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CHROMATOGRAPHISCHE UNTERSUCHUNGEN ZUR
ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON TRYPSIN

G. KRAMPITZ unp F. KNAPPEN
Dstivnat! fiin Anatonvie und’ Plysiologie dev Haustiere”, Universitit Bonn (Deutschland)

(Eingegangen den 30. Juni 1960)

Uber die Tremmung und Reinigung von Proteinen insbesondere von Enzymen mittels
chrommatographischer Methoden: ist bereits mehrfach berichtet worden-13,

Wir wverwemdetem zur chromatographischen Isolierung und Reinigung von
Trypsim ans: handelstiblichen Priparaten und Pancreasextrakten als stationire Phase
CAM-Pullver (Schleicher und Schiill), einen Kationenaustauscher auf Cellulosebasis.
Das CAN-FPulver wurde inm 0.2 N Na-Phosphatlésung, pH 6.814, aufgeschlimmt und
olme weitiere Worbehandlumg: in: die chromatographischen Kolonnen eingefiillt. Es
wmrdiem fiiir amallyrtische Untersuchungen Sdulen von 15 X 0.9 cm verwendet. Der
estte Tremmeffekt kommte mit der genannten Pufferldsung erreicht werden, nachdem
mitt amderem Elwierumgsmittelm mit pH-Werten zwischen pH 4.25 und g.00 keine
Adisorptiom emreicht werdem konmnte, die bei einer nachfolgenden Eluierung eine ge-
eigmete Tremmumg der einzelnen Komponenten gewihrleistet hitte. Die Durchfluss-
geschwimdlighkeit der Pufferlésungen ist auf 10 ml/h bemessen worden. Die Chromato-
graphie erfolgte bei Ranmtemperatur. Der Nachweis der getrennten Substanzen er-
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Fiig. 1. Chrmomategraphische Trennung von Trypsin an 15 X 0.9 cm CAM-Siulen im analytischen

MNasstalh. (@) @————@ Yerlauf der Elution von Trypsin (Merck), der mit “Trypsin’’ bezeichnete

Giipfiell emtiihieltt Trypsinalctivitdt; A —————A Chromatogramm von Pancreatin (Merck). Elutions-

miiittell: @2 N Na-Phosphatlésung pEl 6.8. Volumen der Eluatfraktionen: 2 ml. (b) Chromatogramm -

vom Urypsim (Merelk). Elutionsmittel: 0.2 N Na-Citratldsung, pH 4.25. Volumen der Eluat-
fraktionen: 2 ml.
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folgte mit Hilfe eines modifizierten Ninhydrin-Reagenzes'®. Die fiiir die amalytischem
Arbeiten verwendeten Mengen an Trypsin-Priparaten (ro mg Protein) sind im der
Pufferlésung pH 6.8 auf die S#dulen aufgetragen worden. i

Die Ergebnisse der Chromatographie won trypsinhaltigen Priparatem imm
analytischen Masstab sind in Fig. 1 dargestellt.

Zur Trennung und Reinigung von trypsinhaltigen Priparaten (Trypsin (Memndk),
Pancreatin (Merck) sowie Pancreatin (Schwab)) im préparativen Rakmen werwendetem
wir CAM-Siulen von 15 cm Linge und Durchmesser von 2 cm. Die Kolonmem simdl
ebenfalls mit dem Puffer pH 6.8 dquilibriert wonden. Die je Amnalyse anf die Sinlem
aufzutragenden Mengen sind auf 100-200 mg Protein bemessem wordem. Das ams
den Siulen austretende Eluat wurde in Portionen von 5 ml aufgefamgen ; ein aliquoter
Teil jeder Eluatfraktion ist nach der Ninhydrin-Methode amalysiert wordem. Nur
der in der Fig. 2 als “Trypsin’’ bezeichnete Gipfel besass Trypsim-Alktivitdt.
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Fig. 2. Chromatographische Reinigung von Trypsin an 135 X 2 cm CAM-Siulem. Nur der als
“Trypsin’’ bezeichnete Gipfel enthielt Trypsinaktivitit, Elutionsmittel: ©.2 N Na-Phosphat-
lésung pH 6.8. Volumen der Eluatfraktionen: 5 ml.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird eine Methode zur Chromatographie von Trypsin am Cellulose-Anstanscherm
(CAM) fiir analytische und préiparative Zwecke beschriebemn.
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SUMMARY

A method for the chromatography of trypsin on cellulose-exchamgers (CAM) for
analytical and preparative work is described.
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