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RECHERCHES SUR LA PHYTASE 

III.  ESSAIS DE SI~PARATION DE L'ACTIVITt~ GLYCt~ROPHOSPHATASIQUE 

ET DE L'ACTIVITt~ PHYTASIQUE DU SON DE BLt~ 

p&F 

JEAN COURTOIS 

Laboratoire de Chimie biologique de la Facultd de Pharmacie de Paris (France) 

Nos pr6c6dentes recherches 1 sur les cin6tiques d'hydrolyse du fl-glyc6rophosphate 
(G) et de l'inositohexaphosphate (I) par le son de B16 nous avaient amen6s ~ proposer 
l 'interpr6tation suivante : le son de B16 renfermerait deux phosphatases distinctes : 
a) une phosphatase banale active sur G e t  inactive sur I ; b) une phosphatase ~ champ 
d'action plus 6tendu, sorte de ,,superphosphatase" que nous proposons de d6nommer 
phytophosphatase active ~ la fois sur G e t  sur I. 

Les essais du m6moire pr~c6dent ne permettaient pas de rejeter totalement l'6ven- 
tualit6 d'une phytase tr~s sp6cifique active sur I e t  inactive sur G. 

Dans le but de pr6ciser ce probl~me nous avons appliqu6 au son de BM les princi- 
pales techniques de purification et sdparation des enzymes. 

Nous exposerons tout d'abord les r6sultats obtenus et discuterons ensuite les 
conclusions h e n  tirer. 

Protocole des essais. 

Nous avons d6termin6 l'activitd des diverses pr6parations en les faisant agir soit 
sur le glyc6rophosphate de sodium (G), soit sur l 'inositohexaphosphate de sodium (I). 
Nous opposons ~ la pr6paration d'enzyme : 5 ml de substrat M/io en acide phosphorique 
est6rifi6 et amend h Pa 5.2, 5 ml de tampon acide ac6tique-ac6tate de sodium M/I de 
Pn 5.2 et de l 'eau distill6e q.s. pour 50 ml. Apr~s 24 heures de r6action ~ 37 o en pr6sence 
de quelques gouttes de toluene, l'acide phosphorique lib6r6 est dos6 par notre technique 
habituelle 1, ,. 8 

Nous d6finissons arbitrairement l'activit6 diastasique par le nombre de miUi- 
grammes de phosphore lib6r6 sous forme d'acide phosphorique dans les conditions de 
l'exp~rience. Pour la clart6 de l'expos~ nous d6nommerons glyc6rophosphatase l 'enzyme 
hydrolysant G e t  phytase celui hydrolysant I, ceci sans pr~juger de l'identit6 ou de la 
non-identitd des deux enzymes. 

I. FRACTIONNEMENTS PAR RELARGAGE 

par t, d'ammonium. 
Dans le Tableau I nous indiquons les rdsultats obtenus avec une mac6ration 

de son relargu6e, les prdcipitds ont 6td redissous dans 2o ml d'eau. A 33 % * le relargat 

• Pour les enzymes relargu6s : % repr6sente le pourcentage de solution satur6e A o ° du 
sel darts ]e milieu r6actionnel. 
Bib~iographie page 277. 
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¢ 
hydrolyse  ne t tement  G e t  faiblement I ; par  contre h 50 et 75 % l 'enzyme, ne t tement  
plus actif, hydrolyse I plus rapidement  que G; on peut  donc consid6rer que les deux 
enzymes  sont alors to ta lement  pr6cipit6s. 

a. premiere fraction. I1 apparal t  que la glyc6rophosphatase est relargu6e plus 
faci lement  que la phytase  ; nous avons tout  d ' abord  ~tudi6 le prdcipit6 A R *  = 8 g. 

