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OvVoD

Existence intraceluldrni proteolytické aktivity u kva-
sinek je zndma jiZ z konce 19. stoleti [1]. O vyskytu
proteolyt'’ckych enzymi z pivovarskych kvasinek v pivu
v8ak neni v odborné literatufe mnoho uddaji [2, 3].
Vzhledem k tomu, Ze v mlading& i v hotovém pivu je
znatna koncentrace aminokyselin a nizkomolekularnich
peptidii, nepfedpoklada se, Ze by pfi hlavnim kvaSeni
¢i dokva3ovani probihala sekrece proteas z Zivych kvas-
ni¢nych bunék. Proteolytické enzymy se dostavaji z kva-
sinek do piva spide pfi jejich autolyze [2, 3]. Mnohem
vice autordi se zabyvalo proteasami z autolyzatd €istych
kvasniénych kultur at jiZ pekafského droZdi €i pivo-
varskych kvasnic [4—7]. AvSak teprve v minulém dese-
tileti se s rozmachem sloupcové chromatografie podarilo
separovat a charakterizovat intraceluldrni proteolytické
enzymy z autolyzatu kvasinek Saccharomyces cerevisiae.
Jejich prehled je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Piehled intraceluldrnich proteolytickijch en-
zymi z autolyzdtu Saccharomyces cerevisiae

Relativni :
Proteolyticky enzym molekulova Citace
hmotnost
endoproteinasa A 41 700 [8, 10—14]
endoproteinasa B [8, 11]
karboxypept'dasa Y [9, 10, 15
(dfive endoproteinasa C) 61 000 16, 23, 24]
karboxypeptidasa S [17]
dipeptidasa 120 000 [22]
aminopeptidasy — I 640 000 [18, 19, 22]
200 000 ;
— 1I (85 000) 1209, 22]
— III 34 000 [20—22]

Kvasniéné proteasy jsou predominantné lokalizovany
v bun&&nych vakuoldch, zatimco jejich specifické bilko-
vinné inhibitory [12, 25] se nachéazeji v cytosolu [26, 27].
V poslednich letech bylo ukazano, Ze biologickou funkci
proteolytickych enzymi kvasinek neni jen St&peni pro-
teindi ve vakuolach a extravakuoldrni degradace proteini
jako sougast metabolického obratu bilkovin, ale téZ glu-
kosou indukovana inaktivace cytoplasmatické malatde-
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hydrogenasy a fruktoso-1,6-bis-fosfatasy [28—31], in-
aktivace tryptofansyntetasy proteinasou A a B [32, 33],
inaktivace uridinnukleosidasy proteinasou A [13], akti-
vace chitinsyntetasy proteinasou B [34, 35] a mnoho ji-
nych vice €¢i méné specifickych proteolytickych aktivaci,
inaktivaci a modifikaci enzymi, jakoZto sou€ést regulac-
nich mechanismi, které adaptuji bunéény metabolismus
na zmény nutri¢nich podminek [36—40].

Saheki et al. [12, 41] navrhli pro vzdjemné vztahy
mezi proteinasami A, B a karboxypeptidasou Y a jejich
inaktivnhimi komplexy se specifickymi bilkovinnymi inhi-
bitory schéma, podle né&jZ plisobi proteinasa A aktivacné
na neaktivni komplexy obou dal3ich proteas a proteinasa
B zase aktivuje neaktivni komplex proteinasy A s inhi-
bitorem. Uvedené aktivace spocivaji v proteolytickém $té-
peni ‘nhibitora.

Vyjimetnd je v oblasti kvasniénych proteas prace
Maddoxe a Hougha [42], ktefi provedli srovnani proteas
z lyzovanych bunék, z lyzovaného protoplastu a extra-
celularnich proteas Saccharomyces carlbergensis. Pro-
teolytické enzymy sekretované Zivymi kvasinkami jsou
glykoproteiny stejné jako proteasy z autolyzatu, ale opti-
malni hodnotou pH a termostabilitou jsou podobné spiSe
proteasdm z lyzovaného protoplastu.

Pfi stanoveni proteolytické aktivity v pivech uprave-
nych enzymovymi stabilizatnimi prepardty se casto dis-
kutuje o ptvodu prokdzané proteolytické aktivity a spo-
lehlivosti dosaZenych vysledkd. Z t&chto divodi jsme se
zabyvali moZnosti specifického stanoveni kvasniénych
proteas v pivu. Z konfrontace naSich vysledk@ stanoveni
papainu v pivu imunochemickymi metodami [43] s v§-
sledky metody uZivajici ke stanoveni proteas bilkovinny
substrat znaéeny§ radionuklidem [44] vyplynulo, Ze nélkte-
rd piva vykazuji nizkou proteolytickou aktivitu, ktera
nepochézi z enzymovych stabilizatord.

