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The characteristic features of an acetic acid esters hydrolyzing enzyme (acetylesterase, EC
3.1.1.16) are described. The pH- and temperature optimum were 7.0 and 40 °C respectively. The
stability of the enzyme regarding different pH- and temperature conditions was investigated. The
molecular weight of the acetylesterase could be determined to 160000. A small acetic ester hy-
drolyzing activity was found too with a molecular weight of about 25000. The activity was not
inhibited by addition of di-isopropylphosphorofluoridate (DFP) or physostigmine. The Ky-value
for glyceryl triacetate was about 90 mM. Concentration of the enzyme was done by ultrafiltration
and column-chromatography. The enzymatic activity tests were performed titrimetrically using

glyceryl triacetate for substrate.

Einfiihrung

Wihrend in einer fritheren Arbeit [1] durchge-
fihrten Untersuchungen einer Chlorogensdure spal-
tenden Esterase (Chlorogenase) aus dem Kulturfil-
trat von Aspergillus niger wurde eine Glycerintri-
acetat spaltende Aktivitdt beobachtet, die unspezi-
fischen Esterasen zugeschrieben wurde. Im Verlaufe
der Versuche zur Substratspezifitit der Chlorogen-
ase stellte sich heraus, daB3 es sich bei diesen ,,un-
spezifischen Esterasen um eine Acetylesterase han-
delt. Acetylesterasen (EC 3.1.1.16) sind schon seit
lingerem bekannt und ihre Wirkungsweise ist in
mehreren Arbeiten [2—7] beschrieben worden. Trotz-
dem ist die Charakterisierung dieser Enzyme noch
sehr liickenhaft.

Material und Methoden

Quelle fiir die in der vorliegenden Arbeit isolierte
und charakterisierte Acetylester-Hydrolase waren
Aspergillus niger-Kulturen. Die Ziichtung des Pilzes
erfolgte auf halbfestem Medium [8] im Mikrobiolo-
gischen Labor der Firma C. H. Boehringer Sohn,
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Ingelheim. Die Zellen wurden durch Behandlung
mit hypertonischen Salzlosungen [8] extrahiert und
die wiassrigen Extrakte durch eine Ultrafiltration mit
Amicon-Ultrafiltern PM 30 konzentriert. Das Per-
meat enthielt in Wasser geloste Salze und nieder-
molekulare Verbindungen. Das Retentat wurde an-
schlieBend sprithgetrocknet. Dieses spriihgetrock-
nete Produkt enthielt neben geringen Mengen Ace-
tylester-Hydrolase noch wenig Chlorogenase sowie
hauptsédchlich Pektinasen, Cellulasen und Proteasen.

Der Gesamtproteingehalt der Enzymldsungen
wurde photometrisch durch Messung der Extinktion
bei 280 nm am Zeiss Spectrophotometer KM 6 be-
stimmt [9]. Es wurde fiir die Extinktion Eggg® = 0,1
eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml angenom-
men.

Die enzymatische Aktivitat wurde durch Titration
der infolge Esterspaltung freigesetzten Sdure be-
stimmt. Fiir die Versuche zur Substratspezifitit
wurden folgende Ester verwendet: Chlorogensiure,
Iso-Chlorogensdure, Triacetylglycerin, Acetylthio-
cholin, Buttersduredthyl- und -methylester, Butter-
saurenaphthyl-(1)-ester, Naphthyl-(1)- und -(2)-ace-
tat, DL-p-Hydroxy-mandelsdure-dthylester, Evern-
saure, (+)- und (—)-Lichesterinsdure, Tannin, Gal-
lussduremethylester, Ellagsdure, Aesculetin, Umbel-
liferon, Scopoletin, Zimtsduredthylester, auerdem
Sonnenblumendl.
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Das fir die Messungen verwendete Titrations-
system Autotitrator bestand aus Auto-Burette, Titri-
graph und Titrator (Radiometer, Copenhagen). Die
Substrate (100 mg + 3 ml Wasser) wurden nach Ein-
stellung auf pH 7,0 mit 0,5 ml Testlosung im Reak-
tionsgefdB ca. 5 min bei 40 °C inkubiert. Bei lipo-
philen Substraten wurden diese zunichst mit 0,5 ml
Aceton angeldst und langsam mit 2,5 ml Wasser ver-
diinnt. Bei den Naphthylestern trat trotzdem eine
feine Suspension auf.

