegt, ist das Unterhefeenzym vieI temperatur-  
empfindlicher. ])ies maeht  sich insbesondere bei der Herstellung der 
Enzyme bemerkbar.  So ertr~igt das Enzym aus Oberhefe Temperaturen 
bis zu 40 ~ bei der 18stiindigen Autolyse ohne Seh~idigung, wShrend da, s 
Unterhefeferment bei der gleichen Tem]oeratur nach 24 Stdn. berei~s 
vSllig und irreversibel inaktiviert wird. 

Durch 2t~gige ])ialyse gegen destilliertes Wasser werden beide 
Fermente inakti~dert. ])as Enzym aus 0berhefe ist abet dutch Zusatz 
yon Mg + + oder Alanin zumindest teilweise reaktivierbar, dagegen gelang 
es uns niemals, dies aueh bei diatysierten Ext rakten  des Enzyms aus 
Unterhefe zu erreichen. 

Bei den Versuchen zur l~eaktivierung diatysierter Extrakte des Ober- 
hefeenzyrns erhielten wit wohl regelm~l~ig gleichsinnige Resultate im Sinne 
einer Reaktivierung durch ~V[g++ und Alanin; die Ergebnisse waren aber 
quantitativ nicht reproduzierbar. ])as Ausmal3 der erzielbaren Reaktivierung 
der Enzymextrakte seheint yon Faktoren abzmhangen, die noeh nicht be- 
herrscht werden k6nnen. Aus diesem Grunde wird auf eine eingehendere 
Behandiung unserer diesbez~iglichen Versuchsserien verziehtet. 

] ) i s k u s s i o n .  

Wie bereits beriehtet wurde, gelang es uns also, die im alkalischen 
Bereich optimal wirksame Phosphomonoesterase der Oberhefe bis zu 
einer Aktivit~t yon 614 PE/mg N zu konzentrieren, womit dieses Fermen% 
nut  um weniges hinter der mit  ihm isodynamen, im sauren Bereich optimal 
wirksamen Phosphomonoesterase s der 0berhefe zuriickbleib~. Es besteht 
Grund zur Annahme, dai3 das hier beschriebene Ferment  schon in ver- 
h~ltnism~l~ig reiner Form - -  wenig verunreinigt duroh inerte Proteine - -  
vorliegt. Es ist allerdings sehr wahrschein]ich, dai~ der auf empirische 
Weise erhaltene Arbeitsgang zur Herstellung des Enzyms noch betr~tcht- 
lioh verbesserungsfghig ist und es mSglieh sein sollte, grS~ere Ausbeuten 
an Enzym zu erhalten. Auch die Frage der J(ristallisation des Ferments 
erwartet noeh seine LSsung; das Verhalten der einige iVfale erhal~enen 
I~2ristalle l'~13t allerdings unter der Annahme, daf3 es sich hier tats~,chlioh 

s O. Ho/]mann-Ostenho/, H.  Moser und  2 ~. bleumann, ~h.  Chem. 81, 
708 (1950). 

Monatshefte ftir Chemie. Bd. 82/2. 20 
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um das kristallisierte Ferment gehandelt haben sollt% au~ eine groBe 
Unbest~ndigkeit im kristallisierten Zustand schliefien. 

Anders liegen die Verh~ltnisse bei dem Ferment aus Unterhefe, das 
im Ausg~ngsmateri~l nur in sehr geringer Menge vorh~nden is~. Hier  
handel~ es sieh bei den yon uns erhaltenen Extrakten sieher nich~ um 
Reinpr~para~e. Eine weitere Konzentrierung erwies sieh allerdings 
bisher wegen der Unbest~ndigkeit des Enzyms als unmSglich; es ist  
abet dureh~us vorstellbar, daft ein sehonenderes Verfahren zu hSher 
konzentrier~en und reineren Pr~paraten ffihren kann. 