T A B L E A U  I 

RELARGAGE FRACTIONNE PAR LE SULFATE D'AMMONIUM, LES CHIFFRES EXPRIMENT LES 

ACTIVIT]~S DIASTASIQUES 

Pourcentage de saturation 
en sulfate d ' ammonium 
pour ]equel le pr6cipit6 

a 6t6 recueilli 

Activit6 
glyc6ro- 

phosphatasi que 

Activit6 
phytasique 

ml 

ml 

I ml 
5 ml 

33 

0.45 

1.8 

mini me 
mi ni me 

5 ° 

4.7 

lO.8 

5 .0  
I I . g  5 

75 

8.1  

14.9 

11.25 
13.5 

IOO 

i n fim e 

infime 

infir~xe 
infime 

obtenu par  relargage ~ 33 %. Repris par  l 'eau il laisse 1.35 g de r6sidu insoluble, peu 
actif G : 2. 7 - -  I : infime. La fraction soluble est pr~cipit6e par  4 volumes d 'ac6tone : 
pr6parat ion A 1 - -  R = 3.50 g. Ce dernier repris par  l 'eau laisse un r6sidu insoluble peu 
actif  G :  1 .8 - -  I :  I, la part ie  soluble hydrolyse G 5 fois plus rapidement  que I. 

I1 est ainsi possible de s6parer du son des pr6parations hydrolysant  G plus rapide- 
ment  que I, tandis que la mac6rat ion de son d6double I plus rapidement  que G. Ces 
pr6parations A se compor tent  ainsi comme des phosphatases banales ;  nous avons 
d6termin6 le PH op t imum de la fraction soluble de A 1 (Courbe I). 

,~,s,o 

0. 

t~ d, 0 

3,0 

2,o 

1,0 

: i ! 

0 40 5,0 e,o p,~ 

Fig. I. Activit6 en fonction du 
pH de la pr6paratJon diastasique 
obtenue en relarguant la macera- 
tion de son par  le sulfate d 'ammo-  
nium ~ 33 % de saturation. 

io ml substrat  M en P esterifi6 
IO 

suspension enzyme filtr6 k 0.20 g 
% IO m! tampon et eau distilMe 
q s p 5 o m l  3 j o u r s k 3 7  ° . 
+ inositophosphate 
0 glyc~rophosphate 

* Les rendelflents R sont exprim6s en g de pr6parat ion fermentaire dess6ch6e dans le 
vide sulfurique rapport~s ~ i kg du son utilis6; ces preparations renferment parfois une 
certaine quanti t6 du sel employ6 pour les relarguer. 
Bibliograph~e page a77. 
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Les courbes d 'act ivi t6 diff+rent 16g~rement de celles obtenues avec la mac6ration 
de son 1, avec A 1 le Pn op t imum de la phytase  est moins saillant et situ6 dans une zone 
un peu plus acide : 5.0--5.2 au lieu de 5.5--6.0. Inversement  le PH opt imum de la 
glyc6rophosphatase est un peu plus accentu6 et situ6 en milieu moins acide (5.5--5.8 au 
lieu de 4,8--5,0).  

Dans l 'ensemble on peut  consid6rer que la pr6paration relargu6e ~ 33 % se 
comporte  comme une phosphatase banale du type  I I  (4) et diff+re ne t tement  de l ' enzyme 
non relargu6. 

b. deuxi~me fraction. Apr6s 61imination du pr6cipit6 & 33 %, nous relarguons 
66 % le pr6cipit6 B ;  ce dernier, repris par l 'eau, laisse un r6sidu peu actif, la 

partie soluble est traitge par  4 volumes d 'ac6tone : (pr6cipit6 B x R = 37.5 ° g). 
Nous avons tent6 de le fractionner par de nouveaux relargages. 3 g de B 1 sont 

suspendus dans 5o ml d ' eau  distillde. 
a. pattie soluble. A 33 o: /o nous obtenons 0.2 g de pr6cipit6 o.oi  g :  G :  5.5 

- -  I : 6.0 - -  0.03 g G : IO.O - -  I : 14.o apr~s fil tration 1.2o g pr6cipitent ~t 66 % : 
0.008 g - -  G :  4.0 - -  I :  9.0, 0.03 g - -  G :  8.0 - -  I :  15.5. 

b. rdsidu non dissous. Nous le t rai tons par  50 mi d 'eau,  r6sidu insoluble G : 
5.6 - -  I : io.o - -  prdcipit6 k 33 % G : 1.35 - -  I : 1.8 - -  ~ 66 % G : 2.7 - -  I : 3.5. 