Die Angabe der Enzymaktivitit erfolgte in Units
[U]. Dabei ist 1 Unit als die Enzymmenge definiert,
welche die Bildung von 1 pmol Produkt pro Minute
unter Standardbedingungen katalysiert [10].

Die Gelfiltration diente zur Reinigung und Mole-
kulargewichtsbestimmung des Enzyms.

Es erwies sich ein bereits vorgequollenes Poly-
acrylamidgel, AcA 34 (LKB) mit einer Trennkapa-
zitat fiir MolekiilgroBen bis 350000 als geeignet. Die
Eichung der Saulen erfolgte mit Cytochrom ¢ (MG
12500), Aldolase (MG 158000), Katalase (MG
240000) und Ferritin (MG 450 000).

Ergebnisse

Ultrafiltration mit den Filtertypen PM 30, XM 50
und AM 100 ermdoglicht es, eine Vielzahl von Ver-
bindungen niederen bis mittleren Molekularge-
wichts (bis MG ~ 100000), u.a. die Pektinasen,
Cellulasen und Proteasen abzutrennen. Das Verblei-
ben der Acetylester-Hydrolase im Retentat spricht
bereits fiir ein Molekulargewicht von iiber 100 000.

Tab. I. Fraktionierte Athanolfillung von 15 g PM 30-Re-
tentat (O. D. 3§Fum= 13,5 g Protein) in 150 ml Wasser. Je-

des Prazipitat wurde in 20 ml destilliertem Wasser aufge-
nommen.

Fraktion Athanol- Protein  Glycerintriacetat-
konzen- Spaltung
tration
(%] [e] [mU/mg]

1 6 0,12 -

2 17 0,36 168

3 25 0,21 243

4 32 0,33 303

S 38 0,44 679

6 42 0,61 820

7 46 0,51 706

8 50 0,32 886

Uberstand 50 10,1 62

(250 mi) 13,0

PM 30-Retentat — 13,5 285

(150 ml)
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Tab. 1 zeigt die Ergebnisse einer fraktionierten
Fillung von PM 30-Retentat mit Athanol. Die Frak-
tionen Nr. 6 und 8 zeigten die hochste Aktivitit (820
bzw. 886 mU/mg).

Die bei der fraktionierten Athanolfillung auftre-
tenden beiden Aktivititsmaxima weisen auf zwei
unterschiedliche Acetylesterasen hin.

Abb. 1 zeigt den Elutionsverlauf von 2 g XM 50-
Retentat mit 0,1 M Trispuffer pH 6,5 an einer 5 x
80 cm-Sdule. Die aktiven Fraktionen fanden sich
nach 1120 bzw. 1390 ml im Eluat. Diesen Elutions-
volumina entsprechen nach den Eichproteinen Mo-
lekulargewichte von 160 000 bzw. 250 000.

Die spezifische Aktivitit in den aktiven Frak-
tionen betragt jeweils etwa 5 U/mg. Demnach ist
der Anreicherungsfaktor bei der Gelfiltration mit
17,5 wesentlich hoher als bei der fraktionierten

Athanolfillung (3.0).

£
z
Se
'é S
N °
® °
g o'..‘.%o. .z -
" s S n
> {..' [
.-.IIII .0.
(Y ..'.. .'$
rooco-o'. Pescesc® LYY
I I |
550 1000 mi Eluat 1800

Abb. 1. Sdulenchromatographie von XM 50-Retentat an
AcA 34-Ultrogel.
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Abb. 2. pH-Stabilitat der Acetylester-Hydrolase pH-Ab-
hingigkeit der Hydrolaseaktivitat.
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Abb. 3. Temperaturstabilitit der Acetylester-Hydrolase.