MATERIAL A METODY

Material

Pivovarské kvasinky byly ziskdny ze spilek pivovard
Staropramen a Budvar. Agarosa, Sephadex G-100 a DEAE
-Sephadex A-50 byly ziskédny od firmy Pharmacia, Uppsa-
la, Svédsko; agar od firmy Difco, Detroit, USA; ,hide
powder azure“ (HPA) a N-benzoyl-DL-arginin-p-nitroani-
lid (BAPA) od firmy Calbiochem, Luzern, Svycarsko.
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N-tosyl-DL-arginin-p-nitroanilid (TAPA) byl syntézovédn
Ing. E. Kasafirkem, CSc. z VUOFB v Praze. Vzorky piv
byly ziskdny z maloobchodni sité.

Desintegrace

Desintegrace kvasni¢nych bun&k byla provedena t&€mi-
to zplisoby:

a) 1 kg kvasnitné pasty byl suspendovdn v 450 ml
chloroformu pfi 25°C. Po 1h bylo pfiddno 450 ml desti-
lované vody, pH bylo upraveno na 7,0 a suspenze pak
ponechéna 18 h pFi 25 °C.

b) 10% suspenze kvasinek ve fyziologickém roztoku
byla desetkréat stfidavé zmrazovdna pfi —4°C a rozmra-
zovéna pri 30°C.

c) 10% suspenze kvasinek ve fyziologickém roztoku
byla desintegrovdna na homogenizdtoru Manton-Gaulin
za pouZiti systému s periodickym recyklem.

Po provedenych desintegracich byly suspenze odstfe-
dény pfi 3000X g 40 minut. Hodnota pH supernatantu
byla upravena na 5,0 a po 18 h stdni pfi teploté 25°C
byla vznikld sraZenina odstranéna centrifugaci. K su-
pernatantu byl p¥iddn sfran amonny do 95 % nasyceni
pfi pH 5,0. Po 2h stdni byl precipitdt odstfedén a roz-
pustén v minim4lnim mnoZstvi destilované vody a potom
dialyzovan proti 0,01 M fosfdtovému pufru s 0,1 M NaCl
pri 4 °C.

Gelova chromatografie

2 ml vzorku kvasni¢ného extraktu byly apl’kovédny na
sloupec Sephadexu G-100 1,5X 80 cm v koloné Pharmacia
K 16/90. Eluce byla provddéna 0,05 M fosfdtovym pufrem
pH 7,0 pfi eluéni rychlosti 18 ml . h—1

Ionexova chromatografie

10 ml vzorku kvasni¢ného extraktu bylo naneseno na
sloupec DEAE-Sephadexu A-50 2,5X15 cm v kolon& Phar-
macia R 25/45. K eluci byl pouZit gradient NaCl 0 — 1
mol. 11 v 0,05 M Tris-HCl pufru.

Stanoveni proteolytické aktivity

Byly mod'fikovdny metody stanoveni proteolytické
aktivity s hemoglobinem denaturovanym mocovinou[45],
s HPA [46], s BAPA [47] a TAPA [48] tak, aby koncen-
trace vzorku proteas v reak¢ni smési byla viZdy stejna
a aby reakce probihala v oblasti saturace substratem.

Imunizace

Imunizace byly provedeny na samcich krali¢iho ple-
mene Novozélandsky bily. 1 ml extraktu kvasinek C¢i
chromatografické frakce byl injikovan kréalikovi s 1 ml
kompletniho Freundova adjuvans subkutdnn® a intra-
muskuldrné celkem dvakrat s dvoutydenni prestavkou.
Imunizace byla provedena na 3esti kralicich. Vzn'k pro-
tilatek byl kontrolovdn v prib&hu imunizace Ouchterlo-
nyho difdzni metodou. Nakonec byly kréalici vykrveni,
krev nechdna srazit a centrifugaci ziskané antiserum
uchovéavano p¥i —20°C.

Imunochemické metody

Byly pouZity imunochemické difizni metody v gelové
vrstvé, a to dvojitd difaze [49], jednoduchéd radidlni di-
faze [50], imunoelektroforéza [51] a dvoudimenziondlni
imunoelektroforéza [52]..

