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ZUCKERABBAU UNTER DER EINWIRKUNG
DER INVERTIERENDEN FERMENTE IN PHARYNXDRUSEN
UND MITTELDARM DER HONIGBIENE
(APIS MELLIFICA L.).

5. — EINFLUSS VON ALTER UND ERNAHRUNG DER BIENEN
AUF DIE FERMENTAKTIVITAT DER PHARYNXDRUSEN

Dr. A, MAURIZIO
Station fédérale d’ Industrie laitiére, Section apicole, Liebefeld-Berne (Suisse)

EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

In einer friitheren Untersuchung machte ich die Beobachtung, dass bei geka-
figten Bienen Zusammenhinge zwischen Ernahrung und physiologischem Zustand
«der Bienen und der Aktivitit der invertierenden Fermente von Pharynxdriisen
und Mitteldarm bestehen (MAURIZIO, 1957). Es handelte sich dabei um qualitative
Vorversuche, die nur eine allgemeine Orientierung erlaubten.

In der bisherigen Literatur sind nur spirliche und zum Teil widersprechende
Angaben iiber diese Frage zu finden. Nach Kratky und GAUHE verlduft die Ferment-
wirkung (Diastase, Invertase, Glukose oxydierendes Ferment) des Pharynxdrii-
sensekretes parallel zum Entwicklungszustand der Driisen. Sie steigt in den ersten
6-8 Lebenstagen, bis zur vollen Entwicklung der Pharynxdriisen und sinkt, mit
der Riickbildung der Driisen bei dlteren Bienen wieder ab. Im Gegensatz dazu
stellten KosmiN und KomaArROw einen Anstieg des Inversionsvermogens bei iiber
18 Tage alten Bienen fest, deren Driisen in Riickbildung begriffen waren. Weiter
bewirkt nach Gaung, Eiweissfiitterung bei gekifigten Bienen im Vergleich zu reiner
Zuckerdiit eine schwache Aktivitdtssteigerung des Glukose oxydierenden Ferments,
wobei jedoch die volle Fermentwirksamkeit von Stockbienen im freifliegenden Volk
nicht erreicht wird.

Da die bisherigen Untersuchungen (KrAaTKY, GAUHE KosmIix und KoMAROW) in
Bezug auf den zeitlichen Verlauf der Fermentwirksamkeit widersprechende Resultate
ergaben, die Versuche von Kosmin und KaMAaROW an einem schwachen Volk und
gegen Ende der aktiven Saison (August-September) ausgefithrt wurden und heute
in der quantitativen Papierchromatographie verfeinerte Moglichkeiten zur Verfol-
gung des fermentativen Zuckerabbaus zur Verfiijgung stehen, unternahm ich, mit
Hilfe dieser Methode eine Reihe von Versuchen zur Abklirung des Einflusses von
Alter und Erndhrung auf die Wirksamkeit der invertierenden Fermente in den
Pharynxdriisen der Honigbiene. Die Resultate dieser Versuche werden im folgenden
dargelegt.
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BIENENMATERIAL UND METHODIK

Die Versuche wurden mit Bienen der Krainer-und der dunklen Landrasse (hier als Nigra bezeichnet)
ausgefihrt, die im Thermostaten aus Brutwaben geschliipft waren. Ein Teil der Bienen wurde
sofort nach dem Schliipfen zur Herstellung von Extrakten verwendet ; ein Teil wurde gezeichnet
und in einem Liebefelder Pflagevolk zugesetzt ; der Rest wurde in Liebefelder Kafigen eingeschlossen
und auf reiner Zuckerdiit (1) gehalten oder mit einem aus Zucker und Pollen bestehenden Futter ()
ernahrt. Zum festen Futter erhielten die Bienen in den Kifigen frisches Wasser mit einem 1 p. 1000
Zusatz von Fumidil B (zur Verhitung von Nosemainfektionen). Futter und Wasser standen in
unbegrenzter Menge zur Verfigung.

Da, nach fritheren Untersuchungen das Mitteldarmferment der Honigbiene geringeren Akti-
vititsschwankungen unterworfen ist als das Pharynxdriisenferment, wurde in der vorliegenden
Arbeit vor allem das Hydrolysierungsvermsgen von Pharynxdriisenextrakten gegeniiber Saccharose
verfolgt. Geprift wurde der zeitliche Verlauf der Hydrolyse, anhand der quantitativen papierchro-
matographischen Bestimunmg der Saccharose und der als Abbauprodukte gebildeten Iexosen
(Glukose und Fruktose). Wie aus den Abbidungen 2,4 und 6 hervorgeht, erscheinen in den Chroma-
togrammen neben der vorgelegten Saccharose und den Iexosen nur noch schwache Flecke des
Trisaccharids « a » (x-Maltosyl-8-D-fructofuranosid, nach WHITE und MAHER), auf dessen quanti-
tative Erfassung verzichtet wurde.

Die Herstellung der Extrakte und die papierchromatographische Verarbeitung entsprachen
vollig den in fritheren Mitteilungen beschriebenen (MAURIZIO, 1957, 1959, 1961). Die Pharynx-
driisen wurden herauspripariert und auf ihren Entwicklungsgrad eingeschiatzt (Methodik s. MauU-
RIZIO 1954). Sodann wurde daraus ein wissriger Extrakt hergestellt (im Verhiltnis von
je 10 Bienen = 20 Drlisen pro 1 ml Wasser)und dieser mit einer zo-prozentigen Saccharoselsung (mit
Beigabe von 1 p. 1 000 Nipagin), im Verhiltnis von 0,5 ml Extrakt mit ] ml Zuckerlésung gemischt.
Die Ixtrakt-Zuckerldsungen wurden in gewissen Zeitabstinden auf Chromatographiepapier
(WHATMAN 1)gebracht.

