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ZUM VORKOMMEN UND ZUR HERKUNFT DER FREIEN
AMINOSAUREN IN HONIG

Sur la présence et Uorigine des acides aminés libres dans le miel

Karl-Gustav BERGNER und Hansjérg HAHN
Institut fiir Lebensmittelchemie der Universitit Stuttgart

SUMMARY

AMINO ACIDS IN HONEY

1. In all the investigated honeys the following amino acids were determined : alanine,
arginine, glutamine /asparagine (determined together), histidine, isoleucine, leucine, lysine
phenylalanine, proline, serine, threonine, tyrosine and valine.

Cystine, 4-hydroxyproline, methionine and tryptophan were found only in some honeys
(tables C and D).

2. In honey made from sugar fed directly to bees the absolute content of amino acids
varied, but the proportions of different acids were strikingly similar (table A). This is explai-
ned by assuming that the bees add varying amounts of their secretion containing amino
acids.

3. Examination of the contents of foragers’ honey sacs (table B) showed that amino
acids were added already during foraging. Proline is added in an amount by far the largest.

4. Only exceptionally was it possible to characterize honey types according to their
content of amino acids; f. i. Salvia honey which contains an unusually large amount of phenyl-
alanine.

5. In other honeys it was attempted to evaluate the proportion of individual amino
acids by determining from their proline content the amount of secretion added by bees. This
was successful only with Rape honey (fig. 3). In the other honeys, the relative amino acid
content was calculated in relation to proline = 1 000. This ¢ ratio ’ is shown by graph (fig.
1+ 2).

The great number of variables is pointed out on which the amino acid content of honey —
especially honeydew honey — depends.

6. As shown by Selvia honey it might be possible to use peptides or proteines for characte-
rizing honeys.

7. The amino acid content of honey samples is not sufficiently affected by high tempera-

tures for it to be used as an indication of heat damage to honey or extremely long during
storage (table 4).
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ZUSAMMENFASSUNG

1. In allen Honigen konnten quantitativ bestimmt werden : Alanin, Arginin, Glutamin /
Asparagin (gemeinsam bestimmt), Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Phenylalanin, Prolin,
Serin, Threonin, Tyrosin und Valin.

Cystin, 4-Hydroxyprolin, Methionin und Tryptophan waren nur in einem Teil der Honige
nachweisbar (Tab. C und D).

2. In Zuckerfiitterungshonigen war — bei unterschiedlichen absoluten Aminosiurenge-
halten — die relative Aminosdurenzusammensetzung auffallend dhnlich (Tab. A)

Dies wird mit einer Zugabe von unterschiedlichen Mengen des aminosiurehaltigen Sekrets
der Biene erklirt.

3. Die Untersuchung des Honigblaseninhalts von Sammelbienen (Tab. B) zeigte, dall
bereits bei der Sammeltiitigkeit eine Aminosiduren-Zugabe erfolgt. In weitaus grifiter Menge
wird Prolin zugegeben.

4. Eine Charakterisierung von Honigsorten durch den Aminosiurengehalt war nur in
Sonderfillen méglich, z.B. bei Salbeihonig, der ausserordentlich grosse Mengen Phenylalanin
enthilt,

5. Bei anderen Honigen wurde versucht, aus dem Prolingehalt des Honigs die von den
Bienen zugegebene Sekretmenge und damit den von den Bienen stammenden Anteil jeder
einzelnen Aminosiiure zu errechnen. Dies fiihrte nur bei Rapshonig zu einem Ergebnis (Abb.
3). Fiir die iibrigen Honige wurde der relative Gehalt jeder Aminosidure, bezogen auf Prolin
= 1000, berechnet. Diese ¢ Verhiltniszahl * wurde graphisch dargestellt (Abb. 1 und 2).
Auf die grosse Zahl Variabler, die den Aminosiurengehalt eines Honigs — insbesondere eines
Honigtauhonigs — bestimmen, wird hingewiesen.

6. Am Beispiel eines Salbeihonigs wird gezeigt, dafl moglicherweise Peptide bzw. Proteine
zur Sortencharakterisierung von Honigen herangezogen werden kénnen.

7. Die Verinderungen im Aminosidurengehalt von Honigproben, die bei erhéhter Tempe-
ratur gelagert worden waren, sind nicht so grof3, daB sich dadurch eine Wirmeschidigung
oder eine Uberlagerung von Honig nachweisen liesse (Tab. 4).

I. — EINFUHRUNG

Der Gehalt an freien Aminosiuren wird zur Beurteilung von Herkunft,
Herstellungsweise, Lagerung und Verderb der verschiedenartigsten Lebens-
mittel herangezogen. Auch fiir die Beurteilung von Honigen kénnten die
freien Aminosduren Bedeutung haben; die Ergebnisse der bisherigen Untersu-
chungen reichen dazu jedoch noch nicht aus. Eine Ubersicht iiber die qualita-
tiven oder quantitativen Befunde der wichtigsten Arbeiten geben die Tabellen
1 und 2. Die unterschiedlichen Befunde der einzelnen Autoren lassen sich
woh! nicht allein auf Unterschiede in den untersuchten Honigen, sondern
auch auf die verschiedenartigen Methoden zur Aufarbeitung, Trennung und
Bestimmung der Aminosiduren und die dadurch bedingten unterschiedlichen
Nachweisgrenzen zuriickfiithren.

TaBLEAU 1.

+ :in jedem der untersuchten Honige nachgewiesen = mis en évidence dans chacun des miels examinés

(+) : nur in einem Teil der untersuchten Honige nachgewiesen = mis en évidence seulement dans une partie
des miels examinés

1) Leucin und Isoleucin nicht getrennt = Leucine et isoleucine non séparées

2) Phenylalanin und Tryptophan nicht getrennt = Phénylalanine et Tryptophane non séparés

AAT = Anionenaustausch == échange d’anions

DC = Diinnschicht-Chromatographie = chromatographie sur couche mince

DNP = Dinitrophenyl = Dinitrophényl

EPh = E]ektrophorese = Electrophorése

Extr. = Extraktion mit organ. Losungsmitteln = Extraction par solvants organiques

JC = Ionenaustausch-Chromatographie = Chromatographie échangeuse d’ions

KAT = Kationer L h = échange de cations

PC = Papier-Chromatographie = chromatographie sur papier

Nota : L’abréviation bzw. signifie : respectivement.
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Im einzelnen ist zu bemerken :

Auf den hohen Prolingehalt von Honig (45 bis 80 9, der Summe der
freien Aminoséuren) wies zuerst KoMaMINE (1960) hin. MosTowska (1965)
verglich die Aminosduren-Gehalte von Nektaren und « Einartenhonigen »
(Honigen aus dem Nektar nur einer Pflanzenart) und fand bei den Honigen
geringere Schwankungen im Aminosiurengehalt als bei den entsprechenden
Nektaren.

TABELLE 2. — Gehalt von Honigen an freien Aminosiuren
TABLEAU 2. — Teneur en acides aminés des miels
Autoren Jahr n Mol /g Honig
Auteurs Année n Mol /g de miel

TILLMANS und KIESGEN .......oiiitiniinnninnnnnannnns 1927 4 500. bis 17 000
jusque
GOTTFRIED .. .tovvtunreueroneronnasoessosroneesnnnssnss 1929 3 000 bis 20 000
DE BOER ...ttt ieinnaeneneaan 1947 1750 bis 17 500
LOTHROP und GERTLER ........ccuovevveeennneaenennnnns 1933 1400 bis 3 600
SCHUETTE und BALDWIN ......civiiiiriiirennnnneonnnns 1944 570 bis 27 000
CurTI und RIGANTI ... ... .. iiiiiiiiiiiiiiannann, 1966 3 000 bis 14 000
MiIcHELOTTI und MARGHERI ......cc0vvuvennneenneannann 1969 2 400 bis 4900
BERGNER und KOROMI .........ciiiiiinriniinnennnnnn, 1968 2 300 bis 3100

zum Vergleich :
a titre de comparaison :

eigene Untersuchungen ..................oooiiiiiiinn. 1970 2 000 bis 17 000

recherches personnelles

Um den Vergleich zu erleichtern, sind die Werte auf nMol /g umgerechnet.
Pour faciliter la comparaison les valeurs sont transformées en nMol /g.

