Ueber ein Enzym ,,Phytase," das ,, Anhydro-oxy-methylen
diphosphorsdure ** spaltet,
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U. Suzuki, K. Yoshimura und M. Takaishi.

Wenn man Reiskleie in Wasser suspendirt und bei gewohnlicher Tem-
peratur einige Tage stehen ldsst, so beobachtet man, dass die Hauptmenge
des organischen Phosphors geldst wird, und gleichzeitig die Bildung von
Phosphorsaure auf Kosten der organischen Phosphorverbindung energisch
vor sich geht. Wir haben im ersten Versuche vier Erlenmeyerkolben mit
je 5 gramm Reiskleie und 200 c.c. Wasser gefiillt, und bei ciner Temperatur

von 20-25°C stehen gelassen. Nach 18 Stunden, 4, 7 und 15 Tagen wurden

Proben herausgenommen, und analysirt, mit folgendem Resultat, Gesammt-
Phosphor in der trockenen Kleie betrug 2.049% :
Naclk.
18 Stunden. 4 Tagen. 7 Tagen, 15 Tagen.
Gesammi-Phesphor geldst ..... vee |- 093028 1.932 1.937 1971
Anorganischer Phosphor ......... 0.145 0.523 0.629 0,707
Organischer Phosphor............... 0,640 1.281 " 1.180 1.164

Gesamni-Phosphor in dey Kleie als roo berechnet, nack.

18 Stunden, 4 Tagen. y Tagen. 15 Tugen,
' Gesamn}t-]?hosphor eresratrariernrie 45.59 94.71 94.94 96,61
Anorganischer Phosphor............ 7.11 25.63 30.83 14.66
Organischer Phosphor.............. 31.37 62.76 57.84 57.06
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Derselbe Versuch wurde auch mit dem Oelkuchen von Brassica napus

wiederholt. Der Oelkuchen enthielt 1.0999% Phosphor :
Nach 24 Studen. 10 Tagen, 19 Tagen,
Gesammit-Phosphor gelist ............ 0.434 0.932 0.969
Anorganischer Phosphor.............. . Spur, 0,287 0.521
Organischer Phosphor.................. 0.384 0.615 0.327

Gesamant-Phosplor 2z Oelkuchen als roo bevechnet.

Nach 24 Stunden. 10 Tagen, 19 Tagen,
Gesammt-Fhosphor gelbst ............ 39.52 84.78 88.14
Anorganischer Phosphor ........... Spur, 26.14 47 .72
Organischer Phosphor ...........veu.s.. 34.96 55.91 29.79

Aus diesen beiden Versuchen sicht man deutlich, dass aus der organischén
Phosphorverbindung Phosphorsiure abgespalten wird, Wir haben anfangs
angenommen, dass diese Erscheinung einem Fiulnissprozess zuzuschreiben
sei, Die folgenden Versuche bewiesen uns aber, dass der Fiulnissprozess
keine beférdernde Wirkung auf die Phosphorsiureabspaltung hat, sondern
im Gegenteil etwas hindernd darauf einwirkt.

Versuch 1. In diesem Versuch wurde die Fiulniss ausgeschlossen.
Zwei Erlemneyerkolben wurden mit je 1o gram Reiskleie (nicht entfettet)
Der TInhalt des

Kolben a) wurde 10 Minuten lang lebhaft gekocht, wihrend der Inhalt des

und 100 c.c. Wasser gefiillt, mit Watte verschlossen.

anderen §4) nur mit 10 c.c. Toluol versetzt wurde. Nachdem sie eine
Woche bei einer Temperatur von 30-35°C gestanden waren, wurde abfiltrirt.
Die Phosphorsa.urebestlmmung wurde nach der gewohnhchen Molybdan—
methode ausgefiihrt. '

P/wsp/mr 272 Pkasﬁ/zarsaure

a) Gekocht ......... e, 0.31% der lufttrockenen Kleie.
&) Nicht gekocht, Toluol zugesetzt ...... 1.28% »
Gesammt-Phosphor der Kleie ......... 2.049¢ |
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Versuch 2. Vier mit Wattepfropfen versehene Kolben wurden mit je
5 gramm entfetteter Reiskleie und 100 c.c. Wasser gefiillt und in folgender
Weise behandelt :

a) Gekocht.

&) Nicht gekocht.