Als Trennungsmittel verwendcte ich das n-Butanol-Eisessig-Wassergemisch (4 : 1 : 1) im abstei-
genden Verfahren. Die Chromatogramme wurden mit p-Anisidin-Hydrochlorid in alkoholischer
Lésung (1 p. 100) bespritht und in einem speziellen elektrischen Ofenent wickelt. Die Messung der
sichtbar gemachten Flecke erfolgte mit Ililfe einer photometrischen Methode (Leukometermethode
nach SULSER). Die Galvanometerablesungen der Zuckerflecke (Mittelwerte aus je 8 Ablesungen
von 4 Flecken) werden zunichst in wg pro Pipettenvolumen und daraus in mg pro ml der Lasung
berechnet. In den nachfolgenden l'abellen sind die Resultate in Prozenten des Gesamtzuckers
(d. h. der Summe der gemessenen Zuckerarten) dargestellt. Alle Einzelheiten der Papierchromato-
graphie s. MAURIZIO 1957, 1961, SULSER.

Bei den in den Tabellen angefithrten Zahlen handelt es sich um Mittelwerte aus je zwei, im
Juni und Juli 1956 ausgefithrten Versuchsserien.

Allen, die mir bei der Ausfithrung der voliegenden Arbeit behilflich waren sei hier der beste
Dank ausgesprochen. Vor allem Friulein M. ZUBERBUHLER und Friulein M. Scumitz fir Ihre
Mitarbeit bel der Papierchromatographie, den Herren A. BRUGGER und II. ScHNEIDER fiir die
Beschaffung des Bienenmaterials und die damit zusammenhiingenden bienenziichterischen Arbeiten
und Fraulein H. KoriyaNn fir die photographischen Aufnahmen der Chromatogramme.

ERGEBNISSE

I. FERMENTAKTIVITAT BEI FRISCH GESCHLUPFTEN BIENEN

In den Versuchen mit frisch geschliipiten Bienen wurden ausser Pharynxdrii-
senextrakten auch Mitteldarmextrakte auf ihre Fermentwirkung gepriift. Die
Resultate sind aus Tabelle T und den Abbildungen 1 und 2 ersichtlich. Der Entwick-
lungsgrad der herauspriparierten Futtersaftdriisen betrug in beiden Parallelserie
im Mittel 2,15 (Tab. 2).

(1) Zuckerteig = ein aus 2 Gewichtsteilen Honig und 5 Gewichtsteilen Staubzucker gekneteter Teig.
(%) Zuckerteig mit 15 p. 100 Pollenhdschen aus der Pollenfalle, zu einem gleichmissigen Teig verknetet.
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Die Aktivitit der Pharyndriisenextrakte war sowohl bei den Nigra-wie bei
den Krainerbienen gering. Die ersten Anzeichen einer Aufspaltung der vorgelegten
Saccharose zeigten sich in den 10 Tage nach Versuchsbeginn angesetzten Chroma-
togrammen. Der weitere Abbau verlief sehr langsam. Die Lésungen aus Bienen
beider Stamme enthielten noch nach 70 Tagen rund 70 9 unabgebauter Saccha-
rose, und auch in den letzten, nach 100 Tagen entnommenen Proben war noch
mehr als die Hélfte des vorgelegten Zuckers vorhanden (Tab. 1, Abb. 1). In beiden
Losungen wurde etwas mehr Fruktose als Glukose gebildet ; besonders bei den Nigra-
bienen ergaben sich zum Teil ziemlich hohe Werte des Fruktose/Glukose-Verhal-
nisses (Tab. 1).

TABELLE Ia

Verlauf der Saccharose-Hydrolyse unter der Wirkung
der Pharynxdriisenexivakte frisch geschliipfter Bienen der Nigva und Krainer-Rasse.

Nigrabienen Krainerbienen
{,?:Siafi Zuckerarten in %, i Zuckerarten in 9
beginn Verhalt- - Verhalt-
b Fruk- Glu- Saccha- [nis Fr./GL i Fruk- Glu- Saccha- nis Fr./GlL
tose kose rose i tose kose rose
1 Stunde. .. ... 100 ; 100
2 Stunden . ... 100 | 100
4 Stunden..... 100 | 100
10 Stunden. . .. 100 i 100
24 Stunden ... 100 | 1 100
3 Tage ....... 100 . 100
10 Tage ...... 11,7 5,3 84,0 220 1 59 94,1
21 Tage ...... 14,5 8,0 77,5 1,81 1 5,8 4,8 89,4 1,21
35 Tage ...... 14,9 12,7 72,4 117 | 58 55 | 88,9 1,02
54 Tage ...... 19,4 11,5 69,1 169 9 I 3,2 87,7 2,84
70 Tage ...... 16,9 14,5 68,6 1,17 15,9 [ 10,1 74,0 1,57
100 Tage ..... 19,5 at,1 59,4 0,92 . 319 | 108 57,3 2,95
%
\ 2
80 ‘
60 ‘
| S
1 Nigrabienen
40 Pharynxdrusenextrakte | o y Ginerbienen
|
i . 1 ——===. Nigrabienen
20 1\\\2 Mitteldarmextrakte 2 Krainerbienen
| N
AR
L U
\ =~ N
124 10 24 3 10 21 35 54 70 100
Stunden Tage nach Versuchsbeginn
ABB. — 1. Verlauf der Saccharose-Hydrolyse- unter der Wirkung von Pharynxdriisen- und Milleldarmexirakien

frisch geschliipfter Bienen der Nigra- und Krainerrasse

Fi6. 1. — Déroulement de Phydrolyse du saccharose sous Paction des exirails de glandes pharyngiennes
et d’intestin moyen d’abeilles naissanles de races noires et carniolienne
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220 A, MAURIZIO