Die pH-Stabilitdt der Esterase (1. AcA 34-Frak-
tion) wurde iiber einen pH-Bereich von 3—11 unter-
sucht (Abb. 2). Nach pH-Einstellung inkubiert man
die Enzymlosungen 10 min bei dem jeweiligen pH
und 40 °C. Danach erfolgte bei allen so vorbehan-
delten Testgemischen die Inkubation unter Stan-
dardbedingungen mit Triacetylglycerin.

Die Ermittlung der Restaktivitaten erfolgte in der
Weise, daBl die Enzymaktivitat bei pH 7,0 inkubier-
ten Proben gleich 100% gesetzt wurde. Anhand die-
ser BezugsgroBe lieB sich die Enzymaktivitét fiir die
iibrigen pH-Werte errechnen.

Der Versuch zeigt, daB die pH-Stabilitdt der
Acetylesterase bei pH 5—7 am groBten ist. Bei
pH 3,0 sind noch 80% der Enzymaktivitit vorhanden.
Weniger stabil verhielt sich das Enzym bei pH 8,0
(65% Restaktivitat). Bei pH 11,0 war nur eine Rest-
aktivitdt von 10% nachweisbar. Abb. 2 zeigt auch
die pH-Abhingigkeit der enzymatischen Triacetyl-
glycerinspaltung. Die Versuchsanordnung zur Tem-
peratur-Stabilitit erfolgte analog. Die in Trispuffer
aufgenommenen 0,5 ml-Enzymlosungen wurden auf
pH 7,0 eingestellt und bei 25°-45°-55°-65°
bzw. 75°C 10 min inkubiert. Nach der Triacetyl-
glycerinzugabe folgte die Inkubation. Als 100%-
Wert diente die bei 25 °C gemessene Enzymaktivitit
(Abb. 3).
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Tab. II. Untersuchungen zur Substratspezifitat der Acetyl-
esterase und Schweineleberesterase

Substrat PM 30- AcA 34-  Schweine-
Retentat  Fraktion leber-
Esterase
Aesculetin — - -
Buttersduremethylester — - ++++
Buttersduredthylester — - ++++
Buttersdure-naphthyl- - = ++
1-ester
Chlorogensdure 4 - -
,iso-Chlorogensdure” + - -
Ellagsdure = = -
Triacetylglycerin +++ ++++ ++++
Essigsdaure-naphthyl-  ++ +++ +++
1-ester
Essigsdure-naphthyl-  (+) + )
2-ester
Evernsdure = = =
Gallussduremethylester — = -
(+)-Lichesterinsdure ~ — = =
(-)-Lichesterinsdure ~ — . =
Mandelsduredthylester — = ++++
p-OH-Mandelsédure- = - +)
dthylester
Scopoletin = = =
Sonnenblumendl = = =
Tannin = = =
Umbelliferon = = =
Zimtsduredthylester + = ++++

Bei der Esterase beginnt der Inaktivierungsprozef3
schon bei 35°C; bei 65 °C ist keine Enzymaktivitit
mehr nachzuweisen.

Der Ky-Wert wurde im Konzentrationsbereich
10—300 mm Triacetylglycerin unter Standardbe-
dingungen nach Lineweaver-Burk zu 90 mM be-
stimmt. Uyay betrdgt dabei 8 U (bezogen auf 1 mg
Enzym).

Wie aus Tab. II zu entnehmen ist, handelt es sich
bei dem Enzym um eine Esterase mit relativ hoher
Substratspezifitit. Hydrolysiert werden nur Ester
der Essigsdure. Andere Substrate konnten nicht auf-
gefunden werden.

Tab. II zeigt auBerdem die Hauptsubstrate der
Schweineleberesterase als einer typischen unspezi-
fischen Esterase.
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