Einen Zusammenhang zwischen dem Aminosiuren-Gehalt und dem
botanischen Ursprung der Proben stellten bereits LoTHroP und GERTLER
(1933), pE Bar (1947) und auch Curti und Ricanti (1966) fest. Dagegen
nahmen BAUMGARTEN und MéckEscH (1965) eine Herkunft der freien Amino-
sduren des Honigs aus den Driisensekreten der Biene an. Auf einen von der
Biene stammenden Anteil wiesen BERGNER und Korom1 (1968) nach Untersu-
chung von Zuckerfiitterungshonig hin.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, zuniichst eine moglichst grofle Zahl
der freien Aminosduren in Honigen quantitativ zu bestimmen und die natiir-
lichen Schwankungen ihrer Mengen zu erfassen. Ferner sollte versucht werden,
den von der Biene stammenden Anteil der freien Aminosiuren des Honigs
zu ermitteln, um feststellen zu kénnen, ob aus dem Aminosiuren-Gehalt
eines Honigs Riickschliisse auf die von der Biene gesammelten Rohstoffe (die
Tracht) méglich sind :
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1. zur Charakterisierung einzelner Honigsorten (neben Pollenanalyse
und organoleptischer Priifung),

2. zum Nachweis einer Verfilschung von Honig durch Zuckerfiitterung
wihrend der Trachtzeit.

Nebenher sollte gepriift werden, ob aus dem Aminosiurengehalt eine
Wirmeschidigung oder eine Uberlagerung eines Honigs erkannt werden kann.

IIl. — METHODIK

Uber die Ausarbeitung einer Methode zur Isolierung der freien Amino-
sduren aus Honig unter Abtrennung von Kohlenhydraten, Peptiden und
Proteinen mittels einer Kupfer-Chelatharz-Siule, sowie zur Bestimmung der
Aminosduren mittels der automatisierten Ionenaustausch-Chromatographie
nach SPACKMAN, STEIN und MooRE wurde gesondert berichtet (Hanx 1970;
BeErceNER und Hann 1972).

2.1. — Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Zuckerfiitterungshonige

Fiir die Zuckerfiitterungshonige A und B wurde jeweils ein kleines Volk der Krainer

Biene (Apis mellifica carnica) auf gut geschleuderte, pollenfreie Waben gesetzt. Die weitere
Behandlung erfolgte unterschiedlich :

Zuckerfiitterungshonige A : Haltung der Bienen in einem Bienenflugraum (ca. 3 X 6 m) bei
23 bis 26°C und etwa 40 9 rel. Feuchtigkeit. Kiinstliche Beleuchtung mit Leuchtstoffrhren
hinter Mattglas; gleiche Tages- und Nachtlingen mit jeweils 30 min « Dimmerung » (stufen-
weises Ein- baw. Ausschalten der Beleuchtung). Fiitterung der Bienen im Stock und ca. 4 m
vor dem Flugloch mit Zuckerlésung 1 : 2. Nach einigen Tagen kehrten die meisten der ausge-
flogenen Bienen gegen Ende der Lichtperiode in den Stock zuriick. Nur ein geringer Anteil
der zu Anfang von der Konigin abgelegten Eier entwickelte sich zu gedeckelter Brut.

Zuckerfiitterungshonige B : Haltung der Bienen im Freien mit einer verdrahteten Flugveranda
(30 x 30 x 25 cm) vor dem Flugloch. Fiitterung mit Zuckerlésung 1 : 2 innerhalb des Stocks
und in der Flugveranda. Es entwickelte sich keine gedeckelte Brut.

Die Zuckerfiitterungshonige A,, A, und A, wurden durch Schleudern, alle iibrigen durch
Aussaugen der Zellen mit einer Kapillare (Wasserstrahlpumpe) gewonnen.

Honigblaseninhalt.

Etwa 40 vor dem Flugloch abgefangene Flugbienen (Apis mellifica carnica) wurden in ei-
nem kleinen Kiifig etwa 1 h lang ausgehungert und dann mit ca. 80 9, iger Saccharoselésung
gefiittert. Die Bienen wurden mit CO, kurz betiubt und dann durch leichten Druck auf den
Hinterleib zur Abgabe des Honigblaseninhalts veranlafit (Honigblacerinhalt I). Danach wurden
dieselben Bienen noch einmal gefiittert und auf gleiche Weise Honigblaseninhalt IT gewonnen.

2.2. — Nachweis von Methioninsulfexid in Honig

Bei der Ionenaustausch-Chromatographie der aus Honig isolierten Amino-
siuren wurden zur Retentionszeit des Methioninsulfoxids zwei Substanzen
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gemeinsam eluiert (siehe 3.1). Zur Priifung, ob es sich bei einer dieser Substan-
zen um Methioninsulfoxid handelt, wurde die Perameisensiiure-Oxidation
verwendet, mit der Methionin iiber Methioninsulfoxid in Methioninsulfon
iibergefiihrt wird (BLAckBURN 1968). Bei der Ionenaustausch-Chromatographie
wird Methioninsulfon von Methioninsulfoxid getrennt, es wird jedoch zusam-
men mit Serin eluiert.

Der Aminosduren-Gehalt einer aus Honig gewonnenen Analysenlésung
(vergleiche Hann, 1970; BERGNER und Hann, 1972) wurde vor und nach
Perameisensiiure-Oxidation (Reaktionszeit 4 h bei 00 C) bestimmt. In der
oxidierten Probe war der gemeinsame Peak der beiden unbekannten Substan-
zen um eine 23 nMol Methioninsulfoxid /g Honig entsprechende Fliche kleiner;
die Fliche des gemeinsamen Peaks von Serin | Methioninsulfon hatte —
26 nMol Methioninsulfon /g Honig entsprechend — zugenommen. Die Vollstin-
digkeit der Perameisensidure-Oxidation wurde durch einen zweiten Ansatz mit
verldngerter Reaktionszeit (14 h) iiberpriift.

Die erhaltenen Werte stimmten im untersuchten Honig recht gut iiberein.

HI. — ERGEBNISSE

3.1. — Aminosduren

In allen untersuchten Honigen konnten Alanin, Arginin, Glutamin/
Asparagin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Phenylalanin, Prolin, Serin,
Threonin, Tyrosin und Valin nachgewiesen werden. Nicht erfassbar waren
in manchen Honigen Cystin, 4-Hydroxyprolin, Methionin und Tryptophan
(Erfassungsgrenze ca. 1 nMol/g). Eine weitere Gruppe von Aminosduren
(B-Alanin, y-Aminobuttersiure, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Glycin und
Ornithin) lieB sich nicht in allen Honigen nachweisen, z.B. weil bei der erforder-
lichen Aufarbeitung zu grofle Verluste auftraten, oder weil die Auftrennung
nur ungeniigend erfolgte (sieche BERGNER und Hamn 1972).

Freies 4-Hydroxyprolin, das bisher in Honig noch nicht beobachtet
worden war, wurde durch das bei 440 nm liegende Absorptionsmaximum
der mit Ninhydrin gebildeten Firbung erkannt :

Absorptionsmaxima
Ninhydrin-Firbung Dinitrophenyl-Derivate
Iminosiuren
4-Hydroxyprolin 440 nm 380 nm
Prolin 440 nm 384 nm
Aminoséuren 570 nm 360 nm

Zur Bestitigung wurden die Dinitrophenyl-Derivate der aus Honig
isolierten  Aminosduren dargestellt, papierchromatographisch getrennt
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(BERGNER und K6Rr6MI 1968) und ihre Absorptionsmaxima bestimmt. Uber
das Vorkommen von Hydroxyprolin in Pollen — der Eiweiquelle der Biene —
berichteten AucLAIR und JamIiESON (1948) und VIRTANEN und Kar1 (1955).

Cystein wurde bisher nicht nachgewiesen; es ist im oxydierenden Milieu
des Honigs auch nicht zu erwarten. Nach WHiTE und ScHEPARTZ (1963)
enthilt Honig geringe Mengen Wasserstoffperoxid, entstanden bei der enzym-
katalysierten Oxydation von Glucose. Cysteinsiure, das Oxydationsprodukt
von Cystein bzw. Cystin, konnte allerdings auch nicht nachgewiesen werden.

Die Anwesenheit von Methioninsulfoxid konnte in allen untersuchten
Honigen wahrscheinlich gemacht werden.

Methioninsulfoxid wird bei der Ionenaustausch-Chromatographie der Aminosiuren
unmittelbar vor Hydroxyprolin eluiert. Die Chromatogramme aller Honige zeigten an dieser
Stelle einen Peak. Seine hiufig asymmetrische Form — in einigen Fillen auch eine Schulter —
deuteten darauf hin, daB zu dieser Retentionszeit zwei Substanzen gemeinsam eluiert
wurden. Durch Aminosidurebestimmung vor und nach Perameisensiureoxydation der
aus einem Honig isolierten Aminoséuren, wobei Methioninsulfoxid zu Methioninsulfon
oxydiert wird, konnte Methioninsulfoxid indirekt in einer Menge von ca. 25 nMol je g nachge-
wiesen werden (siehe 2.2). Die mit diesem gemeinsam eluierte Substanz konnte nicht identi-

fiziert werden, ebenso nicht eine zweite, die in allen Honigen in geringer Menge gefunden
wurde und die zwischen Cystathionin und Methionin eluiert wird.

