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Enzyme, die imstande sind, die verschiedensten Schwefels/~ureester ent- 
sprechend der Gleichung 

ROSOaNa -}- t t20 = ROH -~ NaI-ISO~ 

zu spalten, werden als Sulfatasen bezeiehnet. Naeh Fromageot 1, 2 k6nnen die 
Sulfatasen naeh ihrer Substratspezifi t~t  folgendermaften eingeteilt  werden:  

1. PhenolsulJatase (spaltet Phenolsehwefels~ureester). 
2. GlucosulJatase (spaltet K0hlenhydratschwefels/~ureester). 
3. Chondrosul]atase (spaltet Chondroitin- und Mucoitinschwefels/~ure). 
4. Myrosul]atase (spaltet Sinigrin). 

Entsprechend der oben angefiihrten Reaktionsgleiehung siniJ folgende 
M6glichkeiteh der Best immung der Phenolsulfatase gegeben: 

1. Best immung des abgespaltenen Na t tSO 4. 
2. Best immung des abgespaltenen ROI-I. 
3. Indi rekte  Best immung des abgespaltenen NaI-ISO4 durch Best immung 

des zuriiekgebliebenen ROSO3Na. 

Nach unseren Erfahrungen ergibt vor allem die Methode der Best immung 
der abgespaltenen 1ROK-Komioonente die verl/~131iehsten Ergebnisse. Bereits 
1911 ha t  Derrien 3 eine qual i tat ive Methode zur Best immnng der Phenol- 
sulfatase ausgearbeitet ,  die auf der Messung des freigesetzten Indoxyls  aus 
Indoxylschwefelsgure beruht.  Diese Methode wurde yon Neuberg und Wagner  4 
fflr die quant i ta t ive  Best immung der Phenolsulfatase umgearbeitet .  1937 

1 C. Fromageot,  Ergebn. Enzymforschg. 7, 53 (1938). 
2 C. Fromageot,  Sulfatases in "The Enzymes" yon Sumner ,  Myrbgick, 

Academic Press Inc. New York (1950). 
a M .  Derrien,  Bull. Soc. chim. France 9, 110 (191t). 
4 C. Neuberg und J .  Wagner,  Biochem. Z. 161, 492 (1925). 
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ha t  ~/iorimoto 5 p-Nitrophenylsulfat  a l s  Substrat  vorgesehlagen und eine 
derart ige Best immungsmethode ausgearbeitet ,  die yon Huggins  und S m y t h  6 
1947 neuerlich besehrieben wurde. In  neuester Zeit haben Robinson a n d  
Mitarbeiter  7 das 2-oxy-4-nitrophenyl-sehwefelsaure Kal ium als Substrat  
verwendet.  

I m  J a h r e  1945 haben  H u g g i n s  und  T a l a t a y  8 eine N[ethode zur  Best im-  
mung  der  P h o s p h a t a s e a k t i v i t ~ t  un te r  Verwendung yon  Phenolph tha le in-  
phospha t  als Subs t r a t  angegeben.  Die gleiehen Auto ren  9 ve rwende ten  
e twas  sp/i ter  PhenolphthMein-g lueuronid  als Subs t r a t  Iiir die Best im-  
mung  der  Glueuronidaseak t iv i t~ t .  Es  lag nun  nahe,  das  Na t r iumsa lz  
des Phenolphthale in-disehwefe ls~urees ters  als S u b s t r a t  fiir die Best im-  
mung  der  Pheno l su l fa t a seak t iv i t~ t  zu verwenden.  Die Verwendung 
yon  PhenolphthMein-sehwele lsaurem N a t r i u m  bie te t  unseres E raeh tens  
den Vorte i l  eines hSheren mola ren  Ext ink t ionskoef f iz ien ten  des abge- 
spa l tenen  PhenolphthMeins  (Phenolph tha le in :  ~ = 5500 A~ E = 3,25.104 
- -  p-Ni t ropheno l :  )~ ~ 4000 A~ E = 1,44.104), wodureh  eine gr61tere 
Empf ind t i ehke i t  der  Methode  erre ieht  wird.  Vorausse tzung dafi i r  i s t  
a l lerdings die gleiehe Angre i fbarke i t  des Subs t ra tes  du tch  das Fe rmen t .  
I) iese konnte ,  wie sparer  ausgef i ihr t  wird,  aueh ta t s~ehl ieh  naehgewiesen 
werden.  D a  unseres W i s s e n s  eine derar t ige  Methode  n ieht  besehr ieben 
is t  und  aueh d i e  Dars te l lung  des Subs t ra tes  in der  eheraisehen L i t e r a t u r  
n ieh t  b e k a n n t  ist ,  b r ingen wir  eine kurze  Dars te l lung  unserer  Versuehs- 
ergebnisse.  