Dans l 'ensemble ces nouveaux  fract ionnements  n 'on t  pas permis d 'obteni r  une 
pr6paration off le rappor t  des activit6s sur G e t  I soit modifid d 'une  fagon apprdciable. 
Tout  se passe comme si nous 6tions en pr6sence d 'une  phytophosphatase  homog~ne 
active ~ la fois sur G e t  I. En por tan t  5 minutes  k diverses temp6ratures une solution 
de la prdparat ion B 1 nous avons pu constater  que les activit6s vis-a-vis de G e t  I dis- 
paralssent d 'une  fagon parall~le (Tableau II). Des essais similaires a v e c l a  mac6ration 
de son nous avaient  montr6 (i) qu'apr~s inact ivat ion de la phytase  il persistait une 

T A B L E A U  II  

INACTIVATION T i t E R M I Q U E  DES ENZYIvIES PURIFII~S 

• 0o° 16 ° I I 
Pourcentage 

&inactivation * 
Glyc6rophosphatase 5 9 31 80 95 95 

Phytase  --76--0 "-77--2 ~ ~ ~ 95 

* D6termin6 par rapport  k une pr6paration diastasique t6moin non chauff6e. 

16g~re activit6 glyc6rophosphatasique. Nous avions interprdt6 ces r6sultats en supposant  
que la phosphatase  banale n 'es t  pas to ta lement  d6truite apr~s inactivation totale de la 
phytophosphatase  associ6e. Prdcis6ment la pr6paration B 1, qui apparal t  8tre d6barrass6e 
de la phosphatase banale pr6alablement relargu6e, se comporte comme si elle ne contenait  
qu 'un  seul e n z y m e :  la phytophosphatase .  

2. par le sulfate de magndsium. 
A 50 % nous obtenons un pr6cipit6 un peu plus actif sur G que sur I : G : 7.7 - -  

I : 5.4- Tout  se passe comme si le son renfermait  une phosphatase banale plus facilement 
relargu~e par les sels que la phytophosphatase .  

Apr~s 61imination de ce prdcipit6 peu actif MgSOa ~ IOO % pr6cipite la prg- 

Bibliographie page 277. 
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paration D, reprise par l 'eau, dialys6e, filtr6e et trait6e par 4 volumes d'ac6tone ( R ' =  
22.4) O.OI g G:  1.35 - -  I :  4.0; 0.05 g G:  4.0 - -  I :  8.0. 

De m6me qu'avec (NH4)~SO t la fraction ~ caract~re globulinique est plus active 
sur I que sur G. 

3. par MgSO 4 et (NH4)2SO ~. 

La pr6paration D est reprise par l 'eau et fractionnde par (NH~)2 SOa. 12 % 
sont prdcipit6s au 1/3 de saturation o.oi g - -  G : 2.25 - -  I : 0. 7 ; 0.04 g. G : 6.5 - -  I : 5.4. 
L~ encore le prdcipit6 parait  renfermer une certaine proportion de phosphatase banale 
plus ais6ment relargable. 

A 66 % prdcipite la pr6paration E (70 % du poids de D) ayant  les caract&res 
de la phytophosphatase. 

o.oi g G:  2.5 - -  I :  7.5; 0,04 g G:  6.3 - -  I :  13.5. 

II. FRACTIONNEMENTS PAR PRI~CIPITATION ACI~TONIQUE 

Nous avons pr6cipit6 par l 'ac6tone ~ la glaci~re certaines des pr6parations obtenues 
pa r  relargage. 

I. Enzyme pr6cipit6 par (NH4) 2 SO 4 ~ 66 % apr~s ~limination du pr6cipit6 
33 % cette opdration 6tant r6p6t~e deux fois. 

a. ac6tone ~ 50 % (prdparation F) 0.002 g - -  G : 2.7 - -  I : 5.2 ; 0.008 g - -  
G : 5.4 I : 13.o. Cette pr6paration F est l 'une des plus actives par rapport  au poids de 
r~sidu sec que nous ayons obtenu. 

b. ac6tone entre 50 et 66 % G:  1. 4 - -  I :  2.7, les pr6cipit~s obtenus par 
addition d'ac6tone au filtrat sont inactifs. 

2. Preparation E relargu6e par Mg SO 4 ~ IOO %, puis (NH4)a SO4 ~ 66 %. 
a. Ac6tone ~ 55 %. Le pr6cipit6 est tr~s actif G :  8.6 - -  I :  13.5. 
b. Ac6tone entre 55 et 66 % G : 3,9 - -  I : 1.8. En ajoutant  de l'ac6tone au 

filtrat, les pr6cipit~s sont inactifs. 
Dans l 'ensemble ces fractionnements par  l 'ac6tone n 'ont  pas permis d'accroltre 

l 'activitd phytasique par rapport  ~ l 'activit~ glyc6rophosphatasique de pr6parations 
d6jh purifi6es. Les pr6cipit6s obtenus lorsque l 'ac6tone provoque une opalescence 
persistante dans la solution se sont r6v~l~s tr~s actifs. 

III. ESSAIS DE PURIFICATION PAR ADSORPTION ET ~LUTION 

En vue de pouvoir reproduire 6ventuellement nos essais nous avons standardis6 
notre technique op6ratoire. Nous agitons m6caniquement l 'adsorbant pendant une 
heure avec la pr6paration diastasique tamponn6e 1. Apr~s centrifugation nous d6termi- 
nons l 'activit6 du liquide surnageant L e t  d 'une fraction de l 'adsorbant A suspendu dans 
de l 'eau. Nous avons 61u6 soit par  une solution de phytinate de sodium de PH 8.0, soit 
par  une solution ammoniacale tamponn~e 3; l 'adsorbant ddlay~ dans la solution est 
agit6 m6caniquement pendant une heure, puis laiss6 en contact 6 heures ~t la glaci~re. 
Apr~s centrifugation nous d6terminons l 'activit6 de la pr6paration 61u~e E ajust6e ~t 

1 Lorsque nous ne sp6cifions pas le pH nous op6rons k pH 5.2. 
2 Chlorure &ammonium 5 g - -  solution d'ammoniaque k 2o % 2.5 ml - - e a u  disti]16e 
250 ml. 
13ibliographie page 277. 
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PH 5.2 et ceUe de l ' enzyme encore re tenu  par  l ' adsorbant  R. Nos essais ont  6t6 r6alisds 
avec certaines des pr6parat ions obtenues  par  relargage ou pr6cipitation ac6tonique. 

I. Enzyme relargud par (NH4)2SO 4 d 33 % de saturation. 

A PH 5.2 la phytase  et la glyc6rophosphatase de la pr6parat ion A ne sont pas 
adsorb6es sur terre d ' infusoires ou a lumine  pour  chromatographie (RH61~E-POULENC), 
eUes sont par  contre fix6es sur  l ' a lumine  Cy de W I L L S T A T T E R  1, l 'adsorpt ion de la 
phytase  est un  peu plus accentu~e que ceUe de la glyc6rophosphatase. 

LIQUIDE SURNAGEANT APR'I'~S ACTION DE L'ALUMINE C'I" 

T6moin I ml Alumine 5 ml Alumine 

Activit6 sur G 2.25 2.0 1.35 
Activit6 sur I 1.35 0.9 0.22 

2. Enzyme rdargud par (NH4)zS04 entre 33 et 66 %. 

La phytase  et la glyc6rophosphatase de la pr6parat ion B ne sont  pas adsorb6es 
sur  terre d ' infusoires et a lumine  pour chromatographie,  elles sont re tenues  d 'une  fa~on 
6quivalente  par  l ' a lumine  C~r. 

Les enzymes purifi6s par  reprise ~ l ' eau  et pr6cipitation ac6tonique se mon t r en t  
bien plus ais6ment adsorbables. A PH 5.2 la phytase et la glyc6rophosphatase sont fix6es 
to ta lement  par  le tonsil  ou la tel-re d'infusoires. L 'a lumine  Cy ne les adsorbe pas h Pn 

4.0 et les fixe presque to ta lement  h PH 6.0. 
Nous avons r6alis6 diverses adsorptions et 61utions. 

a. Adsorption sur alumine Cr = L. G = 8.1 - -  I = 12.2, 61ution par  le phyt ina te  
E avan t  dialyse G ~ 1.8 - -  I - -  7.0 apr~s dialyse G = 0. 7 - -  I = 1.6 R. G = 0. 7 - -  I = 

o. 9. 
Le l iquide surnageant  apr~s action de l ' a lumine  est trait6 par le tonsil L 1 G = 6.3 