Das Vorkommen von «-Aminobuttersiure (MAsLowskI und MosTowska,
1963) und von Athanolamin (KomaMINE, 1960) konnte nicht bestitigt werden.
Nicht nachweisbar war auch Taurin, das im Kéniginnenfuttersaft (PRATT
und Housg, 1949) und in der Hamolymphe der Honighiene (GLINSKI und
KosTaRrz, 1968) gefunden worden war, und das nach GiLmMour (1961) « in der
Himolymphe von Insekten weit verbreitet zu sein scheint ». Auch Livulin-
sdure, deren Vorkommen in Honig (als Abbauprodukt von Hydroxymethyl-
furfural) denkbar erscheint — sie kann durch Ionenaustausch-Chromatographie
unter den Bedingungen der Aminosiduren-Analyse ebenfalls bestimmt werden
{ZAacrARIUS und PORTER, 1967) — konnte nicht nachgewiesen werden.

3.2. — Zuckerfiitterungshonige

Um den von der Biene stammenden Aminoséiuren-Anteil im Honig zu
erfassen, wurden von Bienen aus reiner Saccharose-Losung erzeugte « Honige »
untersucht. Die Proben A, bis A;; wurden von demselben Volk durch Fiitterung
mit Zuckerlésung, ohne Eiweifzufuhr, gewonnen. Die Proben R, und B,
wurden bei gleicher Ernihrung, aber unterschiedlichen &ufleren Bedingungen
von einem zweiten Volk erhalten (siehe 2.1). In Tabelle A sind neben den
Aminosiduren-Gehalten noch angegeben : der Zeitpunkt der Probeentnahme
nach dem Beginn des Fiitterungsversuchs, die jeweils gewonnene Menge, der
Gesamtzuckergehalt (refraktometrisch bestimmt) und der Saccharosegehalt
(polarimetrisch bestimmt nach der Zerstérung reduzierender Zucker mit
Calciumhydroxid); (BERRE und DiRrinNeG, 1922).
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TABELLE A. — Freie Aminosduren in Zuckerfiitierungshonigen.

Obere Zahlenreihe: nMol /g
Untere Zahlenreihe : Verhiiltniszahlen (s. 4. 1)

TABLEAU A. — Acides aminés libres dans les miels de nourrissement au sucre.

Série de chiffres supérieure : nMol /g
Série de chiffres inférieure : nombres proportionnels (Voir 4. 1)

A A, A, A, A, A, A, A, A, A, Ay | An B, B,
Probenentnahme
Tage nach Beginn. . 3 5 10 13 17 20 24 27 34 48 55 4 30
Prélévement de I'échan-
tillon. Nombre de jours
apres le début ......
Mengeg ......... 600 780 85 75 70 60| 950{ 290 295, 235 45| 242 25
Quantitéeng .......
Gesamtzucker % .. i 11 5 3 70 72 74 76 80 81 81 62 62
Sucres totaux %.....
Saccharose % .... 6 3 1 1 1 3 21 21 34 37| 45 7 30
Ala ............. 36 34 35 34 31 35 6 5 6 6 11 88 8
14 15 8 8 8 9 8 8 6 6 12 15 6
Arg Liiiiiiiiinns 14 23 22 20 16 23 1 3 5 5 5 30 2
5 10 5 5 4 6 1 5 5 5 6 5 2
(CyS)z vvevvrennen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gln + Asn ....... 81 40 60 60 79 45 15 9 14 19 13| 130 19
31 18 14 14 19 12 21 14 15 19 15 22 15
His ........00n0s 28 30 48 44 40 39 4 4 5 3 3 46 3
11 14 11 10 10 10 6 6 5 3 3 8 2
Hyp...coovvenue. — —_— — — — — — — — — — 34 9
P 6 7
INe....covvvvnnnns 12 13 15 12 11 10 2 4 3 4 3 43 2
5 6 4 3 3 3 3 6 3 4 3 1 2
Leu.....oovvunen. 11 13 10 8 5 4 1 2 2 2 3 24 1
4 6 2 2 1 1 1 3 2 2 3 4 0,8
Lys coveevnnnanns 140| 200| 260 280| 220| 200 4 34 33 21 18| 270 2
54 91 62 64 54 53 6 53 35 21 20, 47 9
Met...oovvvnnnnnn 1 2 2 2 2 3 1 1 1 1 1 0,5/ 0,1
0,4 1 0,5 0,5 0,5 0,8 1 1 1 1 1
Om....ccovvvvnnn — - — — — —_ — — — — | — 15 7
3 5
Phe.....cooeuennn 27 30 40 36 35 31 4 6 5 2 4 74 2
10 14 10 8 9 8 6 9 5 2 5 13 2
Pro ..... eereenn 2 600(2 200\4 200}4 400(4 100/3 800! 730/ 640| 940|1 000, 870,5 8001 300
1 000{1 000{1 000({1 000(1 000{1 000|1 000(1 000|1 000|1 000/1 000/1 0001 000
T 28 30 46 30 18 20 2 3 3 2 10 58 11
11 14 11 7 4 5 3 5 3 2 11 10 8
Thr ..oovveennnn. 18 10 31 26 18 15 8 8 7 6 11 37 2
7 5 7 6 4 4 11 13 7 6 13 6 2
Trp covieneennnn. 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
0,6 0,4 0,2
Tyr coviiieeienn, 10 14 13 10 9 10 1 2 2 2 3 32 1
4 6 3 2 2 3 1 3 2 3 3 6 1
Val ...........s 23 38 30 28 26 28 1 4 4 5 6 60 4
9 17 7 6 6 7 1 6 4 5 1 10 3
Summe der fr. Ami-
nosduren ......... 3 100(2 700(4 800|4 9004 600/4 300| 780| 720{1 0001 100 960/6 700/1 400
Somme des acides ami-
nés libres ...........
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TABELLE B. — Freie Aminosduren in Futterzucker und in Honigblaseninhalt,
Zuckerfiitterungshonigen und Hamolymphe
Obere Zahlenreihe : n Mol /g
Untere Zahlenreihe : Verhéltniszahlen (s. 4. 1)

TABLEAU B. — Acides aminés libres dans le sucre de nourrissement et dans le contenu du jabot,
le miel de nourrissement au sucre et ’hémolymphe
Série de chiffres supérieure : n Mol /g
Série de chiffres inférieure : nombres proportionnels (Voir 4. 1)

.. Hiamolymphe von
Futter- . . Zuckerfiitterungs- :
Honighlaseninhalt : Bienen-Larven
Zucker & Honig Lensky (1968)
. . Hémolymphe de larves
Suere de . Miel de nourrissement 20T o
nourrissement Contenu du jabot au sucre dL;bNe;lli;s.(ls;ég;l
I II Al Bl
Ala .............. 3 55 39 36 88 1600
24 26 14 15
B-Alal ........... 0 39 36 38 79
17 24 15 14
y-Amino-
buttersiure® ...... 0 0 0 6 18
2 3
Arg..oooiiiinan, — — — 14 30 760
5 5
Aspl....iiiiaen. 3 33 20 8 6 Spur
14 13 3 1
Gln + Asn........ 0 16 12 81 130
7 8 31 22
Glut ............. 0 54 26 41 130 630
23 17 16 22
Glyt .....oovvnnn. 5 48 41 15 29 11 600
12 17 6 5
His .............. — —_ — 28 46 2 400
11 8
He coovvvvennnnn.. 1 17 12 12 43 1400
7 8 5 7
Leu ......ccuunn.. 1 9 6 11 24 1500
4 4 4 4
| - T — — — 140 270 11 000
54 47
Met ooovinnnnnn. 0 < 1 <1 1 <1 500
0,4
Om .............. — — — — 15
3
Phe ..cooounnnns 0 34 19 27 74 Spur
15 13 10 13
Pro ............. 0 2 300 1500 2 600 5800 45 000
1000 1000 1000 1000
1 S 6 61 52 28 58 1300
26 35 11 10
Thr........ccn... 1 25 20 18 37 5200
11 13 7 6
Trp..vveenaninn, — —_— — 2 1
Tyre e eeeeeeaanan. 2 13 10 10 32 Spur
6 1 4 6
Val ... ..., 0 20 20 23 60 4 000
9 13 9 10 4 000
Summe der fr. Ami-
NOSAUren . ......... 2700 1800 3 100 7000
Somme des acides ami-
nés libres .............

