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Eine im Alkalischen
wirksame Monophosphoesterase aus Hefe

Eine anscheinend bisher noch nicht beschriebene Phos-
phatase mit alkalischem Wirkungsoptimum konnte aus
Hefe nach folgender Methodik freigesetzt, nachgewiesen
und angereichert werden:

0,5 kg frische Anstellhefe der Ottagringer Brauerei
AG., Wien XVI, wurde mit Chloroform verfliissigt und
in 0,5 Liter Ammoniak suspendiert. Nach 17stiindiger
Autolyse wurde zentrifugiert, die Fliissigkeit verworfen
und der Riickstand in 300 cm® Wasser suspendiert,
Diese Suspension wurde dann mit Essigsdure auf py =
5,0 gebracht und nach Zusatz von Toluol weitere 5 Stun-
den der Autolyse iiberlassen. Nach erneutem Zentrifugie-
ren wurde diesmal der Riickstand verworfen und die
Losung durch Zusatz von Ammoniak auf py = 8,5 ge-
bracht. Ein gebildeter Niederschlag wurde abfiltriert,
dic Losung neutralisiert und im Eisschrank aufbewahrt.

Diese Loésung zeigte nun eine iiberraschend starke
Phosphatasewirkung gegeniiber Natrinmphenolphtha-
leinphosphat?, eine ebenfalls starke Wirkung gegeniiber
Phenolphosphat und §-Glycerophosphat; hingegen ist
die Spaltwirkung gegeniiber a-Glycerophosphat und
Hexosediphosphat vergleichsweise recht gering. Diese
Verhdltnisse und der EinfluB der Wasserstoffionenkon-
zentration auf die Spaltung der verschiedenen Substrate
sind im Diagramm dargestellt. Es sei hier besonders auf
die Substratabhingigkeit des py-Wirkungsoptimums des
Ferments hingewiesen; dieses schwankt von py = 8,5
fiir Hexosediphosphat bis zu py = 9,1 fiir Phenolphtha-
leinphosphat. Eine Spaltung von Pyrophosphat konnte
nur in ganz geringem Mafle nachgewiesen werden.

Magnesiumionen sind in einem cngen Konzentra-
tionsbereich imstande, das Ferment in einem geringen
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Abb. 1. Abhingigkeit der Spaltung verschiedener Substrate vom
Py bei optimaler Mg-Ionenkonzentration. Abszisse: ppy; Ordinate:
Phosphataseeinheiten nach H. und E. ALBERS®.

1: Natriumphenolphthaleinphosphat; 1I: Natriumphenolphosphat;
111: B-Glyzerophosphat; 1V: a-Glyzerophosphat; V: Hexosedi-
phosphat.
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AusmaBe zu aktivieren; ihre Anwesenheit ist aber
fiir die enzymatische Wirkung nicht erforderlich, wie
Versuche mit Extrakten, die 48stiindiger Dialyse
gegen flieBendes und destilliertes’ Wasser unterworfen
waren, beweisen. Die optimale Konzentration an Mg-
Ionen ist 10~ %molar; in dieser Hinsicht verhilt sich
unser Enzympriparat gleich wie die von ScHAr¥NER und
KruMev? untersuchten Fermente «-Glycerophosphatase
und Pyrophosphatase.

Tabelle 1

Wirkung verschiedener Hemmstoffe auf die alkalische Hefephos-
phatase; Substrat Na-Phenolphthaleinphosphat; Aktivierung durch
optimale Konzentration von Magnesiumionen (10~2-molar); pg =
9,2 (0,1-mol. Ammoniak-Ammonchloridpuffer nach Micaagris); 300,

Prozentuale Hemmuug bei ver-
schicdener molekularer
Konzentration der Hommstoffc
Hemmstoff :
im Versuchsansatz

4-1072 4-1073 44101
Natriamcyanid . . 100 100 36
Natriumfluorid . . . - 20 7
Natriumjodacetat . . 9 3 0
Cysteinchlorhydrat . e 160 8

Die Wirkung von Hemmstoffen auf die enzymatische
Aktivitit unseres Fermentextrakts wird in Tabelle I
verdeuntlicht.

Verschiedene Chinone zeigen dhnlich wie bei den bis-
her von uns untersuchten Phosphomonoesterasen pilanz-
lichen und tierischen Ursprungs? eine Hemmwirkung;
Natriumsulfid aktiviert hingegen. Anorganisches Phos-
phat hemmt den Spaltproze8, was bei Annahme des ka-
talysierten Vorgangs als Gleichgewichtsreaktion unter
Beriicksichtigung des Massenwirkungsgesetzes leicht ver-
stindlich ist.

Die beschriebenen Extrakte sind sehr thermolabil; sie
konnen aber im Kiihischrank langere Zeit ohne Aktivi-
titseinbuBle anfbewahrt werden. Bei Aufbewahrung auf
Eis zeigt sich nach einigen Tagen eine starke Proteinase-
wirkung, was nicht verwunderlich ist, da unsere Aufar-
beitung sich im wesentlichen mit der Bereitung einer
Hefeproteinase von Grassmann?® deckt. Eine Trennung
der Phosphatase von der Proteinase ist bisher noch
nicht gegliickt,

Es sei darauf hingewiesen, dafi Phosphomonoesterasen
mit einem so stark alkalischen Wirkungsoptimum bisher
nur in tierischen Geweben nachgewiesen werden konnten.

Eine genaue Beschreibung der durchgefithrten Ver-
suche wird an anderer Stelle erscheinen.
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Summary

The authors describe a monophosphoesterase isolated
from yeast which acts strongly on sodium phenclphtha-
leinphosphate, phenolphosphate, and g-glycerophosphate
in an alkaline medium {(py 8,5~9,1). The enzyme does
not need magnesium ions for its activity.
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