¢) ~Gekocht und Toluol zugesetzt.

@) Nicht gekocht und Toluol zugesetzt.

Sie wurden bei einer Temperatur von 30-35°C stehen gelassen. Nach

4 Tagen wurde filtrirt und analysirt:

In roo Theilen der Trockensudstans.

Gesammit-Phosphor, geldst, Der gebildete Phosporsiure.FPhosphor.

@) — ' 0.19
) ‘ — 0.78
£) 1.19 0.1g
) 1.49 1.36

- Versuch 3. Zwei Erlemmeyer-Kolben wurden mit je o.5g. Phytin
und 45 c.c. Wasser gefiillt, gekocht und abgekiihlt. Ferner wurden 5
gramm Reiskleie mit zoc.c. Wasser verrieben und abfiltrirt. 5c.c. von
diesem Filtrate wurde fiinf Minuten gekocht und zum Kolben .tZ) zugegehen.
Zum Kolben &) wurden ebenfalls sc.c. des Filtrats zugesctzt, aber ohne
diese vorher zu erhitzen. Die beiden Kolben nun wurden mit je 1oc.c.

Toluol versetzt und bei 30-35°C stehen gelassen. Fiir die abgespaltene

Phosphorsidure ergab sich:

Phosphor in Phosphorsiure.

- Nach 4. 5. 6 Tagen.
@) 0.002g. 0.005 0.005
&) 0.010 0.014 0.016

Man sieht hieraus, dass das Phytin nur gespalten wird, wenn der

zugesetzte Reiskleie-Extract nicht vorher gekocht wor,
Versuch 4. & gramm Weizenkleie wurde mit 50 c.c. ‘Wasser bei

30-35"C vier Tage stehen gelassen.
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Der gebildete Thosphor-  In Prozent der luft-

siiure Phosphor, trockenen Klele,
@) Gekocht und Toluol zugesetzt.........0.0040g. 0.089%
&) Nicht gekocht und Toluol zugesetzt.. 0.0205g. 0.419

Aus diesen Versuchen kann man schliessen, dass in der Reis- und
Weizenkleie ein Enzym existirt, das die organische Phosphorverbindung
bzw. Anhydro-oxy-methylen-diphosphorsiure spaltet.

Wir haben ferner beobachtet, dass bei Reis-, (Gerste-, Brassica-, und
anderen Samen, wihrend der Keimung ein grosser Theil des organisch-
gebundenen Phosphors als Phosphorsiure abgespalten wird, was wieder
am einfachsten durch Enzyrnwirkuﬁg erklart wird. |

E. Schulze und N. Castoro haben ferner berichtet, dass in etiolirten
Keimlingen verschiedener Pflanzen Phosphorsiure sich anhiuft, doch haben .
sie sich nicht speziell iiber die Beziehung zwischen der Anhydro-oxy-methylen-
diphosphorssidure zur abgespaltenen Phosphorsiure gedussert, und auch iiber
eine Enzymwirkung nichts erwdhnt. Wir wollen nun die Resultate einiger
Versuche mittheilen, die Bildung der Phosphorsiure auf Xosten des
organischen Phosphors bzw. des Phytins beim Keimungsvorgang deutlich
zeigen ; |

Versuch 1. Am 12ten August wurden Reissamen in feuchte Sige-
spihne gesiit und bis 1sten September in einem hellen Zimmer gehalten
Als die jungen Blitter etwa 3-4 cm. erreichten, wurden sie getrocknet

und analysirt.

Resultat,
(+) Zunahme,
500 Samen, 500 Keimlinge,
(—) Abnahme,
Trockensubstanz ..........cce..vuveeeen. I1.50g. 7.50 (—) 4.00
Gesammt-Phosphor ,,.......cvvuna... ., 0.0341 0.0326 (~) o.o015
Lecithin-Phosphor P PR 0.0008 ' 0.0014, (+) 0.0009
n 0.29% HCI l6slicher Phozphor ... - 0.0I5I 0.0259 (+) o,0108
Anorg.-Phosphor ......... .. Spur, 0.0086 () 0,0086
Davan,
Org.-Phosphor ............... 0.0142 - 0.0145 {+). 0.0003
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Gesamnit-Phosphor der Samen als roo bereclinet.
Samen. Keimlinge. {+) (—)

Gesammt-Phosphor ............euuveeen. 100.00 95.60 {(—) 4.40

Lecithin-Phosphor ......covvvivviviiienine 1.47 4.30 (+) 2.63

In.0.29 HCl lgslich Phosphor ...... 44.28 76.00 (+) .92

, Anorg.-Phosphor ............ Spur. 25,22 (+) 25.22
Davon,

Org.-Phosphor ............... 41.64 42.52 (+) 0.88

Versuch 2. Am gten October wurden 200 von Brassica Napus

in feuchten

als die Keimlinge etwa 3 cm.

analysirt :

Quarzsand gesit

und  keimen glassen.