1. Uber Kationenaustauscher Harz abgetrennt.
Séparés sur résine échangeuse de cations.
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3.3. — Honigblaseninhalt

Um festzustellen, ob von der Biene bereits wihrend der Sammeltitigkeit
Aminosiuren zugegeben werden, wurde der Honigblaseninhalt von Sammel-
bienen, die mit Zuckerlésung gefiittert worden waren, untersucht. Von densel-
ben Bienen wurden nacheinander zwei Proben gewonnen (siehe 2.1), um eine
Verfilschung des Ergebnisses durch vor Beginn des Versuchs in der Honigblase
enthaltenem Honig zu verhindern. Die Aminosiuren-Gehalte (Tabelle B)
sind auf einen Zuckergehalt von 80 9 berechnet, um den Vergleich mit den
Zuckerfiitterungshonigen A, und B, zu erleichtern. Auch der Aminosduren-
Gehalt des verfiitterten Zuckers (ebenfalls berechnet auf eine 80 9 ige Losung)
und, zum Vergleich, der Himolymphe von Bienenlarven (nach LENsKY, 1968)
ist in Tabelle B angegeben.

Da nur geringe Mengen Honighlaseninhalt gewonnen werden konnten,
erfolgte ebenso wie bei Bliiten-Nektar eine vereinfachte Aufarbeitung, iiber
die an anderer Stelle berichtet wurde. (HARN, 1970; BERGNER und HanuN, 1972)

3.4 — Honige

Die untersuchten Honige waren — von wenigen Ausnahmen abgesehen-
sogenannte « Sortenhonige ». Darunter versteht man — entsprechend der
TABELLE C. — Freie Aminosduren in Honig; Grenzwerte und Mittelwerte (n Mol /g}
TABLEAU C. — Acides aminés libres dans le miel; valeurs limites et valeurs moyennes (n Mol /g)
Honigtauhonige Bliitenhonige Re]lszl‘fgst}:: (%(l[itrir ;
Miels de miellat Miels de fleurs Rapport entre
Ia valeur la
Grenzwerte Grenzwerte plus forte et
Valeurs limites Valeurs limites la valeu.r la
plus faible
Ala ...oiiveniniiannn, 65 510 140 46 260 120 11
7 11 57 25 6 220 34 38
(0 . 0 2 — 0 6 — —
Gin - Asn ........... 62 4 500 530 40 440 195 110
His ..oovvveiinnnnn. 10 59 23 5 110 32 21
Hyp «ovvviiiiiiinnnn. 0 98 — 0 100 — —
He ..oooviviviinnnnn. 17 220 65 12 100 45 18
Leuw .ovvvvenenninnnnns 11 140 33 5 180 47 36
Lys.oviiaiinininnnnns 110 160 130 63 270 130 4,3
Met ..ovvvvnnnnnannnn 0 9 — 0 13 — —
(67 5 S 6 690 97 6 43 18 110
Phe .......cciviinnn. 44 780 220 22 | 14000 | 1800 640
Pro covveeerineennnnes 2 800 5700 | 3900 1400 7800 | 3700 5,6
1 36 3 900 370 31 230 87 130
Thr.....ccviieia... 17 120 33 12 160 48 13
TIP cevvvennrenannnnns 0 22 — 0 .10 — —
s S 25 220 68 11 430 94 39
A 30 79 46 13 210 80 16
Summe der fr. Amino-
SHUTEN. . oo v evvcnnanns 3700 | 14000 | 5700 2000 | 17000 | 6500
Somme des acides aminés
libres .......ccoiiiia,
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deutschen Honigverordnung — Honige, die « vorwiegend aus den Nektarien-
siften einer Bliitenart stammen »; auch Honigtauhonige werden, wenn sie
iiberwiegend auf einer Pflanzenart gesammelt worden sind, als Sortenhonige
bezeichnet.

Waren bei den Honigtauhonigen Hinweise auf einen bestimmten Honigtauerzeuger be-
kannt, so wurde der Honig in Tabelle D zusitzlich mit dem Namen des Insekts gekennzeichnet:
In den mit « Lekanie » bezeichneten Proben wurden bei der mikroskopischen Untersuchung
des Sediments Wachsrohrchen der zu den Lekanien gehérenden Fichtenquirlschildlaus (Physo-
kermes sp.) gefunden.

Ein hoher Melezitosegehalt eines Honigs weist nach FosseL (1969) dagegen auf Honigtau
von Lachniella costata. (Die in Tabelle D entsprechend bezeichneten Proben enthielten etwa
20 9, Melezitose.) Uber den Anteil des von diesen Insekten stammenden Honigtaus in den
Proben kann jedoch nichts ausgesagt werden.

Die Grenzwerte und die Mittelwerte der einzelnen Aminosduren sind
— fiir Honigtauhonige und Blitenhonige getrennt — in Tabelle C angegeben.
Tabelle D enthilt die Einzelwerte von 14 Honigtau- und 25 Bliitenhonigen.

Die einzelnen Aminosduren sind in den untersuchten Honigen in auBeror-
dentlich unterschiedlicher Menge enthalten. Von den in mehreren Proben
untersuchten Sortenhonigen sind auffillig die jugoslawischen Salbeihonige
wegen ihres hohen Phenylalaningehalts (BERGNER und Hann, 1972 a), die
Heidehonige wegen ihres insgesamt hohen und die Rapshonige wegen ihres
insgesamt niedrigen Aminosiduregehalts.

Da die untersuchten Proben nicht zufillig, sondern gezielt ausgewiihlt wurden, stellen
sie — statistisch gesehen — kein reprisentatives Teilkollektiv dar; allgemeine Durchschnitts-
werte oder Grenzwerte fiir den Aminosiurengehalt von Honig konnen deshalb nicht angegeben
werden. Fiir eine statistische Untersuchung der einzelnen Honigsorten ist die Zahl der jeweils
von derselben Sorte untersuchten Honige noch zu klein.

Innerhalb der untersuchten Proben wurde eine mittlere lineare Korrelation
zwischen Phenylalanin- und Tyrosingehalt und eine starke lineare Korrelation
zwischen Leucin- und Isoleucingehalt festgestellt :

Korrelations- Honigtau- und

Koeflizienten Honigtauhonige Bliitenhonige Bliitenhonige
Phe - Tyr .......ooooiiiiit, + 0,52 + 0,62 + 0,62
Leu-Ile .............coioian. + 0,98 + 0,73 -+ 0,73
Leu - Tle, chne Tanne 3 .......... -+ 0,76 — + 0,75

Die Berechnung der Korrelationskoeffizienten erfolgte nach HasELOFF und HOFFMANN
(1965). Fiir Leucin — Isoleucin wurden auch die Koeffizienten ohne den Honigtauhonig
« Tanne 3 » errechnet, da dieser durch seinen hohen Leucin- und Isoleucingehalt den Koeffi-
zienten fiir die Honigtauhonige sehr stark beein flufit.

Die Korrelation zwischen Phenylalanin und Tyrosin ist wegen der
Verkniipfung dieser Aminosduren im Stoffwechsel verstindlich. Fiir die
Korrelation Leucin — Isoleucin fehlt jedoch eine Irklirung.
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IV. — HERKUNFT DER FREIEN AMINOSAUREN IN HONIG
4.1. — Der von der Biene stammende Anteil

Der Aminosidure-Gehalt der Zuckerfiitterungshonige A, bis A,, (Tabelle A)
nimmt insgesamt ab. Zuriickzufiihren ist dies wohl auf die eiweiBfreie
Erndhrung des Bienenvolks. Gleichzeitig ist jedoch der Aminosiure-Gehalt
einer Probe um so gréfer, je weniger Zuckerfiitterungshonig vom Volk erzeugt
wurde (vergl. in Tabelle A : A, und A; gegen A, bis A; und gegen A,). Das
entspricht der Feststellung von Maurizio (1965), wonach Honige aus Massen-
trachten im allgemeinen einen geringeren Gehalt an von den Bienen stammen-
den Enzymen aufweisen.

Auch Zuckerfiitterungshonig B, ist firmer an Aminosiuren als B,; der
Gehalt von B, ist jedoch mehr als doppelt so grofl wie derjenige der vergleich-
baren Probe A,. Auffillig ist aber, daB} der prozentuale Anteil der einzelnen
Aminosiduren an der Summe der freien Aminosiuren in beiden Proben nahezu
gleich ist.