- -  I = 11.2, puis 61u6 par  le phy t ina te  E avan t  dialyse G ~- 0. 9 - -  I = 2. 7, apr~s dialyse 

G = 0.25 I -= 0.9 R. G = 0.25 I = 0,45. 

b. Adsorption sur term d'in]usoires, 61ution par  le phy t ina te  et dialyse E - -  G = 
5.4 - -  I = lO.3. Le liquide surnageant  apr~s adsorption est trai t6 par  l ' a lumine  CY, L 1 G 
= 12.5 - -  I = 14.8. L 'a lumine  est 61u6e par la solution ammoniacale  E 1 : G = 1.35 - -  I 
= 0.5. Apr~s 61ution les 2 adsorbants  sont inactifs sur G e t  I. 

La pr6parat ion adsorb6e sur  terre d ' infusoires et 61u6e par  le phy t ina te  est 
nouveau  adsorb6e sur  terre d' infusoires,  puis 61u~e par  la solution ammoniacale  L 2 G = 
0.45 - -  I = 0 .25;  E 2 G = 1.12 - -  I = 2.25. 

c. Adsorption sur terre d'in]usoires, 61ution par  la solution ammoniacale  E G = 
3.6 - -  I = 9.0 ; nous r6p6tons la m~me op6ration sur  l'61uat L 1 G = o.12 - -  I = 0.24 - -  
E 1 G = 0,67 - -  I - -  i .  12. Le l iquide surnageant  apr~s la premiere adsorption est dilu6, 
la di lut ion favorise l 'adsorpt ion,  car apr~s action d 'une  nouvel le  quant i t6  de terre 
d ' infusoires,  la glyc6rophosphatase et la phytase sont to ta lement  adsorb6es;  nous 

1 L 'a lumine Cy est un m6diocre adsorbant  des phosphatases du son, par contre, la 
pr6paration utilis6e adsorbe to ta lement  la phosphatase d 'Amande.  

13ibliographie page ~77. 
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61uons par  la solution ammoniacale  ; c'est la pr6parat ion la plus active ob tenue  par  

~lution G = 5.85 - -  I = lO.8. 

d. Adsorption sur term d'in/usoires L G = 2.0 - -  I = 4-7. 61ution par  la solution 
ammoniaca le  E G = i .I - -  I = 2.2. Le l iquide surnagean t  apr~s la premiere adsorption 
est dilu6 et divis6 en 2 fractions : la premiere est adsorb6e sur  tonsil et dlu~e par  la 

solution ammoniacale  L 1 : G = 0. 9 - -  I ----- 1.55 ; E 1 : G = 0. 7 - -  I = 1.8 ; la seconde 
est adsorb6e sur terre d ' infusoires et 61u6e par  la solution ammoniacale  L 1 : G = o . i2  - -  
I = o.22 - -  Eg. : G = 3.1 - -  I = 7.2. Sur la m6me pr6parat ion la terre d ' infusoires est un  
meiUeur adsorbant  que le tonsil  et permet  d 'ob ten i r  apr~s 61ution une solution ne t t e me n t  
plus active.  

e. Dans  un  essai similaire ~ d l 'dlution par  le phy t ina te  donne des pr6parations 
plus act ives sur I que sur  G. 

~3. Enzyme obtenu par deux relargages successi[s par (NH4) 2 SO 4 entre 33 et 66 % 
reprise par  l 'eau et pr6cipitation par  volume 6gal d 'ac6tone.  Tra i t ement  par  
l ' a lumine  pour  chromatographie L : G = 2.2 - -  I = lO.3, 61ution par la solution ammo- 
niacale E : G = 0.2 - -  I = 0.3. I1 n ' y  a que tr~s peu d ' enzyme  fix6. Le liquide surna-  
geant  apr~s action de l ' a lumine  est t rai t6 par  la terre d ' infusoires qui adsorbe to ta lement  
les deux  enzymes,  qui n ' o n t  pu ~tre dlu6s par  la solution ammoniacale .  

Au cours de tous ces essais la phytase et la glyc6rophosphatase sont  adsorb6es 
ou 61u6es d ' une  fa~on presque ident ique ; il n ' a  pas 6t6 possible de modifier d ' une  fa~on 
appr6ciable le rappor t  des activit6s sur G et I, le phy t ina te  n ' a  pas provoqud une 61ution 
plus s61ective que la solution ammoniacale .  