Dvojita difize: 1,6 g agaru bylo rozpu3téno ve 100 ml
0,05 M veronalového pufru pH 8,4 na vrouct wodni lazni.
Roztok byl nalit na sklen&né desky tak, aby vznikla po
celé ploSe stejn& vysoka vrstva gelu. Po naneseni anti-
séra a antigenu do vykrojenych jamek byly desky umi-
stény do vlhké komirky. Difize antiséra a antigenu pro-
bihala 18 h pfi laboratorni teploté.

Jednoduchd radidlni difuze: K jedromu dilu 2,6 % roz-

toku agaru ¢&i agarosy v 0,05 M veronalovém pufru pH
8,4 byl pfi teplot& 50 °C pfidan jeden dil vhodné& nafedé-
ného antiséra. Ze vzniklého roztoku byly pFipraveny
vrstvy gelu na sklenénych deskdach. Po naneseni antigenu
do vykrojenych jamek probihala- difdze 24 h. Plocha
kruhovych precipitdtd byla méfena IDP méfitkem (Se-
vac, Praha)).

Imunoelektroforéza: Do vrstvy 1,6 % agarosy v 0,05 M
veronalovém pufru pH 8,4 na sklenéné destiCce byly po-
dle 3ablony vykrojeny kandlky a jamky. Do jamek nane-
seny antigen byl elektroforeticky rozdé&len podél kandl-
kit (souprava na imunoelektroforézu IEP-2, Sevac, Praha;
potencialni spdd 8 V.cm~—! po dobu 2,5h). Precip tani
linie vzniknou po diftzi antiséra z kandlka proti elek-
troforeticky rozdélené smési antigeni.

Dvourozmérnd imunoelektroforéza: Nejprve byly kom-
ponenty vzorku rozdéleny elektroforeticky v jednom
sméru (1 % agarosa v 0,02 M veronalovém pufru pH 8,6,
60 — 90 minut, 8 — 10 V.cm!). Potom byl na sklen&nou
desticku s prouZkem gelu wobsahujicim elektroforeticky
rozdéleny vzorek nalit roztok 1% agarosy s vhodnym
mnoZstvim antiséra tak, aby do vzniklého gelu obsahu-
jictho antisérum mohla byt provedena elektroimunodi-
faze ve sméru kolmém na predchazejici elektroforézu
(2 V.cm?, 15 — 20 h, 15 °C, Multiphore, LKB).

Zpracovani destiGek s gelem po imunodifdazi €i ele-
ktroforéze: Prebyte¢né bilkoviny byly z gelu vypirany
ve fyziologickém roztoku 20 h i déle. Vrstva gelu byla
po zabaleni desti€ek do vlhkého filtraéniho papiru krat-
kodobé zatiZena a potom usuSena fénem. Precipitaéni
z6ény byly barveny amidof€erni (I g amido€erni, 20 ml ky-
seliny octové, 40 ml ethylalkoholu, 40 ml destilované
vody). Pfebyte¢né barvivo bylo z gelu vypirdno v roz-
toku 2 % kyseliny octové.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pfi FeSeni problematiky proteolytické aktivity v pivu
jsme chtéli zjist.t, do jaké miry se mohou na ni podilet
proteasy pivovarskych kvasinek, eventudlné tento faktor
pfimym dikazem vylouéit. Bylo proto nutné pouZit imu-
nochemické metody. Pro pfipravu antiséra nezbytného
k imunochemickému stanoveni bylo tfeba proteasy kva-
sinek izolovat. Vzhledem k tomu, Ze v pfitomnosti ami-
nokyselin v médiu nenastidvd sekrece extraceluldrnich
proteas kvasinkami, zaméFili jsme pozornost na izolaci
intraceluldrnich proteas. Izola¢ni postup v zdsadé sledo-
val tuto hlavni linii: desintegrace bunék, ektivace pro-
teas, popfipadé jejich uvolnéni z bunéénych struktur,
srdZeni bilkovinného komplexu v supernatantu siranem
amonnym, dialyza sraZeniny, ultrafiltrace, gelova, po-
pfipadé ionexova chromatografie.

