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Uber Adsorption von Elastase
an synthetischem Natrivmaluminiumsilikat

Baro und Bawncal! haben im Jahre 1949 ein neues
Enzym aus Rinderbauchspeicheldriisen bekannt ge-
macht, das zu Abbau und Auflésung des spezifischen
Eiweisses der elastischen Fasern aus der Aortawand
fahig ist?. Die Verfasser haben die Extraktion und par-
tielle Reinigung der neuen Pankreasprotease beschrie-
ben und das Enzym «Elastase» benannt? Im Jahre 1952
gelang es BaNga, ein kristallisiertes Enzymprédparat
durch Verwendung der klassischen Aussalzungsmethode
darzustellen®. Die nach Bangas Verfahren hergestellte
Elastase diente als brauchbares Ausgangsmaterial® fir
viele Versuche. Das kristallisierte Enzym besass aber
neben seinen Vorteilen auch nachteilige Eigenschaften,
Die Ausbeute des kristallinischen Produktes war beson-
ders ungiinstig: es erreichte kaum 3-49%, der Enzym-
aktivitit des Ausgangsmaterials.

In unseren Versuchen zur Reinigung und Isolierung
von Elastase wurde die Asorption des Enzyms an ver-
schiedenen Adsorptionsmitteln untersucht. Es wurde
beobachtet, dass die Elastase sich aus schwach sauer
wissriger Losung an gewisse Adsorptionsmittel, zum
Beispiel an aktivierte Kohle oder verschiedene Zeolithe
gut adsorbiert, in nur geringem Grade aber an Bentonit
und saure Kunstharz-Austauscher. Im folgenden wird
die Adsorption des Enzyms an synthetischem Zeolith
beschrieben.

100 g durch Azeton entfettetes und getrocknetes
Pankreaspulver (Pankreatin Richter, Budapest) wurde
in zwei Stufen mit insgesamt 2 Liter einer 0,1 M Azetat-
pufferlosung von pH 47 extrahiert. Die Extraktion
wurde bei Raumtemperatar nach Befeuchtung und Zer-
reibung des Organpulvers unter 1-2stiindigem Riihren
durchgefithrt. Nach Abzentrifugieren der unléslichen
Organreste wurden die Extrakte vereinigt und durch ein
hartes Faltenfilter filtriert. Die wasserklare, hellgelb-
liche Enzymldsung wurde nun mit einer Geschwindigkeit
von 8 bis 10 cm®/min durch eine Sidule aus syntheti-
schem Natriumalumininmsilikat filtriert. Die Kolonne
hatte einen Durchmesser von 50 mm, eine Hohe von
50 bis 60 cm und enthielt etwa 300 g Decalso (Permutit
Co., London), das vorher mit einer 3 A/ Ammoniak-
lssung aktiviert worden war, Das iiberschiissige Am-
moniak wurde vor Beginn der Adsorption durch 0,01 M
Salzsdure entfernt und die Kolonne mit destilliertem
Wasser gewaschen. In der durch die Kolonne filtrierten
Enzymlbsung ist nur noch eine geringe Enzymaktivitit
nachweisbar. Die Adsorption hat einen Wirkungsgrad
von 85-95%, Die Kolonne wurde nach Beendigung des
Adsorptionsprozesses mit einer 0,2 M Azetatpuffer-
losung von pH 4-7 und mit destilliertem Wasser ge-
waschen.

‘Wir versuchten die Elution des Enzyms mit ver-
schiedenen Losungsmitteln und bei verschiedenen pH-
Werten. Die Abbildung zeigt den Zusammenhang zwi-
schen den pH-Werten des Elutionsmittels und der
Aktivitdt der eluierten Elastase. Daraus geht klar her-
vor, dass die bei alkalischer Reaktion durchgefiihrte
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Elution zu ungiinstigen Resultaten fihrt, indem die
Aktivitdt des Endproduktes betrichtlich abnimmt, ob-
wohl keine Denaturierung stattfindet. Unter den zur
Elution verwendeten Losungsmitteln erwies sich eine
40-45%, (V]V) wissrige Athyl- oder Methylalkohol-
l6sung, die 8-129, Ammoniumazetat enthiclt, als das
beste. Das Enzym wurde mit 600 cm? dieser alkoholi-
schen Salzlésung eluiert. Nacher wurde cs aus dieser
Lisung bei einer Temperatur von — 2 bis — 6°C durch
Zusatz des dreifachen Volumens absoluten Athylalko-
hols ausgefdllt. Der Niederschlag sedimentierte in eini-
gen Stunden. Nach Absaugen der klaren Losung wurde
der Niederschlag im Kihlraum abzentrifugiert, danach
in einer 0,01 M Azetatpufferlgsung von pH 5.0 geldst
und das Enzym im gefrorenen Zustande getrocknet.
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Die durch die beschriebene Methode hergestellten
Elastasepriparate enthielten 40-70 E.E. (Elastasc-Ein-
heiten) pro mg. Sie iibertreffen die Aktivitdt des kristal-
linischen Enzympriparates. Die Ausbeute des Adsorp-
tionsverfahrens betridgt 30-509%,, ist also besser als bei
den in der Literatur vertffentlichten Verfahren. Papier-
elektrophoretisch ist das Enzympriparat nicht homo-
gen. Dies steht in Ubereinstimmung mit den fritheren
Angaben von Haris, Wir haben beobachtet, dass die
Léslichkeit der einzelnen Komponenten, wie zum Bei-
spicl jene der Elastomucoproteinase’, unter bestimmten
Umstdnden verschieden ist. Auf dieser Basis ist ihre
Isolierung im Gange.

Ausfiihrliche Angaben werden in Acta physiol. hung.
erscheinen.
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Summary

We have described an adsorption method for the iso-
lation of elastase. With this method, the yield of the
enzyme is better and the purity is greater than with the
methods deseribed previously.
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