Als Bezugsgrofle fiir weitere Berechnungen wurde jedoch nicht die Summe
der freien Aminosiduren, sondern der Prolingehalt des jeweiligen Honigs
verwendet, um von der Anzahl der im Einzelfall bestimmten Aminosiuren
unabhiingig zu sein (etwa bei Vergleich mit Ergebnissen anderer Autoren),
und weil die Prolinbestimmung mit dem geringsten Fehler behaftet ist. Die

Zweckmiifligkeit von Prolin als Bezugsgréfie fand spiter eine Bestitigung
(siehe 4.2).

Um diese relativen Aminosiduren-Gehalte — sie werden als « Verhiltniszahlen » bezeichnet
— in Form von ganzzahligen Werten zu erhalten, wurde Prolin = 1 000 gesetzt. Die Berechnung
erfolgte nach der Gleichung :

Gu,as - 1 000
Vigas = —as - - T,
Thas Gu,pro
Dabei ist :
Vi,as = Verhiltniszahl der Aminosiiure As im Honig H.

Gu.as = Gehalt des Honigs H an der Aminosiure As,
Ga,pro = Prolingehalt des Honigs H.

Auch die so errechneten Verhiltniszahlen sind fiir die Zuckerfiitterungshonige A, und
B, nahezu gleich (Tabelle B).

Nach Untersuchungen von GONTARSKI und HoFFMANN (1962 /63) wird von den Bienen
withrend der Honigbereitung — sowohl bei der Sammeltiitigkeit als auch beim aktiven Eindik-
ken im Stock — Sekret der Pharynxdriise zugegeben. Zu einer Zugabe von viel Sekret werden
die Bienen veranlaBBt durch eine hohe Zuckerkonzentration der Tracht, durch leckend-saugende
Futteraufnahme und durch eine lange Dauer des aktiven Eindickungsprozesses (experimentell
erreicht durch hohe Luftfeuchtigkeit im Stock).

Die iibereinstimmenden Verhiltniszahlen der Zuckerfiitterungshonige
deuten auf gleiche Zusammensetzung des Pharynxdriisensekrets hin, die
unterschiedlichen Absolutwerte auf eine unterschiedliche Menge zugesetzten
Sekrets.
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Die den Bienen wiihrend der Bereitung von A; und B; angebotene Zucker-
16sung hatte dieselbe Konzentration, die Nahrungsaufnahme diirfte daher
in beiden Fillen gleichartig erfolgt sein. Die relative Luftfeuchtigkeit betrug
bei A; etwa 40 9, (Bienenflugraum). B, wurde bei iiberwiegend verinder-
lichem Wetter und damit héherer Luftfeuchtigkeit bereitet (relative Luftfeuch-
tigkeit an den Sammeltagen, gemessen um 12.00 Uhr : 69; 55; 37; 61; 81 9%,).
Mit der bei B; deshalb wohl lingeren Dauer der aktiven Eindickung stehen
die hoheren Absolutwerte in Einklang.

Die im Honigblaseninhalt unmittelbar nach der Futteraufnahme (iiberwie-
gend leckend-saugend; Zuckergehalt ca. 80 9,) gefundenen Aminosiduren-
Mengen (Tabelle B) zeigen, daB ein wesentlicher Anteil der im Zuckerfiit-
terungshonig enthaltenen Aminosiuren bereits bei der Sammeltitigkeit
zugegeben wird.

Die Verhiltniszahlen der Aminosiuren-Gehalte von Honigblaseninhalt
und Zuckerfiitterungshonig liegen fiir die meisten Aminoséuren noch innerhalb
des durch die Analysenfehler bedingten Streubereichs (Hamn 1970). Die
Zusammensetzung der bei der Sammeltiitigkeit und der beim aktiven Eindicken
zugegebenen Sekrete diirfte sich deshalb wohl nicht wesentlich unterscheiden.

GonTtarskl und HorFMANN (1962 /63) beobachteten eine Sekretzugabe von etwa 12 9,
unter Bedingungen, die mit jenen bei der Gewinnung des Honigblaseninhalts vergleichbar
sind (iiberwiegend leckend-saugende Aufnahme, Zuckerkonzentration 72 bis 74 9). Die Konzen-
tration der einzelnen Aminosiuren miiite demnach im 2ugegebenen Sekret etwa 8 mal gréoBer
sein als im Honigblaseninhalt.

Angaben iiber den Aminosiuren-Gehalt des Pharynxdriisensekrets sind
in der Literatur nicht aufzufinden. Lediglich in Kéniginnen-Futtersaft, einem
Gemisch der Sekrete von Pharynx — und Mandibeldriise, wurden qualitativ
17 « — Aminoséuren nachgewiesen (EMANUILOW et al., 1963; REmMBoLD, 1964).
Quantitative Bestimmungen wurden nicht durchgefiihrt, jedoch stellten
PRrATT und HousEk (1964) « verhiltnismiBig groe Mengen an freiem Prolin »
fest. DE GRooT (1953) beobachtete eine wachstumsférdernde Wirkung des
Prolins auf junge Bienen.

Die in der Himolymphe von Bienenlarven enthaltenen freien Amino-
sduren wurden von LENskY (1968) bestimmt. Der Prolingehalt ist danach
etwa 20 bis 30 mal héher als in Honigblaseninhalt 1 und 2 (Tabelle B). Wenn
auch der Aminosiuren-und besonders der Prolin-Gehalt der Himolymphe
beim Verpuppen abnimmt (GILMoUR, 1961, untersucht an Celliphora, Schmeif-
fliege), so ist trotzdem die fiir das Pharynxdriisensekret abzuleitende hohe
Prolinkonzentration denkbar.

Der hohe Prolingehalt der Himolymphe von Insekten wird in Zusammenhang gebracht :

1. mit dem bedeutenden Anteil des Prolins am Cuticular-Protein, (GiLmour, 1961),

2. mit dem aeroben Muskelstoffwechsel (KIRSTEN et al. 1963); dabei wird Prolin iiber
Glutamat zu Ketoglutarat desaminiert, das seinerseits im Citrat-Zyklus abgebaut wird (GiL-
MOUR, 1965).
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Innerhalb der Zuckerfiitterungshonige A; bis A;; — also wihrend dre
eiweilfreien Erndhrung des Bienenvolks — werden die Verhiltniszahlen der
einzelnen Aminosiuren etwas kleiner, d.h. der prozentuale Anteil des Prolins
an der Summe der freien Aminosiduren nimmt zu.

9%, Prolin der Summe der freien Aminosiuren :
A'l A2 A3 A4 A’5 AG A7 AS ‘Ag A10 All Bl BZ

84 82 87 88 89 89 94 88 91 93 91 86 94

Unterschiede zwischen den fiir die Bienen essentiellen und den nichtessen-
tiellen Aminosduren (DE GRoot, 1953) konnten nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend kann iiber den Aminosiiuren-Gehalt von Zuckerfiitter-
ungshonig und damit wahrscheinlich auch iiber den von der Biene stammen-
den Anteil der Aminosduren in Honig gesagt werden :

1. die absoluten Aminosduren-Mengen schwanken in ziemlich weiten
Grenzen (> 1:2). Die sind abhéngig von der von der Biene zugegebenen Sekret-
menge und damit von den Bedingungen wiihrend der Sammeltitigkeit und
wihrend des aktiven Eindickungsprozesses.

2. Die Mengen der Aminosduren stehen zueinander in einem festen
Verhiiltnis. Da sie nur von der Biene stammen, mufl dieses Verhiiltnis im
Zuckerfiitterungshonig und im zugegebenen Sekret gleich sein.

3. In verschiedenen Zuckerfiitterungshonigen sind die Mengen der
einzelnen Aminosiduren proportional zur jeweils zugegebenen Sekretmenge.

4. Bel einer extrem eiweilarmen Erndhrung des Volks verindern sich
die Verhiltniswerte etwas zugunsten von Prolin.

4.2. — Der aus der Tracht stammende Anteil

Grundlagen fiir eine Berechnung des Trachi- Anteils

Die Untersuchung der Zuckerfitterungshonige hat ergeben, daf} die
Bienen bei der Honigbereitung unterschiedliche Aminosiuren-Mengen zur
Tracht zugeben. Eine einfache Beziehung zwischen den Aminosiuren-Gehalten
von Tracht und daraus bereitetem Honig ist demnach nicht zu erwarten.
Nur wenn der Tracht-Anteil einer Aminosidure sehr groB ist, wird er sich
im Honig unmittelbar zeigen (z.B. Phenylalanin bei den jugoslawischen
Salbeihonigen; BERGNER und Hann, 1972 a).