Als wesentlich aktiver erwiesen sich die Darmextrakte der Jungbienen (1)
unter deren Wirkung schon nach 4 Stunden rund zwei Drittel der vorgelegten Saccha-
rose abgebaut waren. Nach 10 Stunden enthielt die Losung aus Krainerbienen keine
messbaren Saccharosemengen mehr, in der Losung aus Nigrabienen war Saccharose
zu dieser Zeit noch mit 1o 9, vertreten.

Die fiir Mitteldarmextrakte aus erwachsenen Bienen charakteristische Anrei-
cherung von Fruktose wihrend der Saccharosehydrolyse, war auch in den Versuchen
mit Jungbienen zu beobachten ; es bildete sich in den Losungen 5-8 mal mehr Fruktose
als Glukose (Tab. 1).

TABELLE 1

Verlauf der Saccharose-Hydrolyse unter der Wivkung
der Mitteldarmextrakte frisch geschliipfier Bienen der Nigra-und Krainer-Rasse

‘ Nigrabienen ‘ Krainerbienen
/‘,elt nach Zuckerarten in % Zuckerarten in 9, ‘
Versuchs- L. L
beginn T Verhalt- |— 1 oV erI}alt-
Fruk- | Glu- [ Saccha- | nis Fr./GL|{ Fruk- 1 Glu- Saccha- | nis Fr./Gl
| tose ‘ kose ‘ rose tose kose rose ’
I I
1 Stunde. ... .. | \ 100 100 |
@ Stunden . ... | ] 100 100 |
4 Stunden ....| 68,8 23,2 8,60 59,9 12,0 28,1 4,949
10 Stunden ... J 83,2 l 1() 4,95 73,7 \ 16,0 \ 10,3 4,61

Das Zuckerspektrum der Abbauprodukte entsprach véllig den in Versuchen
mit erwachsenen Bienen gemachten Beobachtungen. In den Driisenextraktlosungen
erschienen gleichzeitig mit den Hexosen (d. h. in den Proben nach 10 Stunden)
schwache Flecke des Trisaccharids « a » (x-Maltosyl-g-D-fructofuranosid) ; in den
Darmextraktlésungen war das Zuckerbild wesentlich mannigfaltiger und zeigte
neben Hexosen, schwache Flecke in der Maltosegruppe, Flecke des Trisaccharids
« a » und sehr schwache Oligosaccharidflecke (Abb. 2).

Die Versuche zeigen, dass bei frisch geschliipften Bienen die Fermente der
Pharynxdriisen und des Mitteldarmes sich véllig anders verhalten, als bei erwach-
senen Bienen. Wihrend das Mitteldarmferment beim Schliipfen schon aktiv ist und
in der Wirkung beinahe demjenigen erwachsener Bienen entspricht, ist das Pharynx-
driisenferment noch sehr schwach wirksam und knapp imstande die vorgelegte
Saccharose anzugreifen. Die Futtersaftdriisen der frisch geschliipften Biene sind
demnach fermentphysiologisch « unreif », wahrend der Mitteldarm schon funktions-
fahig ist, ein Zustand der vollig mit dem morphologischen Bild und den biologischen
Funktionen der beiden Organe bei der Jungbiene iibereinstimmt.

2. FERMENTAKTIVITAT BEI BIENEN VERSCHIEDENEN ALTERS
IM FREIFLIEGENDEN VOLK

Ein Teil der im Thermostaten geschliipften Nigra- und Krainer-Jungbienen
wurde gezeichnet und im Alter von ca 24 Stunden im gleichen Pflegevolk zugesetzt,

(1) Wie in fritheren Untersuchungen wurden diese Extrakte im Verhéltnis von 2 Mitteldéirmen pro 1 ml
Wasser angesetzt.
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Nach 10, 21 und 28 Tagen wurden von den gezeichneten Bienen Proben entnommen,
die Pharynxdriisen herausprapariert und zu Extrakten verarbeitet. Die Versuche
beschriankten sich auf Pharvnxdriisenextrakte, weil vergleichende Untersuchungen
des Hydrolysierungsvermogens von Driisen- und Darmextrakten erwachsener
Sommerbienen schon frither ausgefithrt worden waren (MAURIZIO 1957, 1962 ;
Kosmix und Komarow).

Der Entwicklungszustand der Pharynxdriisen und der Verlauf der Saccharose-
hydrolyse in den einzelnen Versuchsserien sind aus den Tabellen 2 und 3 und den
Abbildungen 3 und 4 ersichtlich.