I.  E x p e r i m e n t e l l e r  Tei l .  

1. DarsteUung des Natr iumsalzes  des Substrates: 100ecru Pyr id in  und 
500 ccm Chloroform werden unter  gutem l~fihren mad Eisk~hlung vorsichtig 
mi t  30 cem frisch destil l ierter Chlorsulfons/~ure versetzt.  Unter  weiterem 
Kiihlen und Rfihren werden 63,6 g Phenolphthalein,  das in wenig Pyr id in  
gelSst ist, zutropfen gelassen. Dabei  soil die Temperatur  nicht  fiber 45 ~ 
steigen. Man l~l~t fiber Naeht  unter  l~fihren bei Zimmertemp. stehen, bis eine 
Probe beim Versetzen mi t  Puffer (pH 10,4) nicht  mehr oder nut  mehr ganz 
wenig gef/irbt wird. Es wird unter  Kiihlung vorsichtig mi t  Wasser versetzt  
und yore Chloroform im Scheidetrichter getrennt.  Das Chloroform wird noch- 
reals mi t  Wasser ausgeschiittelt  mad die vereinigten w/~13r. Auszfige i. Vak. 
bei  Zimmertemp. eingedampft.  Die Kristallmasse, die das Pyridinsalz des 
Phenolphthalein-dischwefels~vxeesters darstell t ,  wird in Alkohol gelSst und 
mi t  alkohol. Natronlauge neutralisiert .  Nach dem Abkiihlen auf Eis wird 
vom abgeschiedenen Natriumsulfa~ getrennt  und das Natr iumsalz des Phenol- 

5 K .  Morimoto ,  J .  Biochem. Japan  26, 259 (1937). 
C. Hugg ins  und D. R.  Smi th ,  J.  biol. Chem. 170, 391 (1947). 

7 D. Robinson,  J .  N .  S m i t h  u n d  R.  T.  Wi l l iams ,  Biochem. J. Proc. 49, 
Lxxiv.  (1951). 

s C. Hugg ins  und P.  Tala lay ,  J.  biol. Chem. 159, 399 (1945). 
9 p .  Tala lay ,  W.  H .  F i s h m a n  mad Ch. Huggins ,  J .  biol. Chem. 166, 757 

(1946). 
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phthalein-disehwefels~ureesters dutch Eindampfen gewonnen. Das Natrium- 
salz wird dureh mehrmaliges Aufsehwemmen in Nther vom freien Phenol- 
phthalein befreit. Die Analyse ergab, dal~ es sich um das Natriumsalz des 
Disehwefels~ureesters des Phenolphthaleins handelt, das 2 3/Iolekiile Kristall .  
wasser enth~lt. 

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

Das Natriturnsalz des Phenolphthalein-disehwefels~ureesters isg bei 
Z immer temp.  in brauner Flasehe aufbewahrt ohne Zersetzung prak~iseh 
unbegrenzt haltbar. Aueh LSsmlgen der Substanz in destilliertem Wasser 
bzw. Aeetatpuffer yon pH 5,8 erleiden keine Spaltung. 