Am

18ten

erreichten, wurden sie getrocknet und

200 Samen. 200 Keimlinge. (+) {—)
Trocken-Substanz .,.....c..cevesennnne 5.90 4.20 (—) L7o
Gesammt-Phiesphor ......cccveviiniinn 0,0417 0.0403 (—) 0.0014
Lecithin-Phosphor .....ccviimnciniina. 0.0029 0.0041 (+) 0.0012
In o.2% HCI laslicher Phosphor ... 0.0269 0.0326 (+) 0,0057
Anorg.-Phosphor ............ Spur, 0,0292 (+) 0,0202
Davon, ‘
Org.-Phosphor .......cceeeees 0.0259 0,0012 (—) 0.0248
Gesammi-Phosplor dev Samen als roo bevechnet.
Samen. Kleimlinge. (+) (—)
Gesammt-FPhosphor ..., 100,00 96.64 (-) 3.36
Lecithin-Phosphor .......ccesveiiniuinaes 6.95 9.83 {+) 2.88
In 0.29 HCl loslicher Phosphor .. 64.51 78.18 (+) 13.67
: ~ Anorg.-Phosphor ........... Spur. 7002 (+) 70.02
Davon.
{ Org.-Phosphor ............... 62,11 2.88 {—) _59.23
feuchten

Versuch 3. Am sten

October wurde Gerstensamen in
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Quarzsand gesit, und am 18ten, als die Keimlinge etwa 9 cm. erreicht
hatten, wurden sie getrocknet und analysirt :
300 Samen, 300 Keimlinge, (+) (=)
Trocken-Substanz _......ccoeveiineciaans. 12,00 g.10 (—) 2,90
Gesammt-Thosphor ......... e reeenrens 00435 0.0404 (=) 0.0031
Lecithin-Phosphor........cc. viviiiaian, 0.0018 0.0035 {+) 0.001%
In 0,295 HCI léslicher Phosphor ... 0.0255 0,0319 - (+) 0,0064.
Anorg.-FPhosphor ........... Spur. 0,028y (+) 0.0287
Davon,
Org.-Phosphor ,....c.cvu..... 0.0246 0.0030 (=) 0.0216
Gesamnt-Phosphor der Samen als 100 berechnet.
Samen, Kleimlinge. (+) (.-- }
Gesammt-Chosphor ......... erreeiaane 100.00 92.89 (—) 7.11
Lacithin-Phosphor .........re.eeseessen.. 414 8.05 (+) 3.91
In 029 HCI lasticher Pho'sphor 58.62 73.34 (+) 14.72
Anorg.-Phosplior ............ Spur. 65.08 (+) 65.08
Daven,
Org.-Phosphar .....ceeuuee., 56.55 6,89 (=) 40.66

Versuch 4. Weizensamen

wurden am sten October

in feuchten

Quarzsand gesidt und am 18ten October, als die Keimlinge etwa bis zu

13 cm. gewachsen waren, wurden sie getrocknet und analysirt :

320 Samen, 3c0 Keimlinge, (+) (=)

Trocken Substanz..........ce... taeenes 12.000g. 9.35 (=) 2.65¢,
Gesammt-Phosphor ......ocevvvivniinnns 0.0373 0.0352 (—) Q.0021
Lecithin=Phosphor .............ccvevvennn. 0.0012 0.0026 {+) 0,00I4
In 0.2 HCI lsslicher Phosphor ...... 0.0211 0.0277 (+)  0.0066

Anorg.~-Thosphor ............ Spur, 0.0236 (+) | 0,0230
Davon, o

Org.-Phosphor ............... 0.020% 0.,0040 (=) 0.0167
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Gesammit-Phosplor der Samen als 100 berechnel.