TABELLE 2

Miltelwerte des Eniwickung:sustandes der Pharynxdviisen in
den cinselnen 1ersuchsserien ( Bew:rtungsskala s. MAURIZIO 1954)

Entwickhigsgrad der Pharvnxdriisen,

. . Mittelwerte
Bienenmaterial -
|
Nigrarasse ‘ Krainerrasse
Trisch geschliipfte Bienen ..o oot | 2,15 2,15
Bienen 10 Tage im freiflicgenden Volk.................. 3,30 3,35
Bienen 21 Tage im freifliegenden Volk.............. ... : 3,00 3 2,65
Bienen 28 Tage im freiflegenden Volk................... 1,85 1,60
Bienen 10 Tage m Kiifig, Zuecker-Futter ........ ... ... : - ) 1,45
Bienen 10 Tage i Kilhig, Pollen-Futter ................ } — ! 2,85
Bienen 24 Tage im Kiifig, Zucker-Futter ............... i - : 115
Y ge im Kiifig, Pollen-Iutter .......... .. ... - - ! 3,05

Bienen 24 Ta

Nach 10-tdgigem Aufenthalt im Volk hesassen die zugesetzten Bienen, ihren
Funktionen entsprechend (Ammenbienen) voll entwickelte Futtersaftdriisen (Mittel-
wert 3,30 und 3,55, Tab. 2). Das Hydrolysierungsvermogen der Driisenextrakte
dieser Bienen war hei beiden Stimmen verhiltnismassig schwach. Nach 24 Stunden
enthielten die Lésungen noch rund 6o p. 100 unabgebauter Saccharose ; nach 100
Tagen war die Hydrolyse noch nicht abgeschlossen, in den Idsungen fanden sich
noch ca 20 9, des vorgelegten Zuckers (Tab. 3, Abb. 3). Zu Beginn der Spaltung
erschien in den Chromatogrammen Glukose allein (Nigraserie), oder in grdsseren
Mengen als Fruktose (Krainerserie), im spiteren Verlauf lag das Fruktose/Glukose-
Verhiltnis meist knapp tiber 1,0 (Tab. 3). An weiteren Abbauprodukten erschies en
in den Chromatogrammen nur schwache Flecke des I'risaccharids « a » (a-Maltosyl-
B-D-fructofuranosid).

Bei den nach 21 Tagen aus dem Volk entnommenen Stockbienen waren die
Pharynxdriisen noch gut entwickelt (Mittelwert 3,00 und 2,65, Tab. 2). Die Saccha-
rosehydrolyse verlief in dieser Serie wesentlich schneller ; sie war bei den Nigra-
bienen nach 24 Stunden, bei den Krainer-Bienen nach 10 Tagen abgeschlossen (Tab. 3,
Abb. 3, 4). Das Fruktose-Glukose-Verhiltnis zeigte durchwegs die fiir Pharynx-
driisenextrakte charakteristischen, knapp iiber oder unter 1,0 liegenden Werte
(Tab. 3). An weiteren Abbauprodukten erschienen auch hier, zu Beginn der Hydrolyse
nur schwache Flecke des Trisaccharids « a » in den Chromatogrammen (Abb. 4).
Diese Serie entspricht den in friiheren Arbeiten beschriebenen Versuchen, in welchcn
stets 3 Wochen alte, in Pflegevilkern zugesetzte Bienen verarbeitet wurden (MAURIZIO,
1957, 1962).

Annales de I'Abeille. — 1962. 4
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Noch intensiver war die Fermentwirkung der Extrakte aus 28 Tage alten Bienen,
deren Pharynxdriisen einen deutlichen Entwicklungsriickgang zeigten (Mittelwert
1,85 und 1,60, Tab. 2) Die Hydrolyse war hier, bei beiden Stimmen schon nach
10 Stunden abgeschlossen, der vorgelegte Zucker vollig verschwunden (Tab. 3, Abb.
3,4). Das Verhiltnis der Hexosen lag in der Regel knapp iiber oder unter 1,0, nur zu
Beginn der Hydrolyse wurde mehr Fruktose als Glukose gebildet. Die Abbaupro-
dukte beschrinkten sich, wie in den {ibrigen Serien auf Hexosen und schwache

Flecke

des Trisaccharids « a » (Abb. 4).

TABELLE 3

Verlauf der Saccharose-Hydrolyse unter der Wirkung
der Pharynxdriisenextrakte von Nigra- und Krainerbienen ver-
schiedenen Allers vm freifliegenden Volk

J Nigrabienen ! i Krainerbienen
Alter Zeit nach | Zuckerarten in %, ‘ Verhilt- | Zuckerarten in 9 Verhilt-
der Versuchs- | - nis | nis
Bienen beginn Fruk- Glu- \ Saccha- | Fr./GL ‘ TFruk- Glu- | Saccha- | I'r./GL
tose kose rose | tose kose rose
_ - =
1 Stunden { 8,6 95 | 81,0 0,90 1,4 98,6
2 Stunden — — o= — 2.2 47,8
4 Stunden 15,8 13,9 ¢ 70,3 ¢ 1,14 — — —
10 Stunden 23,7 17,0 | 59,3 ‘ 1,39 13,2 11,1 75,7 1,19
2% Stunden 97,0 296 ‘ 506, 1,19 17,9 20,6 61,5 0,87
10 Tage 3 Tage ) 25,9 | 33,1 | 1,58 42,4 96,0 31,6 1,63
10 Tage ‘ 39,0 30,5 30,5 1,98 48,0 21,9 30,1 2,19
21 Tage 48,9 31,2 ‘ 99,3 1,25 41,1 29,7 19,2 1,38
35 Tage 40,2 31,6 | 28,2 1.7 41,5 20,4 99,1 1,41
54 Tage 40,9 35,0 | 28 1,18 37,1 33,1 39,8 1,12
70 Tage 2,9 37,0 | 208 1 114 43,3 36,6 20,1 1,18
100 Tage I D205 1,26 493 1 331 17,6 1,49
1 Stunde 1 207 | 21,1 | 49,2 1,41 36,7 94,7 38,6 1,49
2 Stunden | 29,2 | 281 ' 42,7 1,04 93,9 43,0 31,1 0,60
4 Stunden | 35,0 32,9 32,1 1,06 359 39,7 24,4 0,90
10 Stunden | 42,9 44,2 1 12,9 0,97 43,3 47,3 9.4 0,91
24 Stunden 478 41,2 11,0 1,16 50,9 49,1 1,04
21 Tage ;iOT';ge R 45,5 j 7,2 1,04 52,0 48,0 ‘ 1,08
age P — | — —_ i
91 Tage | sos | oaon | 1,03 47,8 | 522 0,92
35 Tage C53,0 0 470 Co1,13 52,0 ¢ 48,0 1,08
54 Tage 56,5 | 435 1,29 58,3 41,7 [ 1,39
70 Tage o524 47 A0 50,6 49,4 11,02
100 Tage 52,4 47,1 ‘ 1,12 52,6 47,4 1,11
1 Stunde 24,7 ' 8,1 ‘ 67,2 3,00 19,0 ’ 11,0 70,0 | 1,73
3 Stunden 31,5 1 26,6 44,9 1,08 | 252 1 95 65,3 | 2,65
4 Stunden 42,3 1 34,2 ma 0 1L,2% 0 45,2 | 45,5 9,3 0,99
10 Stunden 53,5 46,5 o115 49,1 1 50,0 0,96
24 Stunden 52,7 | 47,3 N B ; 52,5 1 47,5 1,10
3 Tage A% 51,6 0,94 50,7 49,3 1,03
28 Tage 10 Tage _ 0 ; Lo ‘ 0 h
21 Tage 50,8 49,2 | 1,03 | 458 | 54,2 'oo,84
35 Tage 52,9 47,1 o112 ) 514 48,6 1,06
54 Tage 51,1 48,9 | 1,04 "osL,3 48,7 1,05
70 Tage | 50,7 49,3 | 1,03 | 499 50,1 0,99
100 Tage 92 | 508 " 0.97 86,2 | 638 0,57
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Die Versuche mit Bienen aus dem freifliegenden Volk zeigen eine parallel zum
Funktionszustand der Pharynxdriisen verlaufende Abstufung der Aktivitit der Ex-
trakte, wobei zwischen Nigra- und Krainerbienen keine messbaren Unterschiede vor-
handen sind. Von der sehr geringen Fermentaktivitit bei frisch geschliipiten Bienen,
steigert sich die Wirksamkeit der Extrakte bei 1o-tdgigen Ammenbienen und
21-tagigen Stockbienen, und erreicht den Hohepunkt bei den 28 Tage alten Flugbienen.
Ob dieser Zustand bis zum natiirlichen Alterstod der Bienen andauert konnte nicht

\
hY
80 N — Nigrabienen
~ . .
S aemeel Krainerbienen
o 60
o
I\
Q 40
20
80
c
]
c
pd
4]
[N
]
©
[
2
<

N
N

124 10 24 3 0 29 35 54 70 100
Stunden Tage nach Versuchsbeginn

ABR. 3. — Verlauf der Saccharose-Hydrolyse unter der Wirkung des Pharynxdriisenexirakies von Nigra- und
Krainerbienen verschiedenen Allers im freifliegenden Volk

¥16. 3. — Déroulement de I'hydrolyse du saccharose sous Uaction des extraits de glandes pharyngiennes
d’abeilles noires el carnioliennes d’dges variables dans la colonie libre

festgestellt werden, weil es sehr schwer ist im Sommer im normalen Volk nach mehr
als 4 Wochen gezeichnete Bienen in geniigender Zahl zu finden. Anhand der Chroma-
togramme l4sst sich die physiologische Umstellung der Pharynxdriisenfunktion von
der Futtersaft- zur Fermentabsonderung verfolgen. Meine Ergebnisse bestitigen
demnach die Beobachtungen von Kosmin und Komarow, die fanden, dass die Wir-
kung von Pharynxdriisenextrakten bei 21 und 31 Tage alten Bienen am stirksten
ist, bel dlteren Tieren etwas absinkt, jedoch bis zum 40. Lebenstag stirker bleibt als
bei jlingeren Stockbienen (bis zum 18. Lebenstag).
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FERMENTAKTIVITAT DER PHARYNXDRUSEN
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226 A. MAURIZIO

3. — FERMENTAKTIVITAT BEI GEKAFIGTEN,
AUT VERSCHIEDENER DIAT GEHALTENEN BIENEN

Der Rest der Jungbienen wurde im Alter von ca 24 Stunden in Liebefelder Kafigen
eingeschlossen und im einen mit reinem Zuckerteig, im andern mit einer Mischung
aus Zuckerteig und 15 Y, Pollenhoschen gefiittert. Da fermentphysiologische
Versuche mit quantitativer papierchromatographischer Auswertung sehr zeitrau-
bend sind, und frithere Versuche weitgehende Uebereinstimmung zwischen Bienen
der Nigra-und Krainerrasse gezeigt hatten, beschrankten sich die Kifigserien
auf Krainerbienen.

Die Bienen wurden nach 10- und 24-tdgigem Aufenthalt aus den Kifigen ent-
nommen und die herauspriparierten Pharynxdriisen zu FExtrakten verarbeitet.
Tabelle 4 und die Abbildungen 5 und 6 zeigen die Resultate dieser Versuchsserien.

TABELLE 4

Verlauf der Saccharose-Hydrolvse wnter der Wirkung
der Pharynxdriisenextrakte von gekidfigten, auf verschiedener
Diat gehaltenen Krainervbienen verschiedenen Allers

‘ | Zuckerfutter ‘ Pollenfutter
Alter Zeit nach | Zuckerarten in °; Verhiilt- | Zuckerarten in % Verhiilt-
der Versuchs- : nis — nis
Bienen ;  beginn " Fruk- 1 Glu-  Saccha- | IrfGL - Fruk- ! Glu- ; Saccha- | Fr./GlL
\ tose | kose | rose ¢ tose | kose | rose
Sl e il Nt NS
i Stmde 800 | 83 | w87 R 13,4 93 | 77 1,44
;2 Stunden ¢ 13,2 1L3 L 755 1,17 22,8 24,6 52,6 0,93
' 4 Stunden 17,5 1 18t | 644 ‘ 0,97 . 295 34,2 36,3 0,86
10 Stunden 32,6 1335 1 320 092, 33,3 454 | 16,3 0,84
2% Stunden | 47,8 37,0 | 15,1 1,29 ‘ 43,8 52,3 ! 3,9 0,84
3 Tage 49,6 47,7 27 1 1,0% 48,6 51,4 0,95
10Tagci 10 Tage bosoz 49,3 1 | 1,03 50,0 500 | 1,00
| 21 Tage 0,9 49,1 ) 1,04 33,8 46,2 | 1,16
I 35 Tage sht o ans 1,23 54,0 46,0 1,17
54 Tage 50,5 49,5 . P ‘ 50,4 49,6 1,02
10 Tage ‘ 50,5 49,5 ‘ P02 48,2 51,8 ! 0,93
100 Tage s | 505 |08 49,9 50,1 i 0,99
1 Stunde | T Eos00 327 | 073 1,20
2 Stunden ; 00 COAS,b 38,2 | 16,2 1,19
4 Stunden ! 100 53,7 46,3 1,16
10 Stunden | SO0 99,0 49,1 50,9 0,96
24 Stunden ! o, 26,3 85,6 | 1,07 1 51,7 48,3 ] 1,07
2% tage 3 Tage 43,7 ‘ 12,3 13,5 ' L02 | 54, 46,6 | 1,15
10 Tage S A Y 1,12 57,1 42,9 1,33
21 Tage W08 50,7 0,97 529 oA 1,12
" 35 Tage U A KA N 50,7 1493 1,03
54 Tage J A6,1 53,9 L0647z |58 0,89
70 Tage | 50,0 50,0 | L0 B A6y | 1,13
100 Tage LS T R | 1.02 22,1 47,9 | 1,09

|
\

Schon bei den 10 Tage nach dem Einschliessen aus den Kafigen entnommenen
Bienen sind gewisse Unterschiede des Entwicklungszustandes der Futtersaftdriisen
vorhanden. Die Driisen der auf reiner Zuckerdiit lebenden Bienen sind im Vergleich
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zum Zustand beim Schliipfen leicht riickgebildet (Mittelwert 1,35, gegen 2,15, Tab. 2) ¢
bei den mit Pollen ernihrten Bienen haben sie sich dagegen weiter entwickelt
(Mittelwert 2,85).

Die Driisenextrakte der Bienen aus beiden Kifigen waren aktiver gegeniiber
Saccharose, als die sofort nach dem Schliipfen hergestellten. Der Abbau begann schon
nach einer Stunde und war spitestens nach 1o Tagen abgeschlossen. Dabei zeigte
der Extrakt aus « Pollenbienen » einen gewissen Vorsprung, indem die Hydrolyse etwas
schneller verlief und die Iosungen nach 3 Tagen keine unabgebaute Saccharose mehr
enthielten (Tab. 4, Abb. 5 und 6). Das Fruktose/Glukose-Verhéltnis war mit Werten
um 1,0 in den Parallellésungen annihernd gleich. Neben Hexosen erschienen in den
Chromatogrammen nur noch schwache Flecke des Trisaccharids « a » (Abb. 6).

Zuckerfutter
_____ Pollenfutter

c
]
c
2
[24]
[N
[
o
L
2
<

o

o

°

A

N

\
124 10 24 3 10 21 3 64 70 100
Stunden Tage nach Versuchsbeginn
ABB. 5. — Verlauf der Sacchavose-Hydrolyse unter der Wirkung des Pharynxdrilsenextrakies von gekafigten,
auf verschiedener Didat gehaltener Krainerbienen verschiedenen Allers
FiG. 5. — Déroulement de I'hydrolyse du saccharose sous Uaction des extraits de glandes pharyngiennes

dabeilles carnioliennes d’Gges variables, encagées et soumises d des régimes différents

Noch deutlicher und ausserordentlich instruktiv ist der Hydrolyseverlauf in
den nach 24 Tagen hergestellten Extraktlosungen. Hier war die Aktivitit der Ex-
trakte aus « Pollenbienen » so stark, dass die I,6sungen nach 4 Stunden keine Saccha-
rose mehr enthielten. Die Extrakte aus « Zuckerbienen » waren dagegen so schwach
wirksam, dass die Hydrolyse nach 10 Stunden knapp begann und erst nach 1o Tagen
abgeschlossen war (Tab. 4, Abb. 5, 6). Das Fruktose/Glukose-Verhiltnis bleibt mit
Werten um I,0 in beiden Serien unverindert. Das Spektrum der Abbauprodukte
entspricht den iibrigen Serien mit Pharynxdriisenextrakten, d. h. es enthielt neben
Hexosen nur noch schwache Flecke von a-Maltosyl-3-D-fructofuranosid (Abb. 6).

Dem Aktivititsunterschied zwischen den Extrakten aus verschieden erndhrten
Bienen, entsprechen deutliche Unterschiede des Entwicklungsgrades der Pharynx-
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230 A. MAURIZIO

driisen. Wihrend sich die Driisen der « Zuckerbienen » weiter riickgebildet haben (Mit-
telwert 1,15), bauten die « Pollenbienen » ihre Driisen weiter auf, und erreichten
anndhernd die fiir Ammenbienen im Volk charakteristischen Werte (Mittelwert
3,05, Tab. 2). Dabei werden offenbar bei gekiifigten, mit Pollen erndhrten Bienen nicht
nur Eiweissreserven in den Driisen angelegt, sondern gleichzeitig auch die invertie-
renden Fermente aktiviert.

Die Emahrung und der damit verbundene physiologische Zustand der Bienen
iibt demnach einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivierung des invertierenden
Fermentes in den Pharynxdriisen der Honigbiene aus, wobei Pollen offenbar not-
wendig ist um das Ferment zur vollen Wirksamkeit zu bringen. Offen bleibt die Frage,
welche Bestandteille des Pollens die Fermentaktivierung beeinflussen und ob Un-
terschiede der Wirksamkeit zwischen verschiedenen Pollenarten vorhanden sind.

ZUSAMMENFASSUNG UND DISKUSSION DER ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurde das Hydrolysierungsvermogen des Pharynx-
driisenfermentes verschieden alter und verschieden ernihrter Bienen gegeniiber
Saccharose, mit Hilfe der quantitativen Papierchromatographie gepriift. Die Ver-
suche wurden mit Pharynxdriisenextrakten (in einer Serie ausserdem mit Mittel-
darmextrakten) aus Bienen der Nigra- und Krainerrasse ausgefiihrt. Die Bienen wur-
den zum Teil sofort nach dem Schliipfen, zum 7Teil nach 10-, 21- und 28-tigigem Au-
fenthalt im freifliegenden Volk, und nach 10- und 24-tigigem Aufenthalt im Kifig
(bei Zucker- und Pollendidt) verarbeitet. Untersucht wurde der Entwicklungszustand
der Pharynxdriisen, der Verlauf der Saccharosehydrolyse und das mengenmissige
Verhiltnis der gebildeten Hexosen.

Ergebnisse :

1. Bei frisch geschliipften Bienen verhalten sich Pharynxdriisen- und Mittel-
darmefermente vollig anders als bei erwachsenen Bienen. Das Mitteldarmferment ist
bei der schliipfenden Biene schon aktiv und hydrolysiert die vorgelegte Saccharose
innerhalb weniger Stunden ; das Pharynxdriisenferment ist sehr schwach wirksam
und knapp fahig Saccharose anzugreifen (Tab. 1, Abb. 1,2). Die Biene kommt dem-
nach mit einem fermentativ funktionsfihigen Darm, jedoch fermentphysiologisch
« unreifen » Pharynxdriisen zur Welt.

2. Bei freifliegenden Sommerbienen im normalen (weiselrichtigen und briitenden)
Volk bestehen alters- und funktionsbedingte Unterschiede der Aktivitit der Pha-
rvnxdriisenfermente. Die Fermentwirkung steigert sich von der Jungbiene, zur
10 Tage alten Ammenbiene und der 21 Tage alten Stockbiene, und erreicht ihren
Hohepunkt bei der 28 Tage alten Flugbiene. Bei dierse wird die vorgelegte Saccha-
rose durch die Pharynxdriisenextrakte innerhalb von 1o Stunden vollkommen ab-
gebaut (Tab. 3, Abb. 3,4). Diese Aktivitdtssteigerung entspricht dem Funktions-
wechsel der Pharynxdriisen von der Futtersaftproduktion (Ammenbiene mit voll ent-
wickelten Driisen) zur Fermentabsonderung (Flugbiene mit riickgebildeten Driisen).

3. Bei gekdfigten Bienen lisst sich ein direkter Zusammenhang zwischen der Be-
schaffenheit des Futters und der Aktivitdt des Pharynxdriisenfermentes verfolgen.
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Die beim Schliipfen sehr geringe Fermentaktivitit steigt zundchst, und ist nach 1o-
tigigem Aufenthalt im Kifig bei « Zucker- » und « Pollenbienen » sehr dhnlich. Dann
aber steigert sich das Hydrolysierungsvermogen der Extrakte aus pollenernidhrten
Bienen so stark, dass es die Wirkung von Extrakten aus Flugbienen im Volk erreicht
(vélliger Saccharoseabbau innerhalb von 4 Stunden). Das Ferment der auf Zucker-
diat gehaltenen Bienen vetrliert dagegen nach lingerem Aufenthalt im Kifig an Wirk-
samkeit, so dass die Saccharosehydrolyse verspitet beginnt und erst nach 1o Tagen
abgeschlossen ist (Tab. 4, Abb. 5, 6). Es kann daraus geschlossen werden, dass die
schliipfende Biene zwar fihig ist bei reiner Zuckerdiit ihre Pharynxdriisenfermente
eine Zeitlang aktiv zu erhalten, dass zaur maximalen Fermentaktivierung aber Pollen-
erndhrung unbedingt notwendig ist.

4. Die durch Alter, Ernihrung und physiologischen Zustand bedingten Unter-
schiede wirken sich nur auf den zeitlichen Hydrolyseablauf, nicht aber auf das Spek-
trum der Abbauprodukte und das gegenseitige Mengenverhiltnis der gebildeten
Hexosen aus.

5. Zwischen Bienen der Nigra- und Krainerrasse waren in diesen Versuchen keine
Unterschiede festzustellen.

Requ pour publication en mai 1962.

RESUME

HYDROLYSE DU SACCHAROSE SOUS L’ACTION DE L'INVERTASE DES GLANDES PHARYNGIENNES
ET DE L'INTESTIN MOYEN DE L’ABEILLE (Apis Mellifica L.)
5. INFLUENCE DE L’AGE ET DE L’ALIMENTATION DES ABEILLES SUR L’ACTIVITE
ENZYMATIQUE DES GLANDES PHARYNGIENNES

Le présent travail a pour objet I’étude au moyen de la chromatographie quantitative sur papier
du pouvoir hydrolysant a I’égard du saccharose des enzymes des glandes pharyngiennes d’abeilles
d’age divers et ayant recu une alimentation variable. Des expériences ont été faites avec des extraits
de glandes pharyngiennes (et dans une série avec des extraits d’intestin moyen) provenant d’abeilles
de races noire et carniolienne. Les abeilles ont été soumises aux essais en partie aussitot aprés
Péclosion, en partie aprés 10, 21 et 28 jours de séjour dans une colonie libre et aprés un séjour de
10 et 24 jours en cagette, avec alimentation 4 base de sucre et de pollen. On a examiné I’état de dévelop-
pement des glandes pharyngiennes, ’hydrolyse du saccharose et la proportion des différents hexoses
formés.

Résuliats

19 Les enzymes des glandes pharyngiennes et de l'intestin moyen se comportent d’une fagon
totalement différente chez les abeilles naissantes et chez les abeilles adultes. L’enzyme de I'intestin
moyen est déja actif chez 'abeille naissante et hydrolyse le saccharose en espace de quelques
heures ; 'enzyme des glandes pharyngiennes est trés peu actif et tout juste capable d’attaquer
le saccharose (tableau 1 — fig. 1 et 2). L’abeille vient donc au monde avec un intestin fonctionnel
du point de vue enzymatique, mais avec des glandes pharyngiennes physiologiquement immatures.

2° Chez les abeilles volant librement et appartenant & une colonie normale (pourvue d’une
reine et de couvain), il existe des différences d’activité des enzymes des glandes pharyngiennes
qui sont sous la dépendance de 1’Age et des fonctions. L'activité enzymatique augmente de I'abeille
jeune 4 'abeille nourrice igée de 10 jours et & I'abeille d’intérieur de 21 jours ; elle atteint son maximum
chez les butineuses dgées de 28 jours. Chez ces derniéres, le saccharose présenté est hydrolysé par
les extraits de glandes pharyngiennes en 10 heures, de fagon totale (tableau 3 — fig. 3 et 4).
Cette augmentation d’activité correspond au changement de fonction des glandes pharyngiennes
qui passent de la production de gelée royale (abeille nourrice avec glandes pleinement développées),
a la production d’enzymes (butineuses avec glandes régressées.)

3% Chez les abeilles encagées, on peut observer une relation directe entre la nature de la nourri-
ture et l'activité de 'enzyme des glandes pharyngiennes. L’activité enzymatique, trés faible a la
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najssance, conumence par croitre et elle est, aprés dix jours de séjour en cagette, identique chez
les abeilles nourries au sucre et chez les abeilles nourries au pollen. Puis, le pouvoir hydrolysant
des extraits augmente chez les abeilles nourries au pollen avec une telle intensité qu’il atteint celui
des extraits des abeilles butineuses libres (hydrolyse totale du saccharose en 4 heures). L’enzyme
des abeilles maintenues & un régime sucré perd par contre de son activité apres un certain temps
de séjour en cagette, de telle sorte que ’hydrolyse du saccharose ne commence qu’avec retard et
ne s’achéve qu’aprés 1o jours (tableau 4 — fig. 5 et 6). On peut en conclure que T’abeille naissante,
au régime purement sucré, est certes capable de maintenir actives, pendant un certain temps, ses
glandes pharyngiennes, mais que l'activation maximale de 'enzyme exige une alimentation polli-
nique.

49) Les différences d’activité qui dépendent de 1’Age, de I'alimentation et de 1'état physiolo-
glque, ont une action sur le temps nécessaire a ’hydrolyse, mais non pas sur le spectre des produits
de cette hydrolyse, ni sur les proportions des ditférents hexoses formés.

59 Dans les expériences décrites, on n'a pu mettre en évidence aucune différence entre abeilles
de race noire et abeilles de race carniolienne.

SUMMARY

BREAKDOWN OF SUGARS BY INVERTING ENZYMES IN THE PHARYNGEAL GLANDS AND THE MIDGUT
OF THE IIONEYBEE (Apis mellifica L.)

5 EFFECT OF THE BEES AGE AND FFOOD ON THE ENZYME ACTIVITY OF TIIE PHARYNGEAL GLANDS

In the present study, the hydrolysing effect on sucrose, of the ferment in the pharyngeal glands
of bees of different age and feeded differently was examined by means of quantitative paper chro-
matography. The experiments were carried out with extracts from the pharyngeal glands (in one
series, moreover, with extracts from the midgut) of bees of the Nigra and Carniolan race. The bees
were examined partly immediately after emerging, partly after a 10-, 21- and 28-day stay in a
freely flying colony and after a 10- and 24-day stay in the cage (sugar and pollen diet). The deve-
lopment state of the pharyngeal glands, the course of the sucrose hydrolysis and the quantitative
proportion of the hexoses formed were examined.

The results of this investigation are contained in tables 1 to 4, figures 1 to 6 and the discussion
on page 230/231...
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