2. Reagentien: a) 0,1 m Aceta~puffer yon pH 5,8. (63,97 g Natr iumaeetat  
werden in destilliertem Wasser gelSst, 1,7 cem Eisessig zugeffigt und auf 

///" 
/// 

Abb. 1. PhenolphthgIein-Eichkurve fiir die 
Bestimmung der Phenolsulfatase (Hilger-Non- 
recording Spectrophotome~er 5500 A - -  2 cm 

Schichtdicke). 

1000eem aufgefiillt. Diese Stamm- 
16sung mul~ 1 : 4 mit  destilliertem 
Wasser verdiirmt werden.) 

b) 0,4 m Glyeinpuffer yon pH 10,45. 
(Dieser Puffer, der yon Talalay und 
Mitarbeitern 9 fiir die Glneuronidase- 
bestimmung angegeben wurde, unter- 
brieht die Fermentreakt ion und ent- 
wiekelt gleiehzeitig die Farbe des 
in Freiheit  gesetzten Phenolphtha- 
leins. - -  16,3 g Glykokoll und 12,65g 
NaC1 werden in destilliertem Wasser 
gel6st und mit  10,9ecru konz. Na- 
tronlauge [100 g NaOt t  in 100 eem 
t{eO] versetzt und auf 1000 cem auf- 
gef611t.) 

e) SubstratlTsung. 
d) FermentlSsung (Takadiastase, 

Filtragol, Fi l t razym [Dr. Sattler AG., 
Wien], Pektinex fltissig [Sehweizerische 

Ferment  AG., Basel], Pectinol 10-M [Rohm & Haas Comp., Philadelphia].)* 
3. Versuehsansatz: 0,5 eem SubstratlSsung wurden mit  4,0 ecru Aeetat- 

puffer versetzt. Ansehliel3end wird nach Temperatttrausgleieh (Wasser- 
bad - - 3 7  ~ 0,5 eem der vorgew/~rmten FermentlOsung zugesetz~ und bei 
37 ~ inkubiert. Naeh der Inkubierung wird 5,0eem Entwieklungspuffer 
(pH 10,4) zugesetzt, wodureh die Fermenteinwirkung mlterbroehen und die 
Farbe des in Freiheit  gesetzten Phenolphthaleins entwiekelt wird. Die ent- 
wickelte Farbe karm in jedem beliebigen Kolorimeter gegen eine Leerprobe, 
die mit  inaktiviertem Ferment  angesetzt wurde, durehgefiihrt werden. Wir 
verwendeten das liehtelektrisehe Kolorimeter , ,Lumetron" (2r 400-GB). 
Entspreehend den Angaben yon Talalay und MitarBeitern 9 verwendeten wir 
ein hellgrtmes Filter, das seine maximale Durehl~ssigkeit bei etwa 550 m# 
zeigt. 

4. Aufstellung der Eiehkurve: Wie aus der Abb. 1 zu ersehen ist, ist das 
Lambert-Beersche Gesetz ]m gesamten untersuehten Bereieh yon 5 bis 50y 
Phenolphthalein bei einer Wellenl~nge yon 5580 A giiltig. 

* Den genannten Firmen sind wir fiir die Uberlassung von Versuehs- 
proben zu grol3em Dank verpfliehtet. 
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II. Ergebnisse. 