Die von der Biene zugegebenen Aminosiduren-Mengen, die im Honig
den Aminosiduren-Gehalt der Tracht iiberlagern, miissen sich jedoch unter
den beiden Voraussetzungen errechnen lassen, daf}

1. das Pharynxdriisensekret stets die gleiche relative Aminosduren-
Zusammensetzung besitzt,
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2. der von der Biene stammende Anteil wenigstens einer Aminosiure
bekannt ist.

Zu 1 : Da es sich bei dem Sekret um ein physiologisches Produkt handelt, ist anzunehmen,
daB seine Zusammensetzung nicht beliebig, sondern nur in « biologischen Grenzen » schwanken
kann (vergleichbar etwa der Zusammensetzung von Milch). Die bei den Zuckerfiitterungsho-
nigen gemachten Beobachtungen scheinen diese Voraussetzung zu bestitigen.

Zu 2 : Fiir praktische Zwecke wird auch der Gehalt einer Aminosiiure, die iiberwiegend
von der Biene stammt, ausreichen.

Die im Zuckerfiitterungshonig und damit auch im Driisensekret in weitaus
groBter Menge enthaltene Aminosdure ist Prolin, das zur Berechnung des
von der Biene stammenden Aminosiduren-Anteils verwendet-wurde. Es
wurde zwar auch in Nektar (LUrTGE, 1961, MasLowskr und MosTowska,
1963) und in Honigtau (MaLTAls und AvucLAIR, 1952; GRAY, 1952) nachge-
wiesen, die Berechnung wird jedoch nur dann verfilscht, wenn der Pro-
lingehalt der Tracht ebenfalls sehr hoch ist.

AuBerdem sprach noch folgende Uberlegung fiir die Verwendung von Prolin als Bezugs-
groBe : In Zuckerfiitterungshonigen sind die Mengen der einzelnen Aminoséuren proportional
zur jeweils zugegebenen Sekretmenge (siche 4.1). Daraus folgt, daBl in einem Teilkollektiv
von Zuckerfiitterungshonigen (wenn vorstehende Voraussetzung 1 erfiillt ist) der Honig mit
der groBten Sekretzugabe jeweils die grofite, derjenige mit geringster Sekretzugabe jeweils die
kleinste Menge jeder Aminosidure enthilt. Die Relation zwischen hichstem und niedrigstem
Gehalt wird innerhalb des Teilkollektivs fiir alle Aminosiuren gleich sein.

Bei einem Teilkollektiv von normalen Honigen werden diese Relationen fiir diejenigen
Aminosiduren grifier, die in gréflerer Menge in mindestens einer Tracht enthalten waren. In
Tabelle C sind diese Relationen fiir die untersuchten Honige angegeben. Die niedrige Relation
fiir Prolin (nur die Lysin-Relation ist noch kleiner) deutet darauf hin, dafi der Tracht-Anteil
von Prolin — verglichen mit dem anderer Aminosiduren — klein ist.

Die von der Biene stammende Menge Mg einer Aminosiure As ergibt
sich aus der Gleichung :

Vzeas-Mero

1- MB‘AS = 1 000

Dabei ist :

V.48 : die aus Zuckerfiitterungshonigen berechnete Verhiltniszahl der Aminosiure As
(Tabelle B, Spalten 5 und 6)
Mpro : der Prolingehalt des Honigs

Die aus der Tracht stammende Menge Mt der Aminosiiure As ist dann :

2. Mr,A; = Mu,A; — MB,Ag.

Mg, 45 ist die im Honig enthaltene Menge der Aminosiure As.

In diese Berechnung gehen vier Aminosiduren-Bestimmungen mit ihren
erheblichen Fehlern ein. Die vorliegenden Befunde fiihrten daher nur im Falle
der Rapshonige zu einem verwertbaren Ergebnis. Eine Verbesserung ist
durch die Bestimmung der Verhiltniszahlen Vg a5 aus vielen Zuckerfiitte-
rungshonigen moglich, wodurch der physiologisch bedingte Streubereich
genauer erfafit, der durch die Fehler bedingte Streubereich verringert und
damit der Gesamtfehler bei der Berechnung der absoluten Mengen nach den
Gleichungen (1) und (2) vermindert wird.
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In die oben erwihnten Verhiltniszahlen gehen dagegen nur zwei Amino-
siuren-Bestimmungen ein. Deshalb wurden fiir jeden Honig nur die Ver-
hiltniszahlen, bezogen auf Prolin = 1000, ermittelt. In diesen macht sich
allerdings ein geringer Gehalt der Tracht an einer Aminoséure nicht bemerkbar;
ein hoherer Anteil aus der Tracht bewirkt eine Erhéhung der Verhiltniszahl.
Untere Grenzwerte miifiten die bei den Zuckerfiitterungshonigen ermittelten
Verhiiltniszahlen Vz, as sein.

Weitere Untersuchungen sind nétig, um festzustellen, ob die Amino-
siuren-Zusammensetzung der Pharynxdriisensekrete der verschiedenen, zur
Imkerei verwendeten Bienenrassen und -arten gleich ist, d.h. ob gleiche
Verhiltniszahlen verwendet werden konnen. Einen unterschiedlichen Fer-
mentgehalt von Honigen, die unter gleichen Bedingungen von Apis mellifica
bzw. Apis cerana eingetragen worden waren, hat VorwonL (1968) festgestellt.

Um zu untersuchen, ob aus den Verhiltniszahlen auf die Tracht ge-
schlossen werden kann, wurden diese — fiir jede Aminosiure getrennt —
entlang einer Skala durch je einen Punkt dargestellt, und zwar Honigtauhonige
links, Bliitenhonige rechts der Skalen (Abb. 1). Die Verhiltniszahlen der
Zuckerfiitterungshonige A, und B; wurden mit | bezeichnet.

Die Verteilung der Verhiltniszahlen entlang der Skalen ist bei den einzel-
nen Aminosiuren verschieden. Eine weite Streuung (wie etwa bei Glutamin
oder Phenylalanin) 1Bt erkennen, dafl der aus der Tracht stammende Anteil
sehr unterschiedlich ist. Eine nur geringe Streuung (z.B. bei Arginin, Isoleucin
und Leucin) deutet darauf hin, daBl der von der Biene stammende Anteil
iberwiegt. Die Verhiltniszahlen A, und B, bilden zwar keinen unteren Grenz-
wert, sie liegen jedoch fast immer deutlich tiefer als der am hiiufigsten vorkom-

mende Wert (Modalwert).

Bliitenhonige

Die graphische Auswertung der Verhiltniszahlen soll am Beispiel der
Heidehonige erliutert werden :

In Abb. 1 wurden die den Heidehonigen 1 bis 4 zukommenden Werte
besonders gekennzeichnet. Der durch Analysenfehler bedingte Streubereich
ihres Mittelwerts (bei 95 9, Sicherheit) wurde ebenfalls eingezeichnet. Die
Anordnung der Heidehonige zum Modalwert bzw. zu den Werten der Zuckerfiit-
terungshonige () zeigt, ob ein wesentlicher Anteil einer Aminosiiure aus der
Tracht stammt; dies ist bei Leucin und Threonin der Fall. Andere Amino-
sduren scheinen nur in geringer Menge in der Heidetracht enthalten zu sein
(z. B. Arginin und Histidin). Eine breite Streuung der Verhiltniszahlen unter-
einander deutet auf groBle Unterschiede im Aminosdurengehalt der einzelnen
Heidetrachten (z. B. Tyrosin).

Werden die ebenfalls in mehreren Proben untersuchten Salbei-und
Citrushonige in gleicher Weise betrachtet, so sind — aufler den hohen Phenyl-
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ABB. 1. — Graphische Darstellung der Verhaltniszahlen links : Honigtauhonige, rechts : Bliitenhonige.

+ : Zuckerfiitterungshonige A, und B,.
1 = Heide 1, 2 = Heide 2 Streubereich ihres Mittelwertes.
3 = Heide 3, 4 = Heide 4 (95 9% Sicherheit).

Fi1c. 1. — Représentation graphique des nombres proportionnels.
A gauche : miels de misllat, & droite : miels de flours.

+ : miels de nourrissement au sucre A, et B;.

1 = Bruyére 1, 3 = Bruyére 3.

2 = Bruyére 2, 4 = Bruyére 4.

Espace de dispersion de leurs valeurs moyennes (Sécurité 95 %,).
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alanin-Verhiltniszahlen der Salbeihonige —- keine Beziehungen erkennbar,
da die Werte entweder untereinander wesentlich stirker streuen oder in der
Niihe des Modalwertes liegen (z. B. Histidin, Leucin, Threonin, Tyrosin bei
den Salbeihonigen und Leucin und Isoleucin bei den Citrushonigen).

Bei der Uberpriifung, zu welchen Honigen die niedrigsten Verhiltnis-
zahlen gehoren, stellte sich heraus, daB hierfiir ganz iiberwiegend fiinf, in
Abb. 2 besonders markierte Honige verantwortlich sind. Es ist anzunehmen,
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ABB. 2. — Verhdltniszahlen einiger Sortenhonige :

1 = Linde, 2 = Edelkastanie, 3 = Gamander, 4 = Blatthonig, 5 = Citrus 1.

Fi1c. 2. — Nombres proportionnels pour quelques miels unifloraux :
1 = Tilleul; 2 = Chataignier; 3 — Germandrée: 4 = Miellat de feuilles; 5 = Citrus 1.
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daBl bei diesen Honigen in der Tracht Prolin enthalten war, wodurch eine
groflere Sekretzugabe vorgetiuscht wird, d. h. der aus der Tracht stammende
Anteil aller Aminosduren erscheint zu niedrig. Voraussetzung 2 (siche oben)
ist hier also nicht ausreichend erfiillt.

Fir die Rapshonige wurden die von der Biene und die ans der Tracht
stammenden absoluten Mengen jeder Aminosiure nach den Gleichungen (1)
und (2) berechnet. Dies ist hier méglich, da es sich um Honige von gut defi-
niertem botanischen Ursprung handelt, denn zur Zeit der Rapsbliite ist kaum
eine andere Tracht vorhanden. Der errechnete Aminosiurengehalt der drei
Rapstrachten wurde in Abb. 3 dargestellt. Die dabei vereinzelt auftretenden
negativen Werte sind wohl darauf zuriickzufiithren, dafl die der Berechnung

nMol/g s = Raps 1
80 4

+ = Raps 2

o = Raps 3

60

404

*
o
o

o+
[-X4
*

Ala Arg Gln+Asn His Ile l.eu Lys Orn Phe Ser Thr Tyr Val

ABs. 3. — Errechneter Aminosdurengehalt der Rapstrachien (bezogen auf einen Zuckergehalt von 80 % ).

F1c. 3. — Teneur calculée en amino-acides des miels de Colza (rapporiée & une teneur en sucres de 80 % ).

zugrunde liegenden, aus nur zwei Versuchen ermittelten Verhiltniszahlen
der Zuckerfiitterungshonige teilweise etwas zu hoch sind. Die Anordnung der
Werte zeigt, dafl die aus den Rapstrachten stammenden Aminoséuren-Mengen
nicht gleich grofl sind; sie kénnte aber darauf hindeuten, daB3 die Trachtan-
teile — ebenso wie die von der Biene stammenden Mengen — in einem festen
Verhiltnis zueinander stehen.
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Eine zweite Erklirungsméglichkeit wire ein unterschiedlich hoher Pro-
lingehalt der Rapstrachten. Nimmt man z. B. an, daBl der Trachtanteil an
Prolin in Rapshonig 2 = 0 ist, so errechnet sich ein Trachtanteil an Prolin
fiir Rapshonig 3 von ca. 40 %, (entsprechend 900 nMol /g Honig), fiir Rapshonig
1 von ca. 55 9%, (entsprechend 1 300 nMol /g Honig).

Welche der zwei Moglichkeiten zutrifft, wire durch Untersuchung von
mehreren, unter méglichst verschiedenen Bedingungen gewonnenen Nektar-
proben festzustellen. In beiden Fillen folgt aber aus dem Befund, daf} der
Aminosdurengehalt der Rapstracht stark schwanken kann.

Honigtauhonige

Die Modalwerte der Verhiltniszahlen der Honigtauhonige (also der in
Abb. 1 jeweils links der Skalen aufgetragenen Verhiltniszahlen) liegen deutlich
tiefer als diejenigen der Bliitenhonige (rechts der Skalen). Ursache kénnte
ein nicht sehr hoher, in Honigtautrachten aber verbreiteter Prolingehalt sein.
Es konnte sich jedoch auch um die Auswirkung eines Eiweifmangels im
Bienenvolk handeln, vergleichbar dem wihrend der Bildung der Zucker-
fittterungshonige (vgl. Nr. 4 der Zusammenfassung von 4.1). So wird auch
der wiihrend der Waldtracht oft zu beobachtende Riickgang der Bruttitigkeit
auf einen Pollen- und damit EiweiBmangel zuriickgefiihrt (HErROLD, 1960).
Die Verhiltniszahlen der Honigtauhonige deuten auf zum Teil sehr grofie
Mengen einzelner Aminosduren aus der Tracht hin (z. B. Glutamin /Asparagin,
Ornithin und Serin bei den Fichte-Lachniella-Honigen und Tsoleucin und
Leucin bei Tanne 3). Die Unterschiede zwischen Honigtauhonigen vergleich-
barer Tracht sind jedoch ebenfalls sehr groBl, so daBl aus den untersuchten
Proben noch keine Zusammenhinge zwischen der Pflanze, dem Honigtauerzeu-
ger und dem Aminosiurengehalt des Honigs abgeleitet werden kénnen. Dafiir
verantwortlich ist auch die Tatsache, daf} die beteiligten Honigtauerzeuger
nur teilweise, ihre Anteile am Honig iiberhaupt nicht bekannt sind.

Nach Untersuchungen von EREARD (1969) sind am Aminosduren-Stoffwechsel der Honigtau
liefernden Blattlaus Aulacortum circumflexum Buckt Darmsymbionten beteiligt, die alle
fir die Blattlaus essentiellen Aminosiuren zu synthetisieren vermoégen. Moglicherweise ist
also der Aminosiuren-Gehalt eines Waldhonigs das Ergebnis des Beitrags von 4 verschiedenen
Organismen.

4.3. — Folgerungen fiir die Honiganalyse

Nach den vorliegenden Untersuchungen miifite aus dem Aminosiu-
rengehalt bzw. den daraus berechneten Verhiltniszahlen ein Hinweis auf
reine Zuckerfiitterungshonige zu erhalten sein. Mischungen von Zucker-
fiitterungshonigen oder eine Zuckerfiitterung wihrend der Trachtzeit werden
sich aber kaum nachweisen lassen, besonders wenn der Honig- bzw. Tracht-
anteil einen hohen Aminosiurengehalt besitzt, da dann schon geringe
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Honig-bzw. Trachtmengen die Verhiltniszahlen stark verindern kénnen.

Aus dem Aminosdurengehalt Hinweise auf einzelne Honigsorten (etwa
jugoslawischen Salbeihonig) zu erhalten, erscheint grundsitzlich méglich.
Doch muB} erst durch wesentlich umfangreichere Untersuchungen festgestellt
werden, welche Honigsorten sich so erkennen lassen.

V. — HONIGPEPTIDE

In den Aminosiurechromatogrammen (Haun, 1970) von jugoslawischen
Salbeihonigen fand sich zwischen Alanin und Valin ein breiter, keiner Ami-
nosdure zuzuordnender Peak. Seine Fliche — zwecks Vergleichbarkeit be-
rechnet als Leucin — entsprach in den Salbeihonigen 1, 2 und 3 : 350 bzw. 40
bzw. 120 nMol/g. Die Abtrennung gelang durch Auffangen des Eluats der
Trennsdule des Aminosiuren-Analysators vor der Ninhydrinzugabe. Durch
Dialyse wurden zwei Fraktionen, A und B, erhalten, die nach saurer Hydrolyse
die in Tabelle 3 angegebene Aminosiurenzusammensetzung zeigten.

TABELLE 3. — Peptide aus Salbeihonig
TABLEAU 3. — Peptides dans les miels de sauge

Fraktion A Fraktion B
nicht dialysierbar dialysierbar
Mol %, Mol %,
aon dialysable dialysable

Ala ..., 8,3 15,7
B-Ala .. 0 0
Y-Aminobuttersiure ............... 0 0
(Acide amino-butyrique) .................
Arg oo 1.1 0
ASD oo s 7,5 4,7
(Cys)ae e vt 0 0
Glu......oooiiiiiiiiiii 154 0
Gly. oo 20,4 —
His ...oooiiiiiiiiiiiiea 3,3 0
Ie ..o 2,5 2,6
Leu .oooniiiiiiiiiiii e, 3,6 5,0
Lys oottt i 3,3 2,9
Met ...t 0,9 0
Orn ..o, 0 0
Phe .....ooviiiiiiiiiiiiinn.,. 4.2 41,4
Pro....ooovviiiiiiiiiiiiii.. 0 0
Ser i, 17,3 9.7
Thr oo 5,8 4,2
Trp oo 0 0
Tyr o 22 4,2
Val . 4.1 9,2
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Die Dialyse und Hydrolyse wurden nach einer Methode durchgefiihrt, die zur Gesamt-
Aminosduren-Bestimmung in Honig ausgearbeitet worden war (BERGNER und HanN, 1972 a).
Weiter wurde ein alkalisches Hydrolysat nach PATAKI (1966), S. 135, hergestellt. Tryptophan
konnte auch darin nicht nachgewiesen werden.

Besonders auffillig ist der grofie Unterschied im Phenylalaningehalt der
Fraktionen A und B. Warum sie bei der Aufarbeitung des Honigs vom Kupfer-
Chelatharz (Harn, 1970; BerecNER und Hann, 1972) zusammen mit den
Aminosduren festgehalten werden, kann aus ihrer Zusammensetzung nicht
erklirt werden (eine Ursache hiitte z. B. ein hoher Gehalt an basischen Ami-
noséuren sein koénnen).

Aus der jeweils in geringster Menge enthaltenen Aminosiure (Methionin
bei A, Isoleucin bei B) errechnet sich als Molekulargewicht von Fraktion A
ca. 13 000, von Fraktion B ca. 5500 beziechungsweise ein Vielfaches dieser
Werte. Nach der Durchlissigkeitsgrenze des zur Dialyse verwendeten Cellulose-
Schlauchs (etwa Molekulargewicht 5 000) ist fiir B ein Molekulargewicht
von ca. 5 500 anzunehmen.

Da in keinem anderen Honig — auch nicht im californischen Salbei-
honig — an der entsprechenden Stelle des Chromatogramms ein Peak gefunden
wurde, ist wahrscheinlich, daBl A und B nur in der Tracht der jugoslawischen
Salbeihonige enthalten waren. Im Nektar von Wiesensalbei, aus dem die
Aminosiuren allerdings iiber einen Kationenaustauscher abgetrennt wurden
(BERGNER und HanN, 1972 a), konnten diese Peptidfraktionen ebenfalls
nicht nachgewiesen werden.

Es ist denkbar, daB3 durch die Untersuchung von Peptiden und Proteinen
eines Honigs vielfiltigere Hinweise auf die Art der Tracht erhalten werden
konnen, als es durch die Bestimmung der Aminosiuren allein maglich ist.
Weitere Untersuchungen in dieser Richtung sind im Gange.

VI. — DAS VERHALTEN DER FREIEN AMINOSAUREN WAHREND
DER HONIGLAGERUNG BEI ERHOHTER TEMPERATUR

Um den EinfluB von Temperaturen, wie sie etwa beim Umschmelzen
von Honig verwendet werden, auf den Aminosiduren-Gehalt festzustellen,
und um eine lingere Lagerung bei Zimmertemperatur zu simulieren, wurde
ein Rapshonig in verschlossenen Glasgefilen bei 45°C gelagert. Der Amino-
siurengehalt zu Anfang und nach 2, 4 und 6 Wochen ist in Tabelle 4 angegeben.

Obwohl die aus den gelagerten Proben gewonnenen Aminosiiuren-Extrakte
stirker gefirbt waren, war nur eine geringe Abnahme der Aminosiuren
festzustellen : mit Ausnahme von Ornithin lagen alle Werte noch innerhalb
des statistischen Streubereichs ihres Mittelwerts (bei 95 ©/ Sicherheit).

DaB} die Aminosiuren in Honig trotz der hohen Konzentration an reduzie-
renden Zuckern auch bei sehr langer Lagerung recht stabil sind, geht auch
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TABELLE 4. — Verhalten der freien Aminosauren wahrend der Honiglagerung bei erhohter Temperatur

TABLEAU 4. — Comportement des acides aminés libres pendant le stockage du miel d température élevée

Anfangs- nach 3 Wochen | nach 4 Wochen | nach 6 Wochen

Gehalt bei 45° C bie 45° C bei 45° C

n Mol/g Teneur aprés 3 semaines aprés 4 semaines aprés 6 semaines
initiale 4450 C 445°C 4450 C
Alanin ................ 71 84 78 79
Arginin .......0ovian.. 20 22 19 17
Glutamin .............. 93 74 77 63
Histidin................ 25 22 22 14
Hydroxyprolin ......... 8 8 8 8
Isoleucin .............. 25 26 23 25
Leucin ................ 25 24 21 24
Lysin .....oovvnnon... 150 150 140 130
Methionin ............. <1 <1 <1 <1
Ornithin ............... 17 | 12 9 11
Phenylalanin ........... 44 50 43 47
Prolin ................. 2 000 1900 1800 1700
Serin .....oiiiiiiiiin. 61 74 70 70
Threonin .............. 25 27 25 24
Tyrosin ............... 21 20 18 20
Valin ................. 41 42 40 44

aus dem Aminosiurengehalt eines iiber 30 Jahre alten Honigs hervor (Tabelle
D, Honigtauhonige, letzte Spalte : « Honig 1938 »). Die mikroskopisch als
Honigtauhonig identifizierte Probe war tiefdunkelbraun gefirbt, Geruch und
Geschmack erinnerten an Riibenkraut. Der Gesamtgehalt an freien Amino-
séduren (2 200 nMol /g) betrug noch etwa 40 9, des Durchschnittswertes der
Waldhonige. Als Hinweis auf die lange Lagerung kann die sehr niedrige
Verhiltniszahl von Lysin angesehen werden, das als Diaminosiiure bei nichten-
zymatischen Briiunungsreaktionen (MAILLARD-Reaktionen) schneller abgebaut
wird als Monoaminosiuren. (Die innerhalb der iibrigen Waldhonige liegende
Verhiltniszahl von Ornithin widerspricht dem nicht, da der Ausgangsgehalt
des Honigs nicht bekannt ist.)

Durch eine Aminoséuren-Untersuchung lifit sich also eine Wirmebe-
handlung oder eine lange Lagerung eines Honigs nicht nachweisen.

Eingegangen im November 1971.
Regu pour publication en novembre 1971.
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RESUME
Méthodes

HanN (1970), BERGNER et HAHN (1972), ont déja rendu compte de la mise au point d’une
méthode permettant I'isolement des acides aminés libres du miel par séparation des hydrates
de carbone, des peptides et des protéines au moyen d’une colonne cuivre-chélate ainsi que
la détermination des acides aminés par la chromatographie automatique échangeuse d’ion
selon SPACKMAN, STEIN et MOORE.

Obtention du matériel expérimental.

Miels de nourrissement au sucre. En ce qui concerne chacun des miels de nourrissement au sucre
A et B, une petite colonie d’abeilles de race carniolienne (Apis mellifica carnica) a été installée
sur des rayons bien centrifugés et exempts de pollen. On a ensuite opéré de la fagon suivante :

— Miel de nourrissement au sucre A : installation de la colonie d’abeilles dans une chambre
de vol (environ 3 X 6 m) & 23-260 C et environ 40 %, d’humidité relative. Eclairage artificiel au
moyen de tubes fluorescents placés derriére un verre dépoli; période d’éclairement égale a la
période obscure avec 30 minutes de pénombre (allumage ou extinction progressifs). Nourrisse-
ment des abeilles dans la ruche et i ’extérieur a environ 4 m du trou de vol avec une solution

de sucre 1 : 2.

— Miel de nourrissement au sucre B : installation de la colonie d’abeilles & I’extérieur mais
avec une « véranda » grillagée (30 x 30 X 25 c¢m) devant le trou de vol. Nourrissement avec
une solution de sucre 1 : 2 4 I'intérieur de la ruche et dans la « véranda ».

Les miels de nourrissement au sucre A,, A,. A, furent recueillis par centrifugation; tous
les autres par aspiration dans les cellules au moyen d’un tube capillaire relié & une trompe a eau.
Contenu du jabot. Environ 40 butineuses (Apis mellifica carnica) furent capturées devant le
trou de vol, mises 4 jeiner pendant & peu prés une heure puis nourries avec une solution de
saccharose & 80 9, environ. Les abeilles furent anesthésiées quelques instants au CO, puis
obligées 4 régurgiter le contenu de leur jabot par une légére pression sur ’abdomen (contenu
du jabot n° 1). Ensuite, ces mémes abeilles furent nourries encore une fois et le contenu du
jabot récolté de la méme facon que précédemment