S~mtliehe angefiihrten Daten zeigen, dab beide Fermente ziemlich 
typisehe Vertreter des Typus A I in der seinerzeit yon Folley und K a y  9' 
aufges~ellten Systematik der Phosphomonoesterasen darstellen. Substrat- 
spezifit&t, pH-Abh&ngigkeit, Einfluft yon Effektoren, Stabi l i t~  und 
sons~iges u zeigen kaum irgendeine eh~rakteristisehe Abweiehung 
yon den anderen Fermenten dieses Typus 1~ 

Es erhebt sich nun die Frage, ob wir auf Grund der beriehteten 
Untersehiede im Verhalten der beiden Enzyme, die ja in muncher Hin- 
sieht charakteristiseh, wenn aueh nicht sehr groS sind, sehlieften kSnnen, 
daft w i re s  mit zwei versehiedenen Enzymindividuen zu tun haben oder 
ob die beiden Fermente, welche ja aus sehr ~hnliehen Ausgangsma~erialien 
stammen, identiseh sind. Die Beantwortung dieser Frage wird dadureh 
ersehwert, daft die zur Yerffigung stehenden Enzympr~parate sieh in 
ihrer Reinhei~ stark untersehieden, so dab man annehmen kunn, d~l~ 
manche Versehiedenheiten im Verhalten auf diesen Umstand zurfiek- 
zufiihren sind. 

])as Problem miindet uber in die allgemeine, sehwer zu be~ntwortende 
Frage, ob gleichartig wirksame Enzyme aus versehiedenen Ausg~ngs- 
materialien als iden~isch anzusehen sind oder nieht, wobei als Kriterium 
der Identit~t wohl der ehemische Befund Geltung haben mul l  Ob ~4r 
nun in unserem Falle zwei ehemiseh identisehe Wirkstoffe vor uns haben, 
kSnnen wir mit den uns zur Verfiigung stehenden Mitteln noch nicht 
entscheiden, d~ hierzu analyt[sche Methoden der Eiweiftehemie An- 
wendung finden mfil~ten, welche nut  bei hSehstgereinigten Pr~tpar~ten 
verwendbar sind. Wit m[issen die Frage deshalb bis auf weiteres often 
lassen. ]~s mag bier abet festgestellt werden, duff im Falle, da~ unsere 
beiden Fermens tats&ehlieh identisehe Enzymindividuen sind, es mit  
einiger Sieherhei~ angenommen werden mu~, dal~ der Bindungszustand 
der Wirkstoffe an die Zellbestand~vile der Here versehieden ist und da~ 
das Enzym der Oberhefe yon Schutzstoffen begleitet wird, welehe seinem 
Analogen aus Unterhefe  fehlen, wodureh sieh die weis geringere 
Stabi l i t~  des le~zteren erkl~ren ]~Bt. 

S. J .  Follvy und H. 1 ) ,Kay ,  Ergebn. Enzymforsch. 5, 159 (1936).. 
~0 Vgl. bes. J .  l~oche und 1Vg. van Thoay, Adv. Enzymology 10, 83 (1950). 
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Zusammenfassung. 
Es wird die Gewinnung und Reinigung der ~]k~lischen Oberhefe- 

phosphomonoesterase sowie eines neuentdeckten gnalogen Enzyms arts 
Unterhefe beschrieben. Das erstgenannte Ferment wurde bis zu einer 
Aktivitgt yon 614 Phosphataseeinheiten nach Albers pro Milligramm 
Stickstoff konzentriert. Beide Enzyme verh~lten sich entsprechend 
ihrer Substratspezifitgt, ihren pH-Optima mud ihrer BeeinfluBb~rkeit 
durch Effektoren v611ig entsprechend dem Typus A I der Phosphomono- 
esterasen nach ~'olley und Kay. Die Frage, ob die beiden Wirkstoffe 
identisch sind, muB bis ~nf weiteres often bleiben. 
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