Samen, Klieimlinge. {(+) (—)
Gesammt-Thosphor ....eoeveieiiiinnnes 100,00 94.37 {—) 5.63
Lecithin-Phosphor ,.....cccvvvevnniiennns 3.32 6.97 A4+) 3.05
In 0.29 HCI lsslicher Phosphor ... 56.56 74.26 (+) 17.70
{ Anorg,-Phosphor ............ Spur, 63.27 {(+) 63.27

Davoen,
Org.-Phosphor ,.,... sriees 55.50 1072 (—) 44.78

Wie man sieht, geht die Bildung der Phosphorsiure withrend des
Keimungs-Prozesses manchmal auffallend rasch vor sich, bei Brassica
sogar bis zu 70 prozent des gesammten Phosphors; und diescr Vargang

geht im hellen Licht ebenso schnell wic im Dunkeln vor sich.

Darstellung des Enzys.

65 gramm entfetteter Reiskleie wurden in einem Porzellan-Mérser mit
Wasser verrieben. Nach 4-5 Stunden wurde abfiltrirt und zum klaren
‘Filtrat so viel Barytwasser und Bariumchlorid zugesetzt bis kein Nieder-
schlag mehr entstand. Die meisten Unreinigkeiten, besonders organische
so wie anorganische Phosphorverbindungen wurden dadurch entfernt.
Das TFiltrat von dem Niederschiag wurde dann mit einem Gemisch von
859 igem Alkohol und Aether versetzt, wobei ein weisser flockiger
Niederschlag entstand, der das meiste Enzym enthielt. Dieser Nieder-
schlag wurde in wenig Wasser gelost, nochmals mit Bariumchlorid
versetzt, um noch darin vorhandene Thosphate und andere Stoffe
moglichst vollstindig wegzuschaffen. Dem Filtrate wurde dann cin
Ueberschuss von absolutem Alkohol und Aether zugegeben. Der weisse
amorphe Niederschlag setzte sich allmihlich auf den Boden ab. Nach
24 Stunden wurde er gesammelt, mit absolutem Alkohol und Aether
gewaschen, und iiber Schwefelsiure getrocknet. Das so gewonnenc
Produkt war ein weisses Pulver und betrug etwa o.15g. Es lsst sich
sehr leicht in kaltem Wasser, enthilt keinen Phosphor und zeigte weder
diastatische, peptische noch tryptische Wirkung. Wir schlagen fiir dieses.

Enzym den Namen Plyiase vor.
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0.5 gramm Phytin wurde in 50 c.c. Wasser gelést, 0.02g. dieses Phytase-
Praparat zugegeben, und bei einer Temperatur von 35-40°C  stehen
gelassen. Nach vier Stunden konnte man schon die Abspaltung von
Phosphorsidure durch Molybban-Lésung nachweisen, und nach zwei Tagen
waren etwa 10 Prozent des angewandten Phytins gespalten.

Analoge Versuche wurden auch mit anderen bekannten Enzqun
ausgefiithrt, um zu schen ob sie auch 'Phytin spalten konnen. In keinem
Fall aber wurde Phosphorsiure abgespalten. Blos Emulsin schien -etwas
Phosphorsiure gebildet zu haben. Ob das Emulsin-Priparat ein einheitliches
Enzym war, oder ob es ecin Gemisch mit Phytase war, kénnen wir zur
Zeit nicht sagen. Doch halten wir es fiir wahrscheinlich, dass es sich bei
der Phytase um ein neues Enzym handelt. Wir beabsichtigen spitér noch
weiteres iliber die Natur der Phytase zu berichten. ' 7