1. O p t i m a l e  W a s s e r s t o f f i o n e n k o n z e n t r a t i o n .  

Der Einflul3 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Spaltung des 
Substrates dureh das Ferment wurde mit Aeetatpuffern zwisehen pH 6,6 
und 4,0 untersucht. Die Normalit~t des Puffers variierte zwisehen 
0,01 und 1,0n. Phosphatpuffer 
(McIlvaine Standardpuffer) erwies 
sieh als ungiinstig, da wir feat- 
stellen konnten, daft das Phos- 
phation hemmend auf die Sulfa- 
taseaktiviti~t wirkt. Entgegen den 
Klteren Angaben in der Literatur  
konnten wir jedoeh keinerlei Ein- 
fluft yon Sulfation auf die Aktivi- 
t~t der Sulfatase feststellen. Die 
Ionenkonzentration des Puffers 
wirkte sieh auf die Aktivit~t der 
Sulfatase in hSheren Konzen- 
trationen hemmend aus. Aus 
diesem Grunde verwendeten wir 
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J b b .  2. A b h ~ n g i g k e i t  d e r  S u l f a t a s e a k t i v i t ~ t  yon  
d e r  W a s s e r s t o f f i o n e n k o n z e n t r a t i o n  ( P u f f e r :  0 ,1  m 
A c e t a t  - -  S u b s t r a t :  2 , 5 . 1 0 - 4 m ,  F e r m e n t :  T a k a -  

d i a s t a s e  5 %  - -  Z e i t :  5 S t d n .  - -  37~  

bei unseren sp~teren Untersuchungen ausschlieglich 0,1 m Acetatpuffer. 
Wie Abb. 2 zeigt, konnten wit ein Optimum der Aktivit/tt in 0,1 m 
Aeetatpuffer bei der Sulfatase der Takadiastase bei p t I  5,9 bis 6,0 fest- 
stellen. Das Optimum zeigt nur geringe Untersehiede zwisehen dem 
Bereieh pH 5,5 bis p i t  6,3. Die Wasserstoffionenkonzentration der Puffer 
wurde vor und naeh der Inkubierung elektrometrisch mit einer Glas- 
elektrode best immt und es zeigte sieh nach der Inkubierung keine Ver- 
sehiebung der ptt-Werte.  

2. O p t i m a l e  S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n .  

Die Tabelle 1 zeigt den Einflug der Substratkonzentration auf die 
Aktivitgt  der Sulfatase der Takadiastase. Wit konnten, wie aus der 
Tabelle 1 hervorgeht, bei einer Konzentrat ion yon 2 ,5 .10- im eine opti- 
male Spaltung des Phenolesters feststellen. 

3. E i n f l u 6  de r  F e r m e n t k o n z e n t r a t i o n  a u f  p h e n o l p h t h a l e i n -  
s e h w e f e l s a u r e s  N a t r i u m  u n d  a u f  p - n i t r o p h e n y l - s e h w e f e l -  

s a u r e s  K a l i u m .  

Wie aus Abb. 3 hervorgeht, besteht eine einfaehe lineare Abhgngig- 
kei~ zwischen der Fermentkonzentrat ion und der in Freiheit gesetzten 
Menge Phenolphthalein. Zur Verwendung kamen die Phenolsulfatase 
der Takadiastase, des Peetinols und des Filtrazyms. Aus Abb. 3 geht 
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Tabel le  I. E i r t f l u l3  d e r  S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  a u f  d i e  P h e n o l -  
s u l f a t a s e a k t i v i t ~ t .  

(Puffer:  0,1 m Aee ta t  lOtt 5,9, Subs t ra t :  var iabel ,  F e r m e n t :  Takadias tase  5~o, 
Zei t :  3 S t d n . - - 3 7 ~  

Freigesetzte Menge Phenol- 
Substratkonzentration phthalein in 3 Stdn. bei 37 ~ 

d u t c h  5 % Takadiastase 

1.10 -2 
5.10 -a 

2,5.10 -a 
1.10 -a 
5.10 -~ 

2,5.10 -~ 
1.10-4 
5.10-5 

~,(i r 
5,3 
7,5 y 

12,6 
17,2 y 
17,5 y 
12,9 y 

7,5 y 

a u c h  he rvor ,  d a g  pheno lphgha le in - sehwefe l sau res  N a t r i u m  als S u b s t r a t  

ebenso  wie p - N i t r o p h e n y l - s e h w e f e l s a u r e s  K a l i u m  v o n d e r  P h e n o l s u l f a t a s e  

It 
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Abb. 3. Abh~ngigkeit yon der Fermentkonzen- 
tration (Phenol~hthalein: 0.1 m Acetat, pit 
5,9; 2,5.10 -4 m Substrat, p-2~itrophenol: (Ver- 
suehsansatz naeh ttlYGGINS und S~Y~n). Z e i t: 

2 Stdn. - -  37 ~ . 

7 
30 

,f 

0 
t/2z SMn. 

Abb. 4. Zeitabh/ingigkeitskurve (Puffer: 0,1 m 
Acetat,  p H  5.9; Substrat :  2 ,5 .10  -4 m; Ferment:  

Takadiastase 5%,  37~ 

g e s p a l t e n  wird .  Es  w e r d e n  bei  g le ichen  Z e i t e n  y o n  de r se lben  F e r m e n t -  

k o n z e n t r a t i o n  anni~hernd die  g le ichen  M e n g e n  S u b s t r a t  gespMten .  

F e r m e n t a k t i v i t ~ t  i n  A b h ~ n g i g k e i t  y o n  d e r  Z e i t .  

Die ,  Abb .  4 ze ig t  die B e z i e h u n g  zwisehen  der  in F r e i h e i t  g e s e t z t e n  

Menge  P h e n o l p h t h a M n  in  A b h ~ n g i g k e i t  y o n  der  Ze i t  bei  e iner  g e g e b e n e n  
F e r m e n t k o n z e n ~ r a t i o n .  Zur  V e r w e n d u n g  k a m  neben  TM~adias tase  a u c h  
das  P r~para~  P e k t i n e x .  
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5. P h e n o l s u l f a t a s e  im  H a r n .  

Urin yon 10 gesunden Versuehspersonen zeigte selbst bei einer Be- 
briitungsdauer yon 24 Stdn. keinerlei Phenolsulfataseaktivit~t. Wir 
stehen hiermit im Gegensatz zu den Angaben yon Huggins und Smyth 8, 
die entsprechend ihrer Definierung der Sulfataseeinheiten 0,9 bis 19,7 Ein- 
heiten pro ccm H a m  nachweisen konnten. Unsere negativen Versuche 
ffihrten wir zuerst auf das Vorhandensein von Phosphationen im H a m ,  
die, wie bereits oben erw~hnt, eine Hemmwirkung auf die Sulfatase aus- 
fiben, zuriick. Wie Dialyseversuche zeigten, konnte jedoch auch im di- 
alysierten H a m  keinerlei Phenolsulfataseaktivitgt nachgewiesen werden. 

Untersuchungeii fiber den Gehalt der verschiedenen Klgrungsenzyme 
(Pektinaseprgparate) an Phenolsulfatase bzw. fiber Anreicherung und 
Reinigung des Fermentes sollen zu gegebener Zeit ausffihrlich diskutiert 
werden. 

Zusammenfassung. 
1. Es wird eine neue kolorimetrische Bestimmungsmethode der Phenol- 

sulfataseaktivit~t beschrieben, die als Substrat  das Natriumsalz des 
Phenolphthalein-dischwefels~ureesters verwendet. 

2. Es besteht eine lineare Abhgngigkeit der Enzymakt ivi t~t  sowohl 
yon der Fermentkonzentrat ion als aueh yon der Einwirkungsdauer. 

3. Die optimale Aktivit~t des Enzyms liegt bei pH 5,9 in 0,1 m Acetat- 
puffer bei 37 ~ nnd einer Substratkonzentration yon 2,5.10 -~ m. 

4. Die Phenolsulfatase versehiedener Pektinaseprgp~r~te zeigte 
bei den oben angegebenen Bedingungen keinerlei Unterschiede gegeniiber 
der Takadiastase. 

5. I m  menschlichen Harn konnten wir keiner le i  Phenolsulfatase- 
aktivit~t feststellen. 