IV. INACTIVATION EN FONCTION DU TEMPS DE PRt~PARATIONS PURIFII~ES 

La conservat ion de certaines pr6parat ions fermentai res  renfe rmant  plusieurs 
enzymes dist incts  s 'accompagne parfois de l ' inac t iva t ion  sdlective de certains de ces 
e n z y m e s  BRIDEL et M elie DESMAREST 5, 6. NOUS avons conserv6 sous toluene ~ la tem- 

p6rature du  laboratoire quelques-unes des solutions diastasiques utilis6es ; nous n ' avons  
jamais  observ6 de diffdrences marqu6es entre  l ' inac t iva t ion  de la glyc6rophosphatase 
et celle de la phytase.  

Apr~s deux  mois une solution du  relargat  par  (NH4)2SO 4 ~ 33 % est inact ive 
sur G e t  I, avec le re la rga t  ~ 5o %, l 'act ivi t6  s 'abaisse de G = 4.7 - -  I = 5.o k G = 

o . 6 7 - -  I = 1.57. 
L ' enzyme relargu6 par  (NH4)zSO 4 ~ 56 %, puis ~ nouveau  ~ 33 %, a une activit6 

init iale de G = 5.5 - -  I = 5.o, apr~s 7 o jours G = 1.8 - -  I = 1.35. 
E n z y m e  relargu6 ~ 66 % apr~s 61imination du pr6cipit6 ~ 33 % activit6 

init iale G = 3.6 - -  I = 8.1 ; apr~s io  jours  G = 3.1 - -  I = 6. 7 ; apr~s 25 jours G = 
2.5 - -  I = 5.8 ; apr6s 7 o jours G = 0. 9 - -  I = 3.6. Avec le m6me enzyme relargu6 une  
seconde fois dans  les m6mes condit ions : activit6 init iale G = 4.0 - -  I = 9.0 ; apr6s 
2 mois G = 0.25 - -  I = I.IO. 

RI~SUM]~ 

Nous avons appliqu6 au son de b16 les techniques usuelles de g6paration et purifi- 
cation des enzymes, nous pl6occupant  presque exclusivement de comparer les activit6s 
sur G (fl-glyc~rophosphate) et sur I (inositohexaphosphate). 

Des 57 pr6parations obtenues par les techniques les plus diverses, aucune n 'a  

Bibliographie page 277. 
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hydrolys~ exclusivement un seul des deux substrats  ; 41 preparations, dont  toutes celles 
d 'act ivi t6  6levee, se comportent  comme la macerat ion de son et hydrolysent I 2 ~ 3 
fois plus rapidement  que G. 8 pr6parations, d 'act ivi t~ moyenne, d6doublent I e t  G h 
des vitesses voisines ; enfin 8 preparat ions ont  hydrolys~ G plus rapidement que I. Ces 
derniSres preparations sont en g~n6ral peu actives, elles paraissent contenir une phos- 
phatase banale hydrolysant  G sans d~doubler I m61ang~e ~ un peu de phytophosphatase  
hydrolysant  h la fois G et I. Cette phospbatase banale est plus ais~ment relargude par 
(NH4),SO4 et MgSO, que la phytophospbatase  associ~e. Les preparations riches en 
phytophosphatase  sont les plus actives; il a ~td impossible d'en s~parer une fraction 
active sur I seul ou m~me consid6rablement plus active sur I que sur G. L ' inact ivat ion 
par chauffage ou au cours de la conservation, les essais de relargage fractionnd par les 
sels, de precipitation ac6tonique fractionn~e, les multiples operations d 'adsorpt ion et 
~lution sont  en accord avec l 'existence d 'une phytophosphatase  aCtive h la fois sur G 
et I. Nous n 'avons  pu met t re  en dvidence aucun fair favorable h l 'existence d 'une phytase 
sp~cifique hydrolysant  I sans d~doubler G. Tout  se passe donc comme si le son de bl6 
renfermait  une phytophosphatase  d 'act ivi t~ notable  associ~e h une phosphatase banale 
peu active. 