Tabulka 2. Stanoveni proteolytické aktivity kvasniéného
extraktu

Zména absorbance po
Substrat Abs[oI;‘Hbla]nce reak¢ni dobé v
30 min 120 min
hemoglobin 280 0,223 0,509
HPA 595 0,120 0,290
BAPA 410 0,0 0,0
TAPA 410 0,0 0,0

Mérenim proteolytické aktivity kvasni¢ného extraktu
s raznymi substrdty byla zjiSténa nevhodnost pouZiti
nizkomolekuldrnich syntetickych substrati pro tyto uce-
ly (tabulka 2), a to i v pritomnosti aktivatorii (cystein,
EDTA, CaCl;) v reak&ni smési. Pfekvapivd je té%Z mensi
citlivost stanoveni proteolytické aktivity kvasni¢ného
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metodou podle Ouchterlonyho bylo ové&feno, Ze ziskana
antiséra neposkytuji precipitacni linie s mladinou, sla-
dinou, papainem, bromelainem, ficinem ani s trypsinem

extraktu s HPA oproti stanoveni s hemoglobinem, coZ
kontrastuje s vysokou citlivosti stanoveni aktivity né-
kterych proteas s timto chromogennim substrdtem (46).

a pepsinem. Metodou imunoelektroforézy (obr. 2) a
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o Obr. 3. Rozdéleni antigeni extraktu pivovarskijch kvasi-

nek dvourozmérnou imunoelektroforézou (2,5% anti-

Obr. 1. Eluéni kFivky chromatografického déleni kvas-
sérum )

niéného extraktu na koloné Sephadexu G-100

A = absorbance pfi 280 nm; V., = elu¢ni objem (ml); ———— =
bilkovina; ———— = proteolytickd aktivita stanovena s hemoglo-
binem

Obr. 4. Ukdzka stanoveni citlivosti a specifiénosti detekce
antigenii extraktu pivovarskijch kvasinek metodou dvo-
jité difuze

Centralni jamka: antisérum. Obvodové jamky: extrakt — extrakt
1:16 — extrakt 1:100 — extrakt 1:1000 — 0,5 % roztok papainu

— 0,5% roztok bromelainu

Obr. 2. Rozdéleni antigeniu extraktu pivovarskijch kvasi-

nek imunoelektroforézou

Shora doli: extrakt — frakce €. 6 (z déleni extraktu na sloupci
Sephadexu G 100) — frakce €. 5 — frakce & 4 — frakce €. 3 —
frakce €. 2 — irakce €. 1

Z kvasni¢ného extraktu byly gelovou chomatografii
na Sephadexu G-100 izolovdny t¥i proteolytické frakce
(obr. 1). Optimalni hodnoty pH pro hydrolyzu hemoglo-
binového substratu témito frakcemi jsou 3, 5 a 8. Maddox
a Hough (42) uvadéji hodnoty optimdlniho pH pro 3té-
peni hemoglobinu &tyFmi proteasami z autolyzdtu kva-

Obr. 5. Ukdzka kuvantitativniho stanoveni antigeni ex-
traktu pivovarskgych kvasinek metodou jednoduché ra-

sinek 2,9; 6,3; 6,6; 8,2.
Kvasniény extrakt i jednotlivé frakce po chromatogra-
fii byly pouZity k imunizaci kraliki. Imunochemickou

didlni difaze (5 % antisérum)

Horni Fada: extrakt — extrakt 1 :2 — extrakt 1:10
Dolni Fada: 3 riizné chromatografické frakce a extrakt 1 : 50
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dvourozmérné imunoelektroforézy (obr. 3) byl zjiStén
pocet antigennich komponentli v kvasniéném extraktu a
jejich rozdéleni do jednotlivych frakci ziskanych chro-
matografil.

Dale byla zkouSena kvalita ziskanych antisér zjiSténim
mezi stanoveni imunochemickych metod dvojité difaze
(obr. 4) a jednoduché radidlni difdze (obr. 5) pfi sta-
noveni autolyzovanych bun&k. Ob&ma metodami bylo
moZno prokéazat autolyzu odpovidajici 0,1 % koncentraci
bung&k, coZ je asi 1,7 . 105 bungk v 1 ml.

Prostfednictvim uvedenych dvou metod pak byly ana-
lyzovany vzorky piv na pfitomnost kvasinkovych intra-
celuldrnich antigendi, predevSim proteas. Pozitivni pre-
cipita&ni reakci se viemi antiséry ddvalo po pfesraZeni si-
ranem amonnym (zkoncentrovdano 20krat) pouze pivo
jednoho pivovaru. Krom# dvou pak davala analyzovana
lahvova piva ostatnich 12 pivovard pozitivni reakci s an-
tisérem proti surovému extraktu kvasinek po 14 dnech
inkubace pfi 28°C, kdy se v pivech pomnoZily a auto-
lyzovaly kvasinky.

Podle zjisténi Kusunoseho et al. (53] jsou né&které
proteasy kvasinek vazdny na jejich bunécnou sténu. Ty-
to proteasy se nepodafilo uvolnit z buné&tnych st&n po
autolyze kvasinek ani pisobenim detergentd, ani mecha-
nicky, ani piisobenim pifidanych proteolytickych enzymd,
ale jen u¢inkem komer&niho prepardtu Zymolase-60 000
lyzujiciho bun&&nou sténou kvasinek. Pfi izolaci extraktu
kvasirek pro imunizaci v pfedklddané praci nebyly
zfejmé& tyto proteasy uvolnény. Proteolytickym prepara-
tem nestabilizované 10% pivo, které pfi stanoveni
s 125]-serovym albuminem vykazuje proteolytickou akti-
vitu [44], vSak nedava pozitivni reakci s antisérem
proti intracelularnim antigentm kvasinek. Tento nesou-
lad lze vysvétlit tim, Ze zjiSténad proteolyticka aktivita
je zplisobena proteasami vdzanymi na bunénou sté&nu,
proti nimZ pouZité antisérum neobsahovalo protilatky,
resp. bylo malo citlivé. Je tfeba rovnéZ vzit v dvahu pro-
blémy s aktivaci proteas po desintegraci kvasni¢nych
bunék pii izolaénim postupu [54, 57].

Podle n&kterych naSich vysledkd z praci zabyvajicich
se faktory ovliviiujicimi imunoreaktivitu a proteolytickou
aktivitu papainu [55,56] je moZné usuzovat, Ze vné&jSimi
faktory vzniklé zmény v tercidrni struktufe kvasni¢nych
proteas by mohly ovliviiovat jejich katalytickou aktivitu
a imunoreaktivitu nestejnou mérou.

Zavérem je moZno konstatovat, Ze podil proteas pivo-
varskych kvasinek na proteolytické aktivité piva byl
potvrzen, avSak spolehlivé uplatnéni novych citlivych
technik stanoveni enzymovych aktivit i aplikace imuno-
chemickych technik ve sloZitém a predevSim variabilnim
prostfedi piva si vyZadd je$té mnoho experimentdlniho
asili. PFi technologii pouZivané v naSich pfednich pivova-
rech neprichdzi proteolytickd aktivita z kvasinek prak-
ticky v tdvahu. Kvasinkovd proteolytickd aktivita byla
detekovana jen v pivech nékterych menS$ich pivovard a
jen v letnim obdobi.

Podékovani

D&kujeme pani Milené Prosické a Dr. Eduardu Pa-
luskovi, CSc. z Ustavu hematologie a krevni transfuse
v Praze za provedené imunizace kraliki.
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Fukal, L. - Kowaleczykova, A. - K&s, ].: Imunochemické
stanoveni kvasniénych proteas v pivm. Kvas. pram. 29,
1983, €. 5, s. 98—102.

Experimentdlni prdce navazuje na literdarni prehled
dosavadnich znalosti o kvasniénych intracelularnich
proteasdch. Nejprve byl izolovan extrakt z pivovarskych
kvasinek. Timto extraktem a déle proteolytickymi frak-
cemi z jeho déleni gelovou a ionexovou chromatografii
byly imunizovéani krélici. Ziskana antiséra byla pouZ ta
k rozliSeni antigent ve frakcich kvasni¢ného autoly-
zdtu a ke stanoveni kvasni¢nych intracelularnich anti-
genll v pivu, a to prostfednictvim imunochemickych me-
tod v gelové vrstvé jako jsou imunoelektroforéza, dvou-
rozmérnd imunoelektroforéza, dvojita difize a jednodu-
cha radialni difdze.

V zéavéru je diskutovan pripad, kdy enzymové nestabili-
zované pivo vykazovalo proteolytickou aktiv'tu, a presto
imunochemické stanoveni bylo negativni. DosaZené vy-
sledky prokazaly, Ze vyskyt kvasni¢nych proteas v pivu
neni béZny.

dykaa, JI., KoBaabuukoBa, A., Kam, 5I.: UMMyHoxumuuec-
Koe YCTaHOBJIEHHe JpPOXXXKeBbiX mporeas B nuBe. Ksac.
npym. 29, 1983, Ne 5, crp. 98—102.

JkcnepHMeHTaNbHass pabGora NPOJOJKAET TeMy JHTepa-
TYpHOTO 00630pa 1O COBPEMEHHHIM CBEJEHHAM O JPOXKiKe-
BBIX HHTpALEJLIIOJsIPHBIX TpoTea3aX. CHavasa H30JHPOBAJH
9KCTPAKT M3 INHBOBAPEHHBIX JAPOXKiKeH. DTHM 3SKCTPAKTOM
H Jajee NPOTEOJHTHUECKHMH (pakuMsIMH H3 ero pasjeie-
HHSI TIPH TIOMOILIM TeJIeBOH W HOHHOOMEHHOH Xpomartorpaduu
6bla TNpOBefeHAa HMMMYHH3alHsi KPOJHKOB. IlosydeHHble
AHTHCBIBODOTKH ObLIH NPHMEHeHHl JJIsi ONpeJeeHHs aHTH-
reHOB B (pPakUHSX APOXKKEBOrO aBTOJHM3aTa H AJs yCTa-
HOBJIEHHSI ~ JPOXKXKeBBIX HHTDPALE/IIOJSPHBIX  aHTHIEHOB
B NHBe, H TO IIOCPEJCTBOM HMMYHOXHMHYECKHX METOJIOB
B CJI0e Tesisi, KaK MMMYHO3JeKTpodope3, ABYMEPHBIH HMMY-
HO3JeKTpodope3, nBOHHass AM(PODY3Hs H NpOcTas paaualib-
Has auddysus. B 3akiaioueHne oOCyxKaaeTcss caydad,
KOrja 3H3HMHO HecTaGHIH3HPOBAHHOE NHBO IMOKAa3bIBAJIO
[POTEOJUTHUECKYI0O aKTUBHOCTb, HECMOTPS Ha TO, 4TO
HMMYHOXHMHYECKOE OmpejeJeHHe ObIO OTpPHLATEJbHOE.
JloCTHTHYTHIE pe3yJbTaThl JOKa3ajH, YTO HaJH4yHe APOXKIKe-
BBIX IIpOTea3 B IHBE He SBJSETCS SIBJCHHEM OGBIYHBIM.

Fukal, L. - Kowalezykova, A. - Ka§, ].: Immunochemical
Determination of Yeasts’ Proteases in Beer. Kvas. prim.
29, 1983, No. 5, p. 98—102.

Experimental work is focused on a determination of
intracellular proteases in yeasts. An extract of brewing
yeasts was isolated at first. This extract was d vided into
proteolytic fract ons by gel and ion-exchange chromato-
graphy.

The proteolytic fractions were used for the immuni-
zation of rabbits. The antiserums cbtained were used for
a distinction of antigenes in the fractions of yeast. auto-
lysate and for a determination of intracellular antigene
of yeasts n besr. Immunochemical methods such as
immunoelectrophoresis, two- dimensional immunoelectir_-
phoresis, double diffusion, and single radial diffusion
for the distinction of antigens were applied. At the end,
one example is discussed: The beer without enzymatic
stabilization showed the proteolytic activity despite cf
the negative immunochemical determination. The resulcs
proved that the presence of yeast proteases in beer is
not usual.

Fukal, L. - Kowalezykova, A. - Kas, ]J.: Imunochemische
Bestimmung der Hefeproteasen im Bier. Kvas. prim. 29,
1983, No. 5. S. 98—102.

Vor den Ergebnissen der experimentalen Arbeit wird
eine Recherché Ubersicht der bisherigen Erkenntnisse
iiber intrazellulare Hefeproteasen angefiihrt. Zuerst wur-

de der Extrakt aus Brauereihefen isoliert. Mit diesem
Extrakt und mit den proteolytischen Fraktionen aus
seiner Auftrennung mittels Gel- und Ionexchromato-
graphie wurden Kaninchen immunsiert. Die gewonne-

nen Antisera wurden zur Unterscheidung der Antigene
in den Fraktionen des Hefe- Autolysats und zur Bestim-
mung der intrazellularen Hefe-Antigene im Bier an-
gewandt, und zwar bei Applikation immunochemischer
Methoden in der Gelschicht wie Immunoelektrophorese,
2-Dimensionen-Immunoelektrophorese, doppelte Diffu-
sion und einfache Radialdiffusion. Zum SchluB wird
ein Fall diskutiert, wo ein enzymatisch nicht stabili-
siertes Bier proteolytische Aktivitdt aufwies und die
immunochemische Bestimmung dennoch negativ ausfiel.
Die in der Arbeit erzielten Ergebnisse beweisen, daB
das Vorkommen von Hefeproteasen in Bier nicht iiblich
Istt