Es ist uns endlich auch gelungen, aus den enzymatischen Spaltungs-
Produlkien des Plytins Inosit su isolieven. Zu diesem Zwecke wurden
5 gramm Phytin in 100 c.c. Wasser geldst, o.1g. Phytase zugesetzt und
das Gemisch unter Toluolzusatz bei 30-35°C 4 Tagé stechen gelassen.
Die Flissigkeit wurde jetzt mit Bariumchlorid-Lésung gefillt, um das
unverdndert gebliebene Phytin-und auch gebildete Phosphorsiure mdglichst
vollstindig zu entfernen. Das Filtrat wurde stark eingeengt, der dabei
ausgeschiedene Niederschlag abfiltrirt, weiter stark eingeengt, und mit
wenig absolutem Alkohol versetzt. Der sofort gebildete Niederschlag
wurde schnell abfiltrirt und zum Filtrat ein Ueberschuss von absolutem
Alkohol und Aether zugegeben. Die weisse Triibung verwandelte sich
allmihlich in charakteristische Krystalle von Inosit. Leider genligte die
Menge nicht fiir eine Analyse, wesshalb wir uns mit der Schmelzpunkt-
bestimmung  und  einigen Farbenrcaktionen begniigen mussten, wodurch
aber jeder Zweifel entfernt wurde, es lag unbedingt Inosit vor. Da his
Jjetzt Inosit aus Phytin nur bei Anwendung von starker Salzsiure und-
hoher Temperatur erhalten worden war, wobei Umlagerungen und -
Kondensationen nicht ausgeschlossen waren, so spricht dieser enzymatische,
Inositspaltung sehr fiir das wrspriingliche Vorlhandensein wvon Inosit im
Plhytin und desshalb miisste diese Substanz als Inoéit—hexa—-phosphdrséiuré
{cin Analogon der Mellithsiure) aufgefasst werden.” Zudem ist es uns
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weder gelungen, Formaldehyd aus Phytin abzuspalten, noch Formaldchyd

H /Ol
OH $0 80y on
~mittelst starker - N N NOH R i i -
cer Salz b 011" CH_O- PU/ womit die analy
siure in Inosit umzu- ©H | NOH tischen Resultate
OHN, l
. OP—-0O-HC CH-0-P
war . Fme - < :
vandeln. Die Formel ou” N ({ ~qpp FYosternaks  ebenfalls
.der Phytinsiure wire dann : H‘O—IE stimmen wiirden.
OH

Aus der Reiskleic haben wir ebenfalls Inosit isoliren kdnnen. 100g.
Reiskleie wurde mit Wasser versetzt. 4 Tage bei 30 35°C stehen gelassen,
:abfiltrirt, das Filtrat durch Bariumchlorid gefillt, nochmals abfltrirt, und
zum TFiltrate basisches Bleiacetat zugégeben.  Der dadurch entstandene
Niederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff zerlegt, vom Schwefelblei
abfiltrirt, stark eingeengt, und mit Alkohol und Acther gefillt., Der so
-ausgeschiedene Inosit zeigte die charakteristische Krystallform so wie die
-eigentiimlichen Reaktionen des Inosit.

Bekanntlich ist Inosit auch im tierischen Muskel gefunden worden. Es
.diirfte hier die Vermutung berechtigt sein, dass dieser Inosit aus dem

Phytin der vegetabilischen Nahrung stammt.

Zussammenfassung der Resullate.

1. Der grésste Theil des Phosphors in Pflanzensamen besteht aus
der in Wasser und in verdiinnten Mineralsiuren ldslichen organischen
Phosphorverbindung, die schon wvon Schulze, Palladin, Winterstein,
‘Posternak, Patten, u. A. erhalten wurde und als ,, Anhydro-oxy-methylen-
-diphosphorsiure “ oder ,, Phytin ¢ bezeichnet wurde.

Aus der Reiskleie haben wir etwa 8% und aus der Weizenkleie etwa
29 Phytin isolirt.

2. In Wurzeln, Zwiebeln, und Obst herrscht jedoch die anorganisch
gebundene Phosphorsidure vor.

3. In den Knochen ist das Vorhandensein des Phytins zweifelhaft.

4. Wihrend der Keimung der Pflanzensamen, entweder im Lichte
.oder im Dunkeln nimmt die anorganisch gebundene Phosphorsiiure betriicht-

Jdich zu



512 U. Suzeki, K. Yoshimura und M. Takaishi.

- Auch wenn man Reis- oder Weizenkleic oder verschiedene Samen
zerreibt und in Wasser suspendirt und einige Tage stehen ldsst, bildet sich
Phosphorsiure in grosseren Mengen auf Kosten des Phytins.

5. Aus Reis- und Weizenklcic wurde ein Enzym isolirt, das Phytin in
Phosphorsiure und Inosit spaltet. Es ist walrscheimlich ein neues Enzym.

und scheint im Pflanzenreich weit verbreitet zu sein.

:



