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On the Differentiation and Classification of Proteins by Electrophoresis
II. Thin-Layer-Tsoelectric Focussing of Proteins from Different Grape-Varieties

Swmmary. By means of thin-layer-isoelectric 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 pH 7—9 in esterases
and 5—8 activity zones in phenolases at pH 4—6 were detected.

Zusammenfassung. Mit der diinnschicht-isoelektrischen Fokussierung (DIEF) wird die Hetero-
genitdt der Proteine in Weintrauben aufgezeigt. Es konnten dabei bis zu 25 verschiedene Kompo-
nenten nachgewiesen werden, wobei mindestens 4 eindeutig als allen untersuchten Sorten ge-
meinsame Komponenten identifiziert wurden. — Anhand von Enzymnachweisen (Esterasen und
Phenolasen) wird die Mannigfaltigkeit der in der Traube vorkommenden Enzyme und Isoenzyme
demonstriert. So treten bei den Esterasenachweisen bis zu 7 Aktivitdtszonen im pH 7—9 Bereich
und bei den Phenolasen 5—8 Aktivitéitszonen im Bereich von pH 4—6 auf.

Einleitung

Fiir die Proteine und Enzyme der Rebe, speziell der Traubenbeeren, des Trauben-
mostes und des Weines besteht ein erhebliches Interesse. Eine genauere Kenntnis
der Proteine der Beeren erlaubt u. U. eine Sortendifferenzierung; die Proteine des
Weines sind in gewissen Jahrgingen nur schwer und oft unter nachteiliger Verinde-
rung durch StabilisierungsmaBnahmen zu entfernen, um Tribungen zu verhindern.
Die Enzyme spielen vor allem wihrend der Maischeprozesse eine positive wie negative
Rolle.

Wir verfolgten zunichst das Ziel, mit geeigneten elektrophoretischen Methoden
eine Bestandsaufnahme der Traubenproteine vorzunehmen, um auch deren Sorten-
spezifitit zu priifen; sodann einen ersten Einblick in die Verteilungsmuster gewisser
Enzyme und Isoenzyme zu bekommen. Nachfolgend werden die Ergebnisse unter
Anwendung der diinnschicht-isoelektrischen Fokussierung beschrieben.

Material und Methoden

Zur Untersuchung gelangten zehn verschiedene Weintraubensorten aus dem Anbaugebiet
Siidpfalz: Silvaner, Miiller-Thurgau, Rulénder, Morio-Muskat, Férber und die Neuziichtungen
Kerner, Nobling, Huxel, Optima und Bacchus. Die vollreifen Trauben wurden innerhalb 2 Tagen
nach der Ernte mit Aceton zu Trockenpulver verarbeitet.

1. Herstellung etnes Acetontrockenpulvers

200 g Traubenbeeren (nur gesunde Beeren) entkernen und in 500 ml Aceton von —30° C ein-
bringen. Temperatur dabei durch Zugabe von Trockeneis oder fliissigem Stickstoff stets unter
—20° C halten. Die Trauben in dem Aceton 1 Std bei —25° C (Kihltruhe) aufbewahren und dann
homogenisieren, wobei die Temperatur nicht tiber —20° C steigen soll. Das Homogenat in einen
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2-1-Erlenmeyerkolben tiberspiilen und tber Nacht bei —25° C in der Kiihltruhe belassen. Danach
auf einem Biichner-Trichter absaugen, zweimal mit Aceton-Wasser (4 + 1) von —25° C nach-
spiilen, dreimal mit reinem Aceton von —25° C und leicht trocken saugen. Das Pulver 3—5 Std
im Vakuum trocknen (bis kein Acetongeruch mehr wahrnehmbar ist), wiegen und bei —20° C
aufbewahren.

2. Bxtraktion des Acetontrockenpulvers

Eine 100 g Trauben entsprechende Menge des Acetontrockenpulvers mit 50 ml 0,1 m-Phos-
phatpuffer pH 7.4 bei ca. 2° C unter Zusatz von 109, Glycerin, 0,5% Natriumcoffeinbenzoat
und 0,5%, Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) 2 min homogenisieren (Ultra Turrax), anschliefend
2 Std stehenlassen und bei 30000 g in der Kithlzentrifuge bei 2° C zentrifugieren. Den Uberstand
durch Ultrafiltration im Kihlraum unter Verwendung eines Membranfilters SM 12136 (Sartorius-
Werke, Gottingen), der eine Ausschluligrenze fiir Molekiile mit einem MG von 10000 aufweist,
auf ca. 2 m] einengen. Die Zeitdauer der Ultrafiltration kann durch stetiges Schiitteln mit Hilfe
einer geeigneten Schiittelapparatur wesentlich verkiirzt werden (Fritsch, Pulverisette).

3. Diunnschichi-isoelektrische Fokussierung

Die Methode wurde im Prinzip ausfithrlich beschrieben [1, 2]. Beschichtung: Sephadex G 75
in 19;iger Ampholytlésung pH 3—I10, auf Glasplatten 20 X 20 cm; Schichtdicke 0,75 mm. —
Hlektrophoresebedingungen: 4 Std bei 300 V, anschlieBend 1—2 Std bei 500 V; Gerét der Fa.
Desaga, Heidelberg. — Trocknen des Papierabklatsches: 15 min bei 110° C. — Auswaschen der
Ampholyte: 109%ige Trichloressigsiure (TCA)-Losung. — Férbelosung: 0,59 Coomassie Blue
G 250 (Serva, Heidelberg) in H,O/Methanol/Eisessig (6 + 3 + 1). — Entférbelosung: H,0/Me-
thanol:Eisessig (6 + 3 + 1). — Die Proteinkonzentration der einzelnen Proben wird spektral-
photometrisch bei den Wellenlngen 280 und 260 nm bestimmt und nach Kalckar [3] mittels der
Formel 1,45 X ODyg— 0,74 X OD,gy = mg Protein/ml errechnet (OD = opt. Dichte = Ex-
tinktion). Das Probenauftragsvolumen richtet sich nach der Proteinkonzentration. Bei einer
Schichtdicke von 0,75 mm und einer Auftragsbreite von 18 mm (Deckglasmethode) liegt die
ginstigste Menge bei den Traubenproteinen zwischen 4—8 mg Protein insgesamt. Bei einem Auf-
tragsvolumen tber 40 ul empfiehlt es sich, die Proben im Abstand von ca. 5—10 mm hinterein-
ander (in spiterer Laufrichtung gesehen) aufzutragen. Dieses Verfahren kommt meist dann zur
Anwendung, wenn eine weitere Konzentrierung der Proteine mit einer starken Viscosititszu-
nahme verbunden ist, wie es hdufig bei verschiedenen Traubensorten vorkommt. Die densito-
metrische Auswertung erfolgte mit dem Vitatron-Universaldensitometer TLD 100 (Vitatron
GmbH, Forsbach) in der Reflektion.

4. Enzymnachweise

Nachweis der Esterasen [4,5]: Einen 20 X 20 cm groBen Bogen Filtrierpapier (Schleicher und
Schall 2043 bmgl oder Whatman Nr. 3) mit 0,3 m-Phosphatpuffer (KH,PO, — Na,HPO,)
pH 7,2 imprégnieren. Kurz vor Beendigung der DIEF, d. h. kurz vor dem Papierabklatsch, das
gepufferte Papier nochmals mit folgender Losung tranken: 300 mg Fast Blue (Serva, Heidelberg)
in 10 ml H,0, gemischt mit 40 mg S-Naphthylacetat in 90 ml Methanol (muB stets frisch herge-
stellt werden).

Das Papier bei Zimmertemperatur trocknen und nach beendigter Fokussierung vom Platten-
ende her iber die Gelschicht abrollen. Nach einer Kontaktzeit von 5—10 min erscheinen violette
Banden. Den Abklatsch trocknen (bei schmalen Banden bei Raumtemperatur, bei breiteren
rasch bei 110° C).

Nachweis der Phenolasen [5]: Einen 20 x 20 cm groBen Bogen Filtrierpapier (S.u.S.2043 bmgl
oder Whatman Nr. 3) mit entliftetem 0,02 m-Phosphatpuffer pH 7,2—7,4, der folgende Sub-
stanzen enthélt, kurz vor dem Abklatsch impragnieren und kurz antrocknen: 0,0015 m-Kaffee-
sdure, 0,01 m-Brenzkatechin, 0,0015 m-DOPA, 0,01 m-Pyrogallol, 0,0015 m-Tyrosin.

Nach einer Kontaktzeit von 5—10 min das Papier bei Raumtemperatur trocknen. Nach ca.
20 min wird gewohnlich das Maximum der Farbintensitiit erreicht. Zur Vermeidung evtl. auf-
tretender Bandenverbreiterung durch weiterlaufende Enzymtatigkeit den Abklatsch fir kurze
Zeit in den Trockenschrank bei 110° C legen.

Ergebnisse

Die DIEF der Traubenproteine im pH 3—10 Gradienten wird in Abb. 1 und 2
wiedergegeben. Die Traubenproteine wurden dabei in durchschnittlich 9—12 Haupt-
komponenten getrennt. Ausnahmen bilden Kerner mit nur 7 und Morio mit 14
deutlich erkennbaren Zonen. Das Auftragsvolumen betrug je nach Proteingehalt
60—120 pl und die Fokussierungsdauer 51/, Std. Die Ausbildung des pH-Gradienten
iber die ganze Plattenbreite hinweg ist nicht gleichméBig und héngt in geringem
Umfang sowohl von der Proteinkonzentration als auch insbesondere von den Begleit-
stoffen in der Probe ab. Darauf wies auch Wenn [6] hin.
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Je reiner die Proteinlosung war, desto mehr wurde der pH-Gradient in der Nédhe
der Startzone zur kathodischen Seite verschoben (vgl. Abb. 1 und 2). Obgleich dies
nur wenige Millimeter ausmachte, mufite diese Abweichung bei weiteren Betrachtun-
gen beriicksichtigt werden. Im neutralen und alkalischen Bereich hat sich der
Gradient wieder ausgeglichen und ist iber die gesamte Plattenbreite gleichmafBig aus-
gebildet. Aus diesen Griinden wird bei der densitometrischen Auswertung des Papier-
abklatsches die Bandenverschiebung in der Weise korrigiert, dal} als Bezugspunkt

Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1. Dunnschicht-isoelektrische Fokussierung in pH 3—10 Trigerampholyten. Von links nach
rechts: Ruldnder, Nobling, Morio, Kerner, Bacchus. Auftragsmenge: 60—120 pl. Anode unten,
Kathode oben

Abb. 2. Dannschicht-isoelektrische Fokussierung in pH 3—10 Trigerampholyten. Von links nach
rechts: Silvaner, Optima, Miller-Thurgaw, Huxel, Fdrber. Auftragsmenge: 60—I120 pl. Anode
unten, Kathode oben

fir die einzelnen Komponenten nicht die Startlinie, sondern die, allen Sorten ge-
meinsame, in Abb. 1 und 2 mit einem Pfeil gekennzeichnete Bande gilt. Bei nadherer
Betrachtung der direkten photographischen Wiedergabe der beiden Pherogramme
fallt auf, daB auch die Laufstrecken geringfiigigen Schwankungen unterworfen sind,
vor allem zwischen zwei verschiedenen Platten und Laufen. Um auch diesen kleinen

Sitvaner Optima Bacchus
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Abb. 3 Abb. 4

Abb. 3—12. Densitogramme der Proteinverteilungsmuster verschiedener Traubensorten nach der
DIEF; darunter die zugehorigen Pherogramme. Anode rechts, Kathode links
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Abb. 6 Abb. 7 Abb. 8

Fehler auszugleichen, wurden die Proteinmuster auf eine einheitliche Laufstrecke
von 13 em umgezeichnet (Abb. 3—13), wobei als Bezugspunkt die zwei kurz aufein-
anderfolgenden, bei allen von uns untersuchten Rebsorten im alkalischen Bereich
zwischen pH 9,6—10 aufgetretenen Banden dienten. Die entsprechenden Fokus-
sierungsmuster der einzelnen Weintrauben werden unter den dazugehérigen Densito-
grammen in den Abb. 3—12 gezeigt.

Huxel Nobling Kerner
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Abb. 9 Abb. 10 Abb. 11

In einer Gegeniiberstellung werden alle Pherogramme in Abb. 13 dargestellt.

Samtliche von uns untersuchten Traubensorten weisen mindestens vier allen ge-
meinsame Komponenten auf. Zwei sehr stark ausgeprigte im sauren Bereich zwischen
pH 4—5 und zwei deutlichen Banden im alkalischen bei pH 9—10. In den tbrigen
Bereichen zeigen sich recht deutliche Unterschiede. AuBerst dhnliche Fokussierungs-
muster erscheinen bei den Sorten Optima und Bacchus, die mindestens acht eindeutig
gleiche Komponenten besitzen und sich beide nur wenig von den Proteinen der Sorte
Silvaner unterscheiden (ebenfalls je acht gemeinsame Banden). Eine gewisse Ahn-
lichkeit mit den vorher genannten Sorten zeigt noch Nobling. Auffallend ist das
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Farber

vollige Fehlen von Banden im Bereich von pH 7—9 bei Kerner und die sehr starke
Doppelbande bei Férber im Bereich von pH 7—8, die besonders charakteristisch fiir
Farber ist und sonst nirgends auftritt. Diese Charakteristik kommt in Abb. 2 noch
wesentlich besser zum Ausdruck.
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Abb. 13. Proteinverteilungsmuster von zehn verschiedenen Rebsorten nach der DIEF. Kathode
links, Anode rechts. Oben: Ungefédhrer Verlauf des pH-Gradienten

Bei Ruldnder sind auffallend die sieben sehr starken Banden, die iiber den gesam-
ten pH-Bereich ziemlich gleichmafig verteilt sind. Es fehlt hier aber wie bei Miiller-
Thurgau und Kerner eine saure Komponente bei einem pH von ca. 3,5, die der ersten
Hauptbande, die allen Sorten gemeinsam ist und nur bei Férber in zwei Komponenten
aufgespalten wird, vorgelagert ist. Ein vollkommenes Fehlen muf3 aber ausgeschlossen
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werden, da bei erhéhter Auftragsmenge auch bei diesen letztgenannten Sorten eine
schwache Zone erscheint. Die groBte Auftrennung wurde bei Morio mit 14 deutlich
sichtbaren Zonen erreicht, die geringste mit nur 7 bei Kerner.

Zymogramme
Esterasen

Der Nachweis der Esterasen mit §-Naphthylacetat und Fast Blue in Abb. 14
und 15 zeigt, dall auBer bei der Féirbertraube, die keine Esterase aufweist, wie auch
Gorg [7] festgestellt hat, bei allen Trauben mindestens 2 starke Enzymbanden er-
scheinen. Die meisten Isoenzyme enthalten Morio und Bacchus. Danach folgen
Optima, Silvaner und Nobling. Nur mehr zwel ausgepriagte Enzymzonen sind bei
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Abb. 14 Abb. 15

Abb. 14. Esterasezymogramm nach dinnschicht-isoelektrischer Fokussierung in pH 3—10
Tragerampholyten. Nachweis mit 5-Naphthylacetat. Auftragsmenge: 40—80 ul. Anode unten,
Kathode oben

Abb. 15. Esterasezymogramm nach dannschicht-isoelektrischer Fokussierung in pH 3-—10
Tragerampholyten. Nachweis mit 8-Naphthylacetat. Auftragsmenge: 40-—80 pl. Anode unten,
Kathode oben

Miiller- Thurgaw, Huzel und Kerner zu sehen. Interessant ist, daB die Esterasen nur
im Bereich von pH 7—9 auftreten, wihrend sich die Phenolasen, wie unten beschrie-
ben, im Bereich von pH 4—6 fokussieren. Trotz der gravierenden Unterschiede
beziiglich der Zymogramme darf man keine sortenspezifischen Unterscheidungs-
merkmale ableiten, da das Enzymmuster u. a. vom Reifestadium und den physio-

logischen Bedingungen wihrend der Reifung, sowie vom Jahrgang abhingig sein
kann.
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Abb. 16. Phenolasezymogramm nach diinnschicht-isoelektrischer Fokussierung in pH 3—10
Trigerampholyten. Nachweis mit Substratgemisch verschiedener Phenole. Auftragsmenge:
40—80 yl. Anode unten, Kathode oben
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Phenolasen

Der Nachweis mit einem Substratgemisch verschiedener Phenole zeigt bei den
untersuchten Sorten eine Vielzahl an Isoenzymen, die alle im Bereich von pH 4—6
liegen (Abb. 16). Die am stirksten ausgeprigten Enzymmuster weisen Opfima und
Firber auf, die beide 6 ausgeprigte Aktivitdtszonen zeigen. Die anderen Sorten
lassen immerhin noch bis zu 5 Banden erkennen. Um Sortenspezifitdt abzuleiten,
miifiten die Enzymmuster iiber das ganze Reifestadium der Weintrauben untersucht
werden, um evtl. Anderungen mit zu erfassen.

Diskussion

Bei der Bestandsaufnahme fruchteigener Proteine und Enzyme ist die Erhaltung
des urspringlichen, nativen Zustandes von grofiter Bedeutung. Die Proteinextraktion
mit Pufferldsung, die von uns bei der Untersuchung von Gerste und Malz [2, 8] an-
gewandt wurde, ist hier aus verschiedenen Griinden nicht brauchbar. Der Haupt-
grund hierfiir liegt in erster Linie an der geringen Proteinkonzentration im Verhéltnis zu
den ibrigen Inhaltsstoffen [9], die eine Konzentrierung der Proteine erschweren. Bei
der Zerstorung desZellverbandes werden auBerdem Substanzenfrei, die mit dem Protein
in Reaktion treten und so zum Teil das Protein der weiteren Analytik entziehen. So
weisen Jones [10] und Loomis [11] darauf hin, dafi Gerbstoffe, insbesondere Poly-
phenole und Tannine, die in fast allen Friichten vorkommen, teils reversible (Poly-
phenole) und irreversible (Tannine) Verbindungen eingehen und hiermit das ur-
spriingliche Protein- bzw. Enzymmuster verdndern. Um diese unkontrollierbaren
Reaktionen zu umgehen, wird vielfach bei der Aufarbeitung von Friichten die Her-
stellung eines Acetontrockenpulvers [12, 13] bevorzugt. Hier wird durch totalen
Wasserentzug jede Enzymaktivitdt durch endogene Enzyme gestoppt und gleich-
zeitig der groBte Teil der Begleitstoffe, wie phenolische Verbindungen, Farbstoffe,
Zucker und organische Sduren [14] entfernt. Das Pulver ist mehrere Wochen im Ge-
frierschrank lagerbar, ohne dal Verénderungen im Proteinmuster auftreten.

Auf die Aktualitdt des Problems der Traubenproteine im Verlauf der Weinher-
stellung weisen verschiedene Verdffentlichungen [15—28] hin, die sich mit den bei
der Traubensaftgewinnung in Losung gehenden Proteinbestandteilen beschéftigen. Die-
se Proteine sind teilweise maBgeblich an den Proteintriilbungen, die nach Werner u.
Hartmann [29] besonders in bestimmten Jahrgéingen wie 1947 und 1959 zu einem
echten Problem gefiihrt haben, da trotz Kurzzeiterhitzung und Bentonitbehandlung
diese Erscheinung oft nicht verhindert werden konnte, beteiligt. Diemair u. Metard.
[20] bestimmten die isoelektrischen Punkte der Traubensaftproteine verschiedener
Rebsorten mittels der Elektrophorese auf gepuffertem Papier, fanden dabei iso-
elektrische Punkte zwischen pH 3,3 und 3,7 und vermuteten die Entstehung der
Proteinausfillung in dem zufélligen Zusammentreffen des IP mit dem pH-Wert des
Weines, da sie bei dieser Technik nur eine Proteinfraktion erhielten. Die von Radola
[28] mit der TEF im Dichtegradienten und auf der Dinnschichtplatte gefundene
Verteilung der Proteinkomponenten des Traubensaftes iiber den Bereich von pH 3—6
und die von uns bei der Fokussierung der nativen Traubenproteine erhaltene Ver-
teilung zwischen pH 3—10 widerspricht dieser Theorie, die auf ein unvollkommenes
Analysenverfahren zuriickzufiihren ist. Eine gewisse Ubereinstimmung beziiglich des
IP scheint zu bestehen, da bei unseren Untersuchungen die weitaus stérkste Fraktion
im pH-Bereich zwischen 3,5 und 4,0 gefunden wurde. Die stark sauren Protein-
komponenten wurden schon von Savage [30] bei Biertriibungen als Hauptbeteiligte
verantwortlich gemacht, so daB eine Parallele zu den Weintritbungen durchaus nicht
von der Hand zu weisen ist. Der bei der Traubensaftgewinnung zwangslaufig an-
fallende Trub wurde von uns [31] nach der Extraktion mit verschiedenen Losungs-
mitteln auf seine Proteinbestandteile untersucht und eine Verteilung des Protein-
musters vor allem im Bereich von pH 4-—-6 gefunden, was im Einklang mit den
Ergebnissen der TEF der Traubensaftproteine steht.
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Die Differenzierung des l6slichen Traubenproteins mittels Papierelektrophorese
[15—18] deutete bereits seine Heterogenitat an und die Abhéngigkeit der erhaltenen
Fraktionen von der Rebsorte [17]. Diemair u. Mitarb. [23] untersuchten verschiedene
Rebsorten aus verschiedenen Jahrgdngen mit der Hochspannungselektrophorese in
Starkegel und finden trotz groBer Unterschiede im N-Gehalt keine Anderung der
einzelnen Fraktionen im Verhéltnis zueinander. Diese Sortenspezifitdt wird durch die
Anwendung der Disk-Elektrophorese in Polyacrylamidgelen bei Traubensaft [25—
28], Traubenbeeren [7] und Blattproteinen der Rebe [32—34] bestatigt und von uns
durch die vorliegende Arbeit erhértet.

Wahrend bei der Auftrennung des Traubensaftproteins mit der DE 10—15
Komponenten gefunden wurden, konnten wir mit der DIEF des nativen Trauben-
proteins bis zu 25 Komponenten eindeutig nachweisen, die sich tiber den gesamten
Bereich von pH 3—10 erstreckten. Dieser Befund stimmt mit den zur gleichen Zeit
durchgefithrten Untersuchungen von Goérg [7] tiberein, die ebenfalls eine Protein-
verteilung tiber den gesamten Bereich von pH 3—10 bei der IEF im PAA-Gel fand
und dabei bis zu 50 Komponenten nachwies. Diese hohe Autlosung konnte mit der
DIEF nicht erreicht werden. Hier wurden zur Auswertung nur die Hauptbanden
herangezogen, da nach Clements [13] die schwachen Banden (Disk-Elektrophorese)
nur schlecht reproduzierbar sind. Ein direkter Vergleich der letztgenannten, beiden
Methoden ist nur unter gewissen Einschrinkungen anzustellen, da die DIEX eine
wesentlich hohere Proteinkonzentration verlangt als die IEF in PAA-Gelen und die
aus dem Acetontrockenpulver gewonnene Proteinlésung deshalb durch Ultrafiltration
eingeengt wurde. Eine Riickverdimnung der bei der DIEF verwendeten Proben mit
Phosphatputfer und anschlieBender IEF in PAA-Celen gab aus noch niher zu unter-
suchenden Griinden keine befriedigenden Ergebnisse. Gewisse Ubereinstimmung
konnte vor allem bei den sauren Komponenten erzielt werden. Auf die Erarbeitung
weiterer Ubereinstimmungen wurde wegen der sehr unterschiedlichen Bandenzahlen
verzichtet.

AuBerst dhnliche Verteilungsmuster bei der DIEF der Traubenproteine zeigen die
Neuztichtungen Opttma und Bacchus, die von den gleichen Kreuzungseltern (Sil-
vaner x Riesling x Miller-Thurgau) abstammen. Auch die Verwandtschaft mit
Silvaner ist hier deutlich zu erkennen. Ganz verschiedene Fokussierungsmuster sind
bei Ruldnder, Morio, Kerner und Fdrber zu sehen. Auf die Méglichkeit einer ein-
deutigen und aussagekréiftigen Sortendifferenzierung anhand der Proteinverteilung
in der Weintraube durch umfangreiche Untersuchungen iiber mehrere Jahrginge
hinweg soll an dieser Stelle hingewiesen werden.

Die Enzymnachweise erbrachten eine bisher nie gezeigte Heterogenitdt an Iso-
enzymen bei den Esterasen und Phenolasen. Wéhrend bei der DE der Esterasen
durchschnittlich 2—3 Aktivitdtsbanden auftraten, konnten bei der DIEF bis zu 7
Aktivitidtszonen gezdhlt werden. Die Phenolasen trennten sich bei der DE in 1-3
Komponenten, bei der DIEF dagegen in 5--8. Interessant dabei ist die Beobachtung,
daB die Enzymaktivitit der Esterasen nur zwischen pH 7—9 und die der Phenolasen
zwischen pH 4-6 auftritt.
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