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In addition to our previous paper [1] further characteristics of the chlorogenic acid hydrolase 
are described. Polyacrylamid gelelectrophoresis revealed only one band for the purified enzyme. 
Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamid gelelectrophoresis showed a molecular weight of 60000, 
demonstrating four subunits of the enzyme (total molecular weight 240000). The enzyme is 
stable in a pH-range of 3 .0-8 .5  and up to a temperature of 55 °C. The temperature coefficient 
Q10 is 1.5, the activation energy EA is 6.0 kcal/mol. The amino acid analysis and substrate 
specificity data are given in tables. Essential for the enzyme activity is the C=C double bound 
neighbouring the ester linkage. The enzyme crystallizes in prisms.

Weitere Charakterisierung einer Chlorogensäure-Hydrolase
aus Aspergillus niger

Einleitung

Chlorogensäure, ein Depsid aus Kaffeesäure und 
Chinasäure, ist im Pflanzenbereich weit verbreitet 
und verfügt über zahlreiche biologische Wirkungen 
[2-8]. Es ist daher von Interesse, über den enzyma­
tischen Abbau dieses Depsids Näheres zu wissen.

Wie in einer früheren Publikation beschrieben [1], 
konnte erstmals eine Chlorogensäure-Hydrolase iso­
liert und weitgehend charakterisiert werden. In der 
vorliegenden Arbeit werden weitere Daten des En­
zyms angegeben.

Material und Methoden

Die Gewinnung des Ausgangsmaterials erfolgte 
wie in Ref. [1,9] beschrieben.

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde 
in einem 5-prozentigen Gel [10] bei 90 V und 
150 mA über einen Zeitraum von 3 - 5  Stunden 
durchgeführt. Zur Anfärbung der Proteinbanden 
diente eine 0,5% Amidoschwarzlösung in 7-prozen­
tiger Essigsäure. Die Bestimmung der Protein-Un­
tereinheiten erfolgte nach Zusatz von 2% SDS und 
Mercaptoäthanol. Als Eichproteine dienten Ribo- 
nuclease, Rinderserumalbumin und Katalase.

Für die Aminosäureanalyse wurden 1,8 mg En­
zym pro ml mit 6 N  Salzsäure 22 Stunden bei 110 °C
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hydrolysiert. Die Bestimmung erfolgte mit 200 |il im 
Aminosäureanalysator (Biotronik System LC 6000 E).

Ergebnisse

Das Mikrodensitogramm der PAGE zeigt (Abb. 1) 
einen einheitlichen Peak für das gereinigte Enzym. 
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ergab 
ebenfalls eine einheitliche Bande mit einer relativen 
Molekülmasse von etwa 60000. Daraus folgt, daß 
die Chlorogensäure-Hydrolase aus vier Untereinhei­
ten besteht, da die relative Molekülmasse des in­
takten Enzyms 240000 beträgt [1].

Die pH-Stabilität der Chlorogensäure-Hydrolase 
wurde über einen pH-Bereich von 3 -  11 bei 45 °C 
untersucht. Die Inkubationsdauer betrug jeweils 
10 min. Die pH-Stabilität des Enzyms ist bei pH 7,0 
am größten. Bei pH 3,0 waren noch 80% der Akti­
vität vorhanden. Weniger stabil verhielt sich das 
Enzym bei pH 9,0 (65% Restaktivität), bei pH 11,0 
waren nur noch 15% nachweisbar.

Die Temperatur-Stabilität des Enzyms wurde bei 
25°, 45°, 55°, 65° bzw. 75 °C bei pH 6,5 über 
10 min untersucht. Die anschließende Messung der 
Enzymaktivität erfolgte wiederum bei 45 °C nach 
Zugabe des Substrates.

Wie Abb. 2 zeigt, tritt eine Inaktivierung der 
Chlorogensäure-Hydrolase erst bei Temperaturen 
über 55 °C auf. Bei 65 °C sind noch 15% Aktivität 
vorhanden, bei 75 °C ist die Aktivität praktisch null. 
Zur Bestimmung der zeitlichen Inaktivierung wur-
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Abb. 1. Chlorogenase-Peak nach Polyacrylamidgelelektro­
phorese.
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Abb. 2. Temperatur-Stabilität der Chlorogenase.

Kaffeesäure (zugesetzt)

Abb. 3. Hemmung der Chlorogenase-Aktivität durch das 
Reaktionsprodukt Kaffeesäure.

den Enzymlösungen bei pH 6,5 und 45 °C inkubiert. 
Die einzelnen Zeitwerte wurden eingefroren und am 
Ende des Versuches gemeinsam mit Substrat (Chlo- 
rogensäure) auf Aktivität geprüft. Wie der Aktivi­
tätsverlauf zeigt, nimmt die enzymatische Wirkung 
langsam exponentiell mit einer Halbwertszeit von 
ca. 7 Stunden ab.

Untersuchungen zur Enzymkinetik ergeben einen 
Temperaturkoeffizienten Q10 von 1,5 im Tempera­
turbereich von 5 — 40 °C. Dieser Wert liegt damit in 
dem für Enzymreaktionen üblichen Bereich von
1,4-2,0 [11]. Die Aktivierungsenergie errechnet sich 
nach folgender Formel:

E  A =
4,575 • T2 ■ T.

log — [cal/mol],
KT - T  1 2 1 1

Durch Einsetzen verschiedener Temperaturpaare er­
gibt sich ein mittlerer £ A-Wert von 6,0 kcal/mol.

Hemmversuche mit Physostigmin ergaben im Ge­
gensatz zu D FP [1] keine Wirkung. Dagegen konnte 
eine deutliche Produkthemmung durch Kaffeesäure 
beobachtet werden (Abb. 3). Eine Substrathemmung 
liegt nicht vor.

Die Aminosäureanalyse der Chlorogensäure-Hy­
drolase ist in Tab. I dargestellt. Es fällt auf, daß be­
sonders die sauren Aminosäuren Glutaminsäure und 
Asparaginsäure stark vertreten sind. Dieser Befund 
stimmt mit dem früher beschriebenen [1] isoelektri­
schen Punkt von 4 ,0 -4 ,5  überein.

Tab. I. Aminosäureanalyse nach saurer Hydrolyse.

Aminosäure Zahl der AS pro Enzymmolekül

Phosphoserin NN
Asparaginsäure 131
Hydroxyprolin N N
Threonin 82
Serin 95
Glutaminsäure 89
Prolin 63
Glycin 97
Alanin 82
Valin 55
Methionin NA
Cystathionin NN
Isoleucin 36
Leucin 81
Tyrosin 56
Phenylalanin 45
/?-Alanin NN
Lysin 31
Histidin 17
Arginin 32
Tryptophan 40

1032

NN = nicht nachweisbar
NA = nicht auswertbar, da Peak überlagert.
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Bei Zugrundelegung einer relativen Molekülmasse 
M t von 115 pro Aminosäurerest ergibt sich bei 1032 
Aminosäuren für den Proteinanteil des Enzyms ein 
Mt von ca. 120000. Bei einer relativen Gesamtmo- 
lekülmase von 240 000 für das intakte Enzym (4 x 
60000) beträgt der Proteinanteil somit etwa 50%; 
der Rest entfällt auf gebundene Polysaccharide.

Weitere Untersuchungen zur Substratspezifität der 
Chlorogensäure-Hydrolase ergaben, daß neben der 
Chlorogensäure in geringerem Umfange 3.5-Di-O- 
Caffeylchinasäure (ein Teil der „Iso“-Chlorogen- 
säure) sowie Zimtsäureäthylester gespalten werden 
(Tab. II).

Demnach ist — wie auch von anderen Esterasen 
bekannt — der Alkoholteil des Esters für die Enzym- 
spezifität weniger entscheidend als der Säurerest. 
Die -  wenn auch geringere -  Spaltbarkeit des 
Zimtsäureesters zeigt, daß für die Spezifität der 
Chlorogensäure-Hydrolase die 3.4-Dihydroxy-Grup- 
pierung der Kaffeesäure nicht unbedingt erforder­
lich ist. Da Substrate wie M andelsäureester oder 
Hydroxy-Mandelsäureester nicht hydrolysiert wer­
den, ist für das Erkennen durch das Enzym eine zur 
Esterbindung benachbarte C=C-Doppelbindung im 
Substrat erforderlich.

Damit unterscheidet sich die Chlorogensäure-Hy­
drolase (EC 3.1.1.x) deutlich von anderen Esterasen 
wie Tannase (EC 3.1.1.20) [12, 13], Orsellinat-Dep- 
sid-Hydrolase (EC 3.1.1.40) [14], Acetylesterase (EC 
3.1.1.16) [15, 16] und Carboxyl esterasen (EC 3.1.1.1) 
[17].

Tab. II. Untersuchungen zur Substratspezifität der Chloro­
gensäure-Hydrolase (EC 3.1.1.x), Tannase (EC 3.1.1.20) 
und Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) aus Schweineleber

Substrat Chlorogen-
säure-
Hydrolase

Tannase Schweine-
leber-
Esterase

Aesculetin _ _ _
Buttersäuremethyl-
ester

— — ++++

Buttersäureäthyl-
ester

— — ++++

Buttersäure-naphthyl- 
1-ester

— — ++

Chlorogensäure +++ - -
„iso-Chlorogensäure“ + - -
Ellagsäure - - -
Essigsäure-glycerin-
triester

— — ++++

Essigsäure-naphthyl- 
1-ester

— — +++

Essigsäure-naphthyl-
2-ester

— — (+)

Evemsäure - - -
Gallussäuremethylester - +++ -
(-l-)-Lichesterinsäure — - -
(-)-Lichesterinsäure - - -
Mandelsäureäthylester - - ++++
/>-OH-Mandelsäure-
äthylester

— (+)

Scopoletin - - -
Sonnenblumenöl - - -
Tannin - ++++ -
Umbelliferon - - -
Zimtsäureäthylester + - ++++
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