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On the Different iat ion and  Classification of Proteins by  Eleetrophoresis 

I I .  Thin-Layer-Isoeleetr ie  Focussing of Proteins  from Different Grape-Varieties 

Summary. By means of thin-layer-isoelectrie focussing (DIEF) the heterogeneity of proteins 
in grapes is demonstrated. Up to 25 different components were detected whereby at least 4 
components definitely could be identified as common to all varieties investigated. - -  By enzyme 
determination (esterases and phenolases) the multiplicity of enzymes and isoenzymes present in 
grapes is also demonstrated. This, up to 7 activity-zones in the range of pI-I 7--9 in esterases 
and 5--8 activity zones in phenolases at pI-I 4 - 6  were detected. 

Zusammen[assung. Mit der diinnschicht-isoelektrischen Fokussierung (DIEF) wird die Hetero- 
genit~t der Proteine in Weintrauben aufgezeigt. Es konnten dabei bis zu 25 versehiedene Kompo- 
nenten nachgewiesen werden, wobei mindestens 4 eindeutig als allen untersuehten Sorten ge- 
meinsame Komponenten identifiziert wurden. - -  Anhand yon Enzymnaehweisen (Esterasen und 
Phenolasen) wird die Mannigfaltigkeit der in der Traube vorkommenden Enzyme und Isoenzyme 
demonstriert. So treten bei den Esterasenaehweisen bis zu 7 Aktivitgtszonen im pH 7--9 Bereich 
und bei den Phenolasen 5--8 Aktivitgtszonen im Bereich yon pit  4--6 auf. 

Einleitung 
Ffir die Proteine u n d  Enzyme  der Rebe, spezie]l der Tranbenbeeren,  des Trauben-  

mostes und  des Weines besteht  ein erhebliches Interesse.  Eine genauere K e n n t n i s  
der Proteine der Beeren er laubt  u. U. eine Sortendifferenzierung; die Proteine des 
Weines sind in  gewissen Jahrg/ ingen nur  schwer und  oft un te r  nachteiliger Ver/£nde- 
rung durch Stabil is ierungsmal3nahmen zu entfernen,  u m  Tr / ibungen  zu verhindern.  
Die Enzyme  spielen vor  a]lem w/~hrend der Maischeprozesse eine positive wie negat ive 
Ro]le. 

Wir  verfolgten zun/ichst das Ziel, mi t  geeigneten elektrophoretisehen Methoden 
eine Bes tandsaufnahme der Traubenpro te ine  vorzunehmen,  u m  aneh deren Sorten- 
spezifit/~t zu pri ifen;  sodann einen ersten Einbl iek  in  die Verte i lnngsmuster  gewisser 
Enzyme  u n d  Isoenzyme zu bekommen.  Naehfolgend werden die Ergebnisse un te r  
Anwendung  der d/innschicht-isoelektrischen Fokussierung besehrieben. 

Material und Methoden 
Zur Untersuehung gelangten zehn verschiedene Weintraubensorten aus dem Anbaugebiet 

Siidpfalz: Silvaner, Miiller-Thurgau, l~ulgnder, Morio-Muskat, F~rber und die Neuziichtungen 
Kerner, Nobling, I-Iuxel, Optima und Bacchus. Die vollreifen Trauben wurden innerhalb 2 Tagen 
nach der Ernte mit Aceton zu Troekenpulver verarbeitet. 

1. Herstellung eines Acetontrockenpulvers 
200 g Traubenbeeren (nur gesunde Beeren) entkernen und in 500 ml Aceton yon --30 ° C ein- 

bringen. Temperatur dabei dureh Zugabe yon Trockeneis oder flfissigem Stickstoff stets unter 
--20 ° C hMten. Die Trauben in dem Aceton 1 Std bei --25 ° C (Kfihltruhe) aufbewahren und dann 
homogenisieren, wobei die Temperatur nicht fiber --20 ° C steigen soll. Das I{omogenat in einen 

* Anszug aus der Diss. W. Mfiller, TU-Miinchen 1973. Die Arbeiten wurden yore Bundes- 
ministerium ffir Ernghrung, Landwirtschaft und Forsten gefSrdert. 

** I-Ierrn Professor H. Ludwig Aeker zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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2-1-Erlenmeyerkotben fiberspfilen und fiber Naeht bei - -25  ° C in der Kfihltruhe belassen. Danach 
auf einem Bfichner-Trichter absaugen, zweimal mit Aceton-Wasser (4 + 1) yon - -25  ° C nach- 
spfilen, dreimal mit reinem Aceton yon - -25  ° C und leicht trocken saugen. Das Pulver 3--5 Std 
im V~kuum trocknen (bis kein Acetongeruch mehr wahrnehmbar ist), wiegen und bei - -20  ° C 
auibewahren. 

2. Extraktion des Acetontrockenpulvers 

Eine i00 g Trauben entsprechende Menge des Acetontrockenpulvers mit 50 ml 0,1 m-Phos- 
phatpuffer p g  7,4 bei ca. 2°C unter Zusatz yon 10°/0 Glycerin, 0,5O/o Natriumcoffeinbenzo~t 
und 0,5O/o Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) 2 rain homogenisieren (Ultra Turrax), anschlieBend 
2 Std stehenlassen und bei 30000 g in der Kfihlzentrifuge bei 2 ° C zentrifugieren. Den (Tberstand 
durch Ultrafiltration im Kfihlraum unter Verwendung eines Membranfilters S~[ 12136 (Sartorius- 
Werke, GSttingen), der eine AusschluBgrenze ffir Molekfile mit einem MG yon 10000 aufweist, 
auf ca. 2 ml einengen. Die Zeitdauer der Ultrafiltration kann dureh stetiges Schfitteln mit Hilfe 
einer geeigneten Schfittelapparatur wesentlich verkfirzt werden (Fritsch, Pulverisette). 

3. Di~nnschicht-isoelel~trische Fokussierung 

Die Methode wurde im Prinzip ausffihrlich beschrieben [1, 2]. Beschichtung: Sephadex G 75 
in l°/0iger Ampholytl5sung pH 3--10, auf Glasplatten 20 × 20 cm; Schichtdieke 0,75 ram. - -  
Elektrophoresebedingungen: 4 Std bei 300 V, anschliel]end 1--2 Std bei 500 V; Ger~t der Fa. 
Desaga, Heidelberg. - -  Troeknen des Papierab!~latsches: 15 rain bei 110 ° C. - -  Auswaschen der 
Ampholyte: 10°/0ige TrichloressigsSure (TCA)-L5sung. - -  Fi~rbel5sung: 0,50/0 Coomassie Blue 
G 250 (Serva, Heidelberg) in H~O/Methanol/Eisessig (6 + 3 + 1). - -  Entf~rbel6sung: H20/Me- 
thanol :Eisessig (6 + 3 + 1). - -  Die Proteinkonzentration der einzelnen Proben wird spektral- 
photometrisch bei den Wellenl~ngen 280 und 260 nm bestimmt und nach Kalckar [3] mittels der 
Formel 1,45 × OD~s0 - -  0,74 × 0D260 = m g  Protein/ml errechnet (OD = opt. D i c h t e -  Ex- 
tinktion). Das Probenauftragsvolumen richtet sich nach der Proteinkonzentration. Bei einer 
Schichtdicke yon 0,75 mm und einer Auftragsbreite yon 18 mm (Deckglasmethode) liegt die 
gfinstigste Menge bei den Traubenproteinen zwischen 4- -8  mg Protein insgesamt. Bei einem Auf- 
tragsvolumen fiber 40 ~l empfiehlt es sich, die Proben im Abstand yon ca. 5--10 mm hinterein- 
ander (in sp~terer Laufrichtung gesehen) aufzutragen. Dieses Verfahren kommt meist dann zur 
Anwendung, wenn eine weitere Konzentrierung der Proteine mit einer starken Viscositgtszu- 
nahme verbunden ist, wie es hgufig bei verschiedenen Traubensorten vorkommt. Die densito- 
metrische Auswertung erfolgte mit dem Vitatron-Universaldensitometer TLD 100 (Vitatron 
GmbH, Forsb~ch) in der Reflektion. 

4. Enzymnachweise 

Nachweis der Esterasen [4, 5] : Einen 20 × 20 cm grol3en Bogen Filtrierpapier (Schleicher und 
Schfill 2043 bmgl oder Whatman Nr. 3) mit 0,3 m-Phosphatpuffer (KH~POa - -  Na2HP04) 
pI-I 7,2 impr~gnieren. Kurz vor Beendigung der DIEF,  d. h. kurz vor dem Papierabklatsch, das 
gepufferte Papier nochma]s mit folgender LSsung trgnken: 300 mg Fast  Blue (Serva, Heidelberg) 
in 10 ml H20, gemischt mit 40 mg fl-Naphthylacetat in 90 ml Methanol (muB stets frisch herge- 
stellt werden). 

Das Papier bei Zimmertemperatur trocknen und nach beendigter Fokussierung yore Platten- 
ende her fiber die Gelschicht abrollen. Nach einer Kontaktzei~ yon 5--10 rain erscheinen violette 
Banden. Den Abklatsch trocknen (bei scbmalen Banden bei Raumtemperatur,  bei breiteren 
rasch bei 110 ° C). 

Nachweis der Phenolasen [5] : Einen 20 × 20 cm groBen Bogen Filtrierpapier (S. u. S. 2043 bmgl 
oder Whatman Nr. 3) mit  entlfiftetem 0,02 m-Phosphatpuffer pH 7,2--7,4, der folgende Sub- 
stanzen enth~lt, kurz vor dem Abklatsch impr~gnieren und kurz antrocknen: 0,0015 m-Kaffee- 
s~ure, 0,01 m-Brenzkatechin, 0,0015 m-DOPA, 0,01 m-Pyrogallol, 0,0015 m-Tyrosin. 

~ach  einer Kontaktzeit  yon 5 10 min das Papier bei l%aumtemperatur trocknen. ~ach  ca. 
20 rain wird gewShnlich das Maximum der Farbintensit~t erreicht. Zur Vermeidung evtl. auf- 
tretender Bandenverbreiterung durch weiterlaufende Enzymtgtigkeit  den Abklatsch ffir kurze 
Zeit in den Trockenschrank bei 110 ° C legen. 

Ergebnisse 
Die D I E F  der  T r a u b e n p r o t e i n e  i m  p H  3 - 1 0  G r a d i e n t e n  wi rd  in  Abb .  1 u n d  2 

wiede rgegeben .  Die  T r a u b e n p r o t e i n e  w u r d e n  d a b e i  in  d u r c h s c h n i t t l i c h  9 - 1 2  H a u p t -  
k o m p o n e n t e n  g e t r e n n t .  A u s n a h m e n  b i lden  Kerner m i t  n u t  7 u n d  Morio m i t  14 
deu t l i ch  e r k e n n b a r e n  Zonen .  Das  A u f t r a g s v o l u m e n  b e t r u g  je  n a c h  P r o t e i n g e h a l t  
6 0 - 1 2 0  [xl u n d  die F o k u s s i e r u n g s d a u e r  51/2 Std .  Die  A u s b i l d u n g  des p H - G r a d i e n t e n  
f iber  die ganze  P l a t t e n b r e i t e  h i n w e g  is t  n i c h t  gleichmi~Big u n d  h i ing t  in  g e r i n g e m  
U m f a n g  sowohl  y o n  der  P r o t e i n k o n z e n t r a t i o n  als auch  insbesondere  y o n  den  Begle i t -  
s to f fen  in  de r  P r o b e  ab.  D a r a u f  wies a u c h  W e n n  [6] hin.  
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Je reiner die Proteinl6sung war, desto mehr wurde der ptI-Gradient in der N/the 
der Startzone zur kathodisehen SeRe versehoben (vg]. Abb. 1 und 2). Obgleieh dies 
nur wenige Millimeter ausmaehte, muBte diese Abweiehung bei weiteren Betraehtun- 
gen beriieksiehtigt werden. Im neutralen und alkalisehen Bereieh hat sieh der 
Gradient wieder ausgegliehen und ist fiber die gesamte Plattenbreite gleiehm/tgig aus- 
gebildet. Aus diesen Grfinden wird bei der densitometrisehen Auswertung des Papier- 
abklatsehes die Bandenversehiebung in der Weise korrigiert, dab als Bezugspunkt 

Abb. l. Diinnsehieht-isoelektrisehe Fokussierung in pH 3--10 Tr~gerampholyten. Von ]inks naeh 
rechts: Ruldinder, Nobling, Morio, Kerner, Bacchus. Auftragsmenge: 6~120  ~1. Anode unLen, 

Kathode oben 

Abb. 2. Diinnschicht-isoelek~rische Fokussierung in pH 3--10 Trgger~mpholyten. Von links nach 
rechts: Silvaner, Optima, Mi~ller-Thurgau, Huxel, Fdirber. AuRragsmenge: 60 120 ~l. Anode 

nnten, Kathode oben 

ft~r die einzelnen Komponenten nicht die Startlinie, sondern die, allen Sorten ge- 
meinsame, in Abb. 1 und 2 mit einem Pfeil gekennzeichnete Bande gilt. Bei n/therer 
Betrachtung der direkten photographischen Wiedergabe der beiden Pherogramme 
f~tllt auf, dab auch die Laufstreeken geringftigigen Sehwankungen unterworfen sind, 
vor allem zwischen zwei verschiedenen Platten und L/tufen. Um aueh diesen kleinen 

5iIvaner Optima 

[hi Ifi I l i l H I  I II fmi il i I filll I IJ 
Abb. 3 Abb. 

~ c c h u s  

1tl Ill I J|lJllJ I I1  
Abb. 5 

Abb. 3--12. Densitogramme der Proteinverteilungsmuster verschiedener Tr~ubensorten naeh der 
DIEF; darun~er die zugeh6rigen Pherogramme. Anode reehts, Kathode links 
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Misller -lhurgau 

f111 I11 I J l 
Abb. 6 

Ru[~inder 

I I  ~ I I  I I 1 1  I I I~l I I I l l l l m L I I I l [  
Abb. 7 Abb. 8 

Fehler auszugleiehen, wurden die Proteinmuster auf eine einheitliehe Laufstreeke 
yon 13 em umgezeiehnet (Abb. 3-13), wobei als Bezugspunkt die zwei kurz aufein- 
anderfolgenden, bei allen yon uns untersuehten Rebsorten im alkalisehen Bereich 
zwisehen pit  9,5-10 anfgetretenen Banden dienten. Die entspreehenden Fokus- 
sierungsmuster der einzelnen Weintrauben werden unter den dazugehSrigen Densito- 
grammen in den Abb. 3-12 gezeigt. 

~ A j  

~il I I I 11111 
Abb. 9 

Nobling 

J L 
I I I  I I I  I I Ill I I 

Abb. ll  

l~l IIII I I I I  
Abb. 10 

Ill 

In einer Gegenfiberstellung werden alle Pherogramme in Abb. 13 dargestellt. 
Samtliche yon uns untersuehten Traubensorten weisen mindestens vier allen ge- 

meinsame Komponenten auf. Zwei sehr stark ausgepr/~gte im sauren Bereieh zwischen 
pH 4-5  und zwei deutliehen Banden im ~lkalisehen bei pH 9-10. In den fibrigen 
Bereichen zeigen sieh recht deutliehe Untersehiede. AuBerst ghnliche Fokussierungs- 
muster erscheinen bei den Sorten Optima und Bacchus, die mindestens acht eindeutig 
gleiche Komponenten besitzen und sieh beide nur wenig von den Proteinen der Sorte 
Silvaner unterseheiden (ebenfalls je aeht gemeinsame B~nden). Eine gewisse Ahn- 
liehkeit mit den vorher genannten Sorten zeigt noeh Nobling. Auffallend ist das 
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Father 

IH II N l l n l  II 
Abb. 12 

vSllige Fehlen yon Banden im Bereich von pH 7 - 9  bei Kerner und die sehr starke 
Doppelbande bei Fiirber im Bereich yon pH 7 -8 ,  die besonders eharakteristisch ffir 
F~irber ist und sonst nirgends auftritt. Diese Charakteristik kommt in Abb. 2 noeh 
wesentlich besser zum Ausdruek. 

10,0 £0 7,5 6,0 50 3.5 pH 

. . . . .  ' i i1 ' !  i i l i l  i mi 
o~,mo I#H Ill ! I Illil I Hi 

~o~hus [ ~! lib ! Illllll I] i il 

MUller-Thurgau FIlH m H H I ~ ! I J 

Ru,dnder L I~I I I I I I I I l 

~or,o L~m I I I II I Hrlll I m I I I 

~×~, Mill R ! I IlJl! I I I  

.o~lio~ L[tl II1[ | II | I I U l 

Kerner E~l I m t l l  I I 

Farber I-~1 II ~ l  ~ 1  l i  HI 
@ @ 

Abb. 13. Pro~einverteilungsmuster von zehn versohiedenen l~ebsorten nach der DIEF. Kathode 
links, Anode rechts. Oben" Ungefahrer Verlauf des pH-Gradienten 

Bei Ruliinder sind auffallend die sieben sehr starken Banden, die fiber den gesam- 
ten pH-Bereich ziemlich gleichm£I~ig verteilt sind. Es fehlt hier abet wie bei Mi~ller- 
Thurgau und Kerner eine saure Komponente bei einem loll yon ca. 3,5, die der ersten 
Hauptbande, die allen Soften gemeinsam ist und nut bei Fiirber in zwei Komponenten 
aufgesloalten wird, vorgel~gert ist. Ein vo]lkommenes Feh]en mu6 abet ausgesehlossen 
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werden, da bei erhShter Auftragsmenge aueh bei diesen letztgenannten Sorten eine 
sehwache Zone erseheint. Die grSl3te Auftrennung wurde bei Morio mit 14 deutlich 
sichtbaren Zonen erreieht, die geringste mit nur 7 bei Kerner. 

Zymogramme 
Esterasen 
Der INaehweis der Esterasen mit fi-Naphthylaeetat und Fast Blue in Abb. 14 

und 15 zeigt, dal~ auBer bei der Fiirbertranbe, die keine Esterase aufweist, wie aueh 
G6rg [7] festgestellt hat, bei allen Trauben mindestens 2 starke Enzymbanden er- 
seheinen. Die meisten Isoenzyme enthalten Morio und Bacchus. Danach folgen 
Optima, Silvaner und Nobling. Nur mehr zwei ausgepr~gte Enzymzonen sind bei 

m m m m 

~ I - - ]  

Start 

Mor io  Bacchus Kerner Nobiing Ru[onder Optirr~ Msl[er Thurgau Silvaner Farber Huxe[ 

Abb. 14 Abb. 15 

Abb. 14. Esterasezymogramm nach diinnschicht-isoelektrischer Fokussierung in pH 3--10 
Tr~ger~mpholyten. Nachweis mit fl-Naphthylacetat. Auftragsmenge: 40--80 ~1. Anode unten, 

Kathode oben 

Abb. 15. Esterasezymogramm naeh dfirmsehieht-isoelektriseher Fokussierung in pFI 3--10 
Tri~gerampholyten. Naehweis mit fi-Naphthylaeetat. Auftragsmenge: 40--80 ~zl. Anode unten, 

Kathode oben 

Miiller-Thurgau, Huxel und Kerner zu sehen. Interessant ist, da6 die Esterasen nut 
im Bereieh yon pH 7 - 9  auftreten, w~Lhrend sieh die Phenolasen, wie unten beschrie. 
ben, im Bereich von pH 4 - 6  fokussieren. Trotz der gravierenden Untersehiede 
beztiglieh der Zymogramme darf man keine sortenspezifisehen Unterscheidungs- 
merkmale ableiten, da das Enzymmuster u. a. yore Reifestadium und den physio- 
logisehen Bedingungen w&hrend der Reifung, sowie vom Jahrgang abh~ngig sein 
kann. 

I 

IIII 

............... ~ m 
m 
~ / / / / / / f / / / / / / / j ~  / 

m . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Opt ima M L~Iler-Th urgau Si lvaner Fdrber  H u x e l  

Abb. 16. Phenolasezymogramm nach diinnschicht-isoelektriseher Fokussierung in pH 3--10 
Tr~gera.mpholyten. Nachweis mit Substratgemiseh versehiedener Phenole. Auftragsmenge: 

40--80 V1. Anode unten, I<athode oben 
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Phenolasen 
Der Naehweis mit  einem Substratgemiseh versehiedener Phenole zeigt bei den 

untersuehten Sorten eine Vielzahl an Isoenzymen, die alle im Bereieh yon p i t  4 - 6  
liegen (Abb. ]6). Die am st/~rksten ausgepr£gten Enzymmuster  weisen Optima und 
Fbirber auf, die beide 6 ausgepr~gte Aktivit/~tszonen zeigen. Die anderen Sorten 
lassen immerhin noch bis zu 5 Banden erkennen. Um Sortenspezifit£t abzuleiten, 
mfiBten die Enzymmuster  fiber das ganze l%eifestadium der Weintrauben untersucht 
werden, um ev~l. ]4nderungen mi~ zu erfassen. 

Diskussion 

Bei der Bestandsaufnahme frueh~eigener Proteine und Enzyme ist die Erhaltung 
des ursprfingliehen, nativen Zustandes yon grSBter Bedeutung. Die Proteinextraktion 
mit  Pufferl5sung, die yon uns bei der Untersuchung yon Gerste und Malz [2, 8] an- 
gewandt wurde, ist bier aus verschiedenen Grfinden nieht brauehbar. Der t taupt-  
grund hierffir liegt in erster Linie an der geringen Proteinkonzentration im Verh~ltnis zu 
den fibrigen Inhaltsstoffen [9], die eine Konzentrierung der Proteine ersehweren. Bei 
der ZerstSrung des Ze]lverbandes werden aul~erdem Substanzen frei, die mit  dem Protein 
in Reaktion treten und so zum Tell das Protein der weiteren Analytik entziehen. So 
weisen Jones [10] und Loomis [11] darauf hin, dal~ Gerbstoffe, insbesondere Poly- 
phenole und Tannine, die in fast allen Frfiehten vorkommen, teils reversible (Poly- 
phenole) und irreversible (Tannine) Verbindungen eingehen und hiermit das ur- 
sprfingliche Protein- bzw. Enzymmuster  ver~ndern. Um diese unkontrollierbaren 
Reaktionen zu umgehen, wird vielfaeh bei der Aufarbeitung yon Frfiehten die Her- 
stellung eines Aeetontroekenpulvers [12, 13] bevorzugt. Hier wird durch totalen 
Wasserentzug jede Enzymakt ivi t~t  dureh endogene Enzyme gestoppt und gleich- 
zeitig der grSi~te Tell der Begleitstoffe, wie phenolisehe Verbindungen, Farbstoffe, 
Zueker und organische S~uren [14] entfernt. Das Pulver ist mehrere Woehen im Ge- 
Iriersehrank lagerbar, ohne dal~ Veri~nderungen im Proteinmuster auftreten. 

Auf die Aktualit/it des Problems der Traubenproteine im Verlauf der Weinher- 
stellung weisen versehiedene VerSffentlichungen [15-28]  bin, die sieh mit den bei 
der Traubensaftgewinnung in LSsung gehenden Proteinbestandteilen besch~ftigen. Die- 
se Proteine sind teilweise mal3geblich an den Proteintrfibungen, die nach Werner u. 
Ha r tmann  [29] besonders in best immten Jahrg/~ngen wie 1947 und 1959 zu einem 
eehten Problem geffihrt haben, da trotz Kurzzeiterhitzung und Bentonitbehandlung 
diese Erseheinung oft nicht verhindert werden konnte, beteiligt. Diemair u. Mitarb. 
[20] best immten die isoelektrischen Punkte der Traubensaftproteine versehiedener 
Rebsorten mittels der Elektrophorese auf gepuffertem Papier, fanden dabei iso- 
elektrisehe Punkte zwischen p H  3,3 und 3,7 und vermuteten die Entstehung der 
Proteinausf£ilung in dem zuf~lligen Zusammentreffen des I P  mit  dem pH-Wer t  des 
Weines, da sie bei dieser Technik nur eine Proteinfraktion erhielten. Die yon Radola 
[28] mit  der I E F  im Diehtegradienten und auf der Dfinnsehiehtplatte gefundene 
Verteilung der Proteinkomponenten des Traubensaftes fiber den Bereich yon p i t  3 - 6  
und die von uns bei der Fokussierung der nativen Traubenproteine erhaltene Ver- 
teilung zwischen p i t  3 - 1 0  widerspricht dieser Theorie, die auf ein unvollkommenes 
Analysenverfahren zurfiekzuffihren ist. Eine gewisse Ubereinstimmung bezfig]ich des 
I P  seheint zu bestehen, da bei unseren Untersuchungen die weitaus st/~rkste Fraktion 
im pH-Bereieh zwischen 3,5 und 4,0 gefunden wurde. Die stark sauren Protein- 
komponenten wurden sehon yon Savage [30] bei Biertrfibungen als Hauptbeteiligte 
verantwortlich gemacht, so daI~ eine Parallele zu den Weintrfibungen durchaus nieht 
yon der Hand  zu weisen ist. Der bei der Traubensaftgewinnung zwangsl/iufig an- 
fa]]ende Trub wurde yon uns [31] nach der Extrakt ion mit  versehiedenen LSsungs- 
mitteln auf seine Proteinbestandteile untersueht und eine Verteilung des Protein- 
musters vor allem im Bereich yon p i t  4 - 6  gefunden, was im Einklang mit  den 
Ergebnissen der I E F  der Traubensaftproteine steht. 
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Die Differenzierung des 16sliehen Traubenproteins mittels Papierelektrophorese 
[15-18] deutete bereits seine geterogenit/R an und die Abh/~ngigkeit der erhaltenen 
Fraktionen von der Rebsorte [17]. Diemair u. Mitarb. [23] untersuchten verschiedene 
Rebsorten aus verschiedenen Jahrg/~ngen mit der Hochspannungselektrophorese in 
Stgrkegel und finden trotz grol~er Untersehiede im N-Gehalt keine Jmderung der 
einzelnen Fraktionen im Verh/tltnis zueinander. Diese Sortenspezifitgt wird dureh die 
Anwendnng der Disk-Elektrophorese in Polyacrylamidgelen bei Tranbensaft [25-  
28], Traubenbeeren [7] und Blattproteinen der Rebe [32 34] bestgtigt und yon uns 
dureh die vorliegende Arbeit erhgrtet. 

W~hrend bei der Auftrennung des Traubensaftproteins mit der DE 10-15  
Komponenten gefunden wurden, konnten wit mit der D I E F  des nativen Trauben- 
proteins bis zu 25 Komponenten eindeutig naehweisen, die sich fiber den gesamten 
Bereieh yon pH 3 10 erstreekten. Dieser Befund stimmt mit den zur gleichen Zeit 
durchgeftihrten Untersuchungen yon G6rg [7] fiberein, die ebenfalls eine Protein- 
verteilung fiber den gesamten Bereieh yon pH 3 - l 0  bei der I E F  im PAA-Gel land 
und dabei bis zu 50 Komponenten naehwies. Diese hohe Anfl6sung konnte mit der 
D I E F  nieht erreicht werden. Hier wurden zur Auswertung nnr die Hauptbanden 
herangezogen, da nach Clements [13] die sehwachen Banden (Disk-Elektrophorese) 
nut sehlecht reproduzierbar sind. Ein direkter Vergleich der letztgenannten, beiden 
Methoden ist nur unter gewissen Einschrgnkungen anzustellen, da die D I E F  eine 
wesentlich hShere Proteinkonzentration verlangt als die ~EF in PAA-Gelen und die 
aus dem Acetontrockenpnlver gewonnene Proteinl6sung deshalb durch Ultrafiltration 
eingeengt wurde. Eine Rfickverdfinnung der bei der D I E F  verwendeten Proben mit 
Phosphatpuffer und anschliel3ender I E F  in PAA-Gelen gab aus noch n~her zu unter- 
suehenden Grfinden keine befriedigenden Ergebnisse. Gewisse [)bereinstimmnng 
konnte vor allem bei den sauren Komponenten erzielt werden. Auf die Erarbeitung 
weiterer Ubereinstimmungen wurde wegen der sehr unterschiedlichen Bandenzahlen 
verzichtet. 

Aul?erst ghnliche Verteilungsmuster bei der D I E F  der Traubenproteine zeigen die 
Neuzfiehtungen OFti)na und Bacchus, die yon den gleiehen Kreuznngseltern (SiI- 
vaner × Riesling × Miil ler-Thurgau) abstammen. Aueh die VerwandtschaR mit 
Silvaner ist bier deutlieh zu erkennen. Ganz versehiedene Fokussierungsmuster sind 
bei Ruliinder, Morio, Kerner nnd t~iirber zu sehen. Anf die M6gliehkeit einer ein- 
deutigen nnd aussagekrgftigen Sortendifferenzierung anhand der Proteinverteilung 
in der Weintraube durch umfangreiche Untersuchungen fiber mehrere Jahrggnge 
hinweg soll an dieser Stelle hingewiesen werden. 

Die Enzymnachweise erbraehten eine bisher nie gezeigte Heterogenitgt an Iso- 
enzymen bei den Esterasen und Phenolasen. Wghrend bei der DE der Esterasen 
durehsehnittlieh 2 - 3  Aktivit~ttsbanden auftraten, konnten bei der D I E F  bis zu 7 
Aktivitgtszonen gez~hlt werden. Die Phenolasen trennten sieh bei der DE in 1 - 3  
Komponenten, bei der D I E F  dagegen in 5 - 8 .  Interessant dabei ist die Beobachtung, 
dab die Enzymaktivitgt  der Esterasen nur zwisehen pt I  7 - 9  und die der Phenolasen 
zwischen pH 4 - 6  auftritt. 
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