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Enzyme, die imstande sind, die verschiedensten Schwefelsdureester ent-
sprechend der Gleichung

ROSOyNa + H,0 = ROH 4 NaHSO,

zu spalten, werden als Sulfatasen bezeichnet. Nach Fromageot!- * kénnen die
Sulfatasen nach ihrer Substratspezifitit folgendermafen eingeteilt werden:

1. Phenolsulfatase (spaltet Phenolschwefelsdureester).

2. Qlucosulfatase (spaltet Kohlenhydratschwefelsdureester).

3. Chondrosulfatase (spaltet Chondroitin- und Mucoitinschwefelsdure).
4. Myrosulfatase (spaltet Sinigrin).

Entsprechend der oben angefihrten Reaktionsgleichung sind folgende
Maglichkeitenr der Bestimmung der Phenolsulfatase gegeben:

1. Bestimmung des abgespaltenen NaHSO,.

2. Bestimmung des abgespaltenen ROH.

3. Indirekte Bestimmung des abgespaltenen NaHS0, durch Bestimmung
des zuriickgebliebenen ROSO;Na.

Nach unseren Erfahrungen ergibt vor allem die Methode der Bestimmung
der abgespaltenen ROH-Komponente die verldSlichsten Ergebnisse. Bereits
1911 hat Derrien® eine qualitative Methode zur Bestimmung der Phenol-
sulfatase ausgearbeitet, die auf der Messung des freigesetzten Indoxyls aus
Indoxylschwefelsiure beruht. Diese Methode wurde von Neuberg und Wagner
fir die quantitative Bestimmung der Phenolsulfatase umgearbeitet. 1937
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hat Morimoto® p-Nitrophenylsulfat als Substrat vorgeschlagen und eine
derartige Bestimmungsmethode ausgearbeitet, die von Huggins und Smyth®
1947 neuerlich beschrieben wurde. In neuester Zeit haben Robinson und
Mitarbeiter” das 2-oxy-4-nitrophenyl-schwefelsaure Kalium als Substrat
verwendet.

Im Jahre 1945 haben Huggins und Talalay® eine Methode zur Bestim-
mung der Phosphataseaktivitit unter Verwendung von Phenolphthalein-
phosphat als Substrat angegeben. Die gleichen Autoren® verwendeten
etwas spater Phenolphthalein-glucuronid als Substrat fiir die Bestim-
mung der Glucuronidaseaktivitit. Es lag nun nahe, das Natriumsalz
des Phenolphthalein-dischwefelsdureesters als Substrat fir die Bestim-
mung der Phenolsulfataseaktivitit zu verwenden. Die Verwendung
von. Phenolphthalein-schwefelsaurem Natrium bietet unseres Brachtens
den Vorteil eines hoheren molaren Extinktionskoeffizienten des abge-
spaltenen Phenolphthaleins (Phenolphthalein: 4 = 5500 A°; B = 3,25.10¢
— p-Nitrophenol: 1 = 4000 A°; E = 1,44.10%), wodurch eine gréfere
Empfindlichkeit der Methode erreicht wird. Voraussetzung dafiir ist
allerdings die gleiche Angreifbarkeit des Substrates durch das Ferment.
Diese konnte, wie spiter ausgefithrt wird, auch tatsdchlich nachgewiesen
werden. Da unseres Wissens eine derartige Methode nicht beschrieben
ist und auch die Darstellung des Substrates in der chemischen Literatur
nicht bekannt ist, bringen wir eine kurze Darstellung unserer Versuchs-
ergebnisse.

I. Experimenteller Teil.

1. Darstellung des Natriumsalzes des Substrates: 100 ccrn Pyridin und
500 cem Chloroform werden unter gutem Riihren und Eiskithlung vorsichtig
mit 30 cem frisch destillierter Chlorsulfonséiure versetzt. Unter weiterem
Kiihlen und Rithren werden 63,6 g Phenolphthalein, das in wenig Pyridin
gelost ist, zutropfen gelassen. Dabei soll die Temperatur nicht tber 45°
steigen. Man 188t iber Nacht unter Riithren bei Zimmertemp. stehen, bis eine
Probe beim Versetzen mit Puffer (pH 10,4) nicht mehr oder nur mehr ganz
wenig gefirbt wird. Es wird unter Xiihlung vorsichtig mit Wasser versetzt
und vom Chloroform im Scheidetrichter getrennt. Das Chloroform wird noch-
mals mit Wasser ausgeschiittelt und die vereinigten wiBr. Ausziige i. Vak.
bei Zimmertemp. eingedampit. Die Kristallmasse, die das Pyridinsalz des
Phenolphthalein-dischwefelsdureesters darstellt, wird in Alkohol geldst und
mit alkohol. Natronlauge neutralisiert. Nach dem Abkiihlen auf Eis wird
vom abgeschiedenen Natriumsulfat getrennt und das Natriumsalz des Phenol-
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phthalein-dischwefelsdureesters durch Eindampfen gewonnen. Das Natrium-
salz wird durch mehrmaliges Aufschwemmen in Ather vom freien Phenol-
phthalein befreit. Die Analyse ergab, daB es sich um das Natriumsalz des
Dischwefelsdureesters des Phenolphthaleins handelt, das 2 Molekiile Kristall-

wasser enthéilt.

Analyse: Ber. 43,05, 2,86, 11,45. Gef. C 43,32, H 2,77, S 11,32.

Das Natriumsalz des Phenolphthalein-dischwefelsiureesters ist  bei
Zimmertemp. in brauner Flasche aufbewahrt ohne Zersetzung praktisch
unbegrenzt haltbar. Auch Losungen der Substanz in destilliertem Wasser
bzw. Acetatpuffer von pH 5,8 erleiden keine Spaltung.

2. Reagentien: a) 0,1 m Acetatpuffer von pH 5,8. (63,97 g Natriumacetat
werden in destilliertem Wasser gelost, 1,7 cem Eisessig zugefiigt und auf
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Abb. 1. Phenolphthalein-Eichkurve fir die
Bestimmung der Phenolsulfatase (Hilger-Non-

recording Spectrophotometer 5500 A — 2 cm
Schichtdicke).

1000 cem  aufgefiillt. Diese Stamm-
I6sung muBl 1:4 mit destilliertem
Wasser verdiinnt werden.)

b) 0,4 m Glycinpuffer von pH 10,45.
(Dieser Puffer, der von Talalay und
Mitarbeitern® fir die Glucuronidase-
bestimmung angegeben wurde, unter-
bricht die Fermentreaktion und ent-
wickelt gleichzeitig die Farbe des
in Freiheit gesetzten Phenolphtha-
leins. — 16,3 g Glykokoll und 12,65g
NaCl werden in destilliertern Wasser
gelost und mit 10,9 cem konz. Na-
tronlauge [100 g NaOH in 100 cem
H,0] versetzt und auf 1000 cem auf-
gefiillt.)

¢) Substratlosung.

d) Fermentlosung (Takadiastase,
Filtragol, Filtrazym [Dr. Sattler AG.,
Wien], Pektinex flussig [Schweizerische

Ferment AG., Basel], Pectinol 10-M [Rohm & Haas Comp., Philadelphia].)*

3. Versuchsansaiz: 0,5 cem Substratlosung wurden mit 4,0 com Acetat-
puffer versetzt. AnschlieBend wird nach Temperaturausgleich (Wasser-
bad — 37°) 0,5 cem der vorgewdrmten Fermentlosung zugesetzt und bei
37° inkubiert. Nach der Inkubierung wird 5,0 cem Entwicklungspuffer
(pH 10,4) zugesetzt, wodurch die Fermenteinwirkung unterbrochen und die
Farbe des in Freiheit gesetzten Phenolphthaleins entwickelt wird. Die ent-
wickelte Farbe kann in jedem beliebigen Kolorimeter gegen eine Leerprobe,
die mit inaktiviertem Ferment angesetzt wurde, durchgefiithrt werden. Wir
verwendeten das lichtelektrische Kolorimeter ,,Lumetron® (Mod. 400-GB).
Entsprechend den Angaben von Talalay und Mitarbeitern® verwendeten wir
ein hellgriines Filter, das seine maximale Durchlissigkeit bei etwa 550 mu

zeigh.

4. Aufstellung der E@'ckkume: Wie aus der Abb. 1 zu ersehen ist, ist das
Lambert-Beersche Gesetz im gesamten uvntersuchten Bereich von 5 bis 50y
Phenolphthalein bei einer Wellenldnge von 5580 A giiltig.

* Den genannten Firmen sind wir fiir die Uberlassung von Versuchs-

proben zu groBem Dank verpflichtet.
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II. Ergebnisse.
1. Optimale Wasserstoffionenkonzentration.

Der EinfluBl der Wasserstoffionenkonzentration auf die Spaltung des
Substrates durch das Ferment wurde mit Acetatpuffern zwischen pH 6,6
und 4,0 untersucht. Die Normalitit des Puffers varilerte zwischen
0,01 und 1,0n. Phosphatpuffer
(Mcllvaine Standardpuffer) erwies éﬁk
sich als ungiinstig, da wir fest-

301
stellen konnten, daB das Phos- o
phation hemmend auf die Sulfa-

20+

taseaktivitidt wirkt. Entgegen den
alteren Angaben in der Literatur #}
konnten wir jedoch keinerlei Ein- »| £
fluB von Sulfation auf die Aktivi- ,
tit der Sulfatase feststellen. Die ’ , , , . .\
Tonenkonzentration des Puffers A A A 4
wirkte sich auf die Aktivitdt der  Abb. 2. Abhingigheit der Sulfataseaktivitat von
Sulfatase in hoheren Konzen. 1 Nowrofomenkomnryon i 01 m
trationen hemmend aus. Aus diastase 5% — Zeit: 5 Stdn. — 87°).
diesem Grunde verwendeten wir _

bei unseren spiteren Untersuchungen ausschlieBlich 0,1 m Acetatpuffer.
Wie Abb. 2 zeigt, konnten wir ein Optimum der Aktivitit in 0,1 m
Acetatpuffer bei der Sulfatase der Takadiastase bei pH 5,9 bis 6,0 fest-
stellen. Das Optimum zeigt nur geringe Unterschiede zwischen dem
Bereich pH 5,5 bis pH 6,3. Die Wasserstoffionenkonzentration der Puffer
wurde vor und nach der Inkubierung elektrometrisch mit einer Glas-
elektrode bestimmt und es zeigte sich nach der Inkubierung keine Ver-
schiebung der pH-Werte. :

2. Optimale Substratkonzentration.

Die Tabelle 1 zeigt den EinfluB der Substratkonzentration auf die
Aktivitit der Sulfatase der Takadiastase. Wir konnten, wie aus der
Tabelle 1 hervorgeht, bei einer Konzentration von 2,5.10~4m eine opti-
male Spaltung des Phenolesters feststellen.

3. EinfluB der Fermentkonzentration auf phenolphthalein-
schwefelsaures Natrium und auf p-nitrophenylschwefel-
saures Kalium.

Wie aus Abb. 3 hervorgeht, besteht eine einfache lineare Abhiingig-
keit zwischen der Fermentkonzentration und der in Freiheit gesetzten
Menge Phenolphthalein. Zur Verwendung kamen die Phenolsulfatase
der Takadiastase, des Pectinols und des Filtrazyms. Aus Abb. 3 geht
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Tabelle 1. EinfluBl der Substratkonzentration auf die Phenol-
) sulfataseaktivitit.

(Puffer: 0,1 m Acetat pH 5,9, Substrat: variabel, Ferment: Takadiastase 59,
Zeit: 3 Stdn.— 37°).

Freigesetzte Menge Phenol-

Substratkonzentration phthalein in 3 Stdn. bei 37°
durch 5% Takadiastase
1.10—2 4,0y
5.10% 5,3y
2,5.102 7,5y
1.10-3 12,6 p
5.10—4 17,2y
2,5.10~* 17,5 y
1.10—¢ 12,9y
5.10-3 7,5y

auch hervor, dafl phenolphthalein-schwefelsaures Natrium als Substrat
ebenso wie p-Nitrophenyl-schwefelsaures Kalium von der Phenolsulfatase
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Abb. 3. Abhingigkeit von der Fermentkonzen-
tration (Phenolphthalein: 0.1 m Acetat, pH
5,9; 2,5.107%* m Substrat, p-Nitrophenol: (Ver-

suchsansatz nach HUGGINS und SMYTH). Zeit:
2 Stdn. — 37°.
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Abb. 4. Zeitabhingigkeitskurve (Puffer: 0,1 m

Acetat, pH 5.9; Substrat: 2,5.107% m; Ferment:
Takadiastase 5%, 37°).

1
4 5%

7

gespalten wird. Es werden bei gleichen Zeiten von derselben Ferment-
konzentration anndhernd die gleichen Mengen Substrat gespalten.

Fermentaktivitdt in Abhdngigkeit von der Zeit.

Die. Abb. 4 zeigt die Beziehung zwischen der in Freiheit gesetzten
Menge Phenolphthalein in Abhéingigkeit von der Zeit bei einer gegebenen -
Fermentkonzentration. Zur Verwendung kam neben Takadiastase auch

das Priparat Pektinex.
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5. Phenolsulfatase im Harn.

Urin von 10 gesunden Versuchspersonen zeigte selbst bei einer Be-
britungsdauer von 24 Stdn. keinerlei Phenolsulfataseaktivitit. Wir
stehen hiermit im Gegensatz zu den Angaben von Huggins und SmythS,
die entsprechend ihrer Definierung der Sulfataseeinheiten 0,9 bis 19,7 Ein-
heiten pro ccm Harn nachweisen konnten. Unsere negativen Versuche
fithrten wir zuerst auf das Vorhandensein von Phosphationen im Harn,
die, wie bereits oben erwihnt, eine Hemmwirkung auf die Sulfatase aus-
ithen, zuriick. Wie Dialyseversuche zeigten, konnte jedoch auch im di-
alysierten Harn keinerlei Phenolsulfataseaktivitit nachgewiesen werden.

Untersuchungen iiber den Gehalt der verschiedenen Klirungsenzyme
(Pektinasepriaparate) an Phenolsulfatase bzw. iiber Anreicherung und
Reinigung des Fermentes sollen zu gegebener Zeit ausfithrlich diskutiert
werden.

Zusammenfassung.

1. Es wird eine neue kolorimetrische Bestimmungsmethode der Phenol-
sulfataseaktivitit beschrieben, die als Substrat das Natriumsalz des
Phenolphthalein-dischwefelsdureesters verwendet.

2. Hs bestehf eine lineare Abhingigkeit der Enzymaktivitit sowohl
von der Fermentkonzentration als auch von der Einwirkungsdauer.

3. Die optimale Aktivitit des Enzyms liegt bei pH 5,9 in 0,1 m Acetat-
puffer bei 37° und einer Substratkonzentration von 2,5.10—% m.

4. Die Phenolsulfatase verschiedener Pektinaseprédparate zeighe
bei den oben angegebenen Bedingungen keinerlei Unterschiede gegeniiber
der Takadiastase.

5. Im menschlichen Harn konnten wir keinerlei . Phenolsulfatase-
aktivitit feststellen.