SUMMARY 

We have applied to the wheat  bran the cus tomary techniques of separation and 
purification of the enzymes, meanwhile concentrat ing almost exclusively on comparing 
the activities on G (fl-glycerophosphate) and I (inositohexaphosphate).  

Of these preparations obtained by various methods none hydrolyses exclusively 
into two substrates ; 41 preparations, all of high activi ty,  behave as macerated bran, 
and hydrolyse I two or three times as rapidly  as G. 

8 preparations, of medium activi ty,  split I and G almost  equally fas t ;  finally 
8 preparations hydrolysed G faster than  I. The la t ter  are generally rather  inact ive ; they  
seem to contain a common phosphatase tha t  hydrolyses G without  spl i t t ing I and tha t  
is mixed with  some phytophosphatase tha t  s imultaneously hydrolyses G and I. 

This common phosphatase is more easily salted out by (NH,)2SO4 and MgSO a than 
the associated phytophosphatase.  

Preparat ions rich in phytophosphatase are the most act ive;  i t  was impossible to 
separate from it  a fraction active on I only, or even one considerably more act ive on I 
than on G. 

Inac t iva t ing  by means of heat ing or in the course of the preservation, a t tempts  at 
fractional salt ing art, fractional precipi tat ion by means of acetone, repeated adsorptions 
and elutions agree wi th  the existence of a phytophosphatase  act ive on G as well as I. 

We have not  been able to single out  any evidence for the existence of a phytase tha t  
hydrolyses I specifically, but  not  G. 

Every th ing  occurs therefore as if bran would contain a phytophosphatase whose 
ac t iv i ty  is considerable, associated with a common phosphatase tha t  is not  very active. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Wir  haben die ffir die Abscheidung und Reinigung der Enzyme gebr/iuchlichen 
Methoden auf die Weizenkleie angewandt  und uns dabei beinahe ausschliesslich mit  der 
Vergleichung der Aktivit / i ten auf G (fl-Glycerophosphat) und I (Inositohexaphosphat) 
befasst. 

Keines der 57 mit  den verschiedensten Methoden erhaltenen Pr~iparate hat  aus- 
schliesslich eines der beiden Substrate  hydrolysiert  ; 41 Pr~parate, ~orunter  s/imtliche 
mit  h6herer Aktivit/~t, verhal ten sich wie die mazerierte Kleie und hydrolysieren I 2 
bis 3 mal schneller als G. 8 PI/iparate mit  mit t lerer  Aktivi t / i t  spalten I und G beinahe 
ebenso schnel l ;  schliesslich wurde durch 8 PrAparate G schneller hydrolysiert  als I. 

Letztere sind i m allgemeinen wenig ak t iv  ; sie scheinen eine gew6hnliche Phosphatase 
zu enthalten,  welche G hydrolysiert  ohne I zu spalten ; diese gew6hnliche Phosphatase ist 
vermengt  mit  etwas Phytophosphatase ,  welche sowohl G als auch I hydrolysiert. Erstere 
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wird leichter durch (NHd)~SO 4 uncl 1VfgSO4 ausgesalzt als die mit  ihr vermengte Phyto-  
pkosphatase. Die an Phytophosphatase reichen Priiparate sind die akt ivsten.  Es ist uns 
nicht  gelungen, eine Frakt ion abzuscheiden, die auf I allein akt iv war, oder wenigstens 
wesentlich aktiver auf I war als auf G. Die durch Erhitzen oder im Laufe der Konser- 
vierung auftretende Inaktivierung,  die durch fraktionierte Aussalzung und dutch frak- 
tionierte Ausf~illung mit  Aceton angestellten Versuche und die zahlreichen Adsorptions- 
und Eluierungsoperationen st immen mit der Annahme des Vorhandenseins einer Phyto-  
phosphatase iiberein, die gleichzeitig auf G und I akt iv ist. Wir konnten  keine einzige 
Tatsache feststellen, welche auf das Vorhandensein einer spezifischen Phytase hin~eist ,  
die I hydrolisiert ohne G zu spalten. Alles vollzieht sich also, als ob die Weizenkleie eine 
Phytophosphatase mit  merklicher Aktivit~it enth~ilt, die mit  einer gew6hnlichen, wenig 
akt iven Phosphatase vermengt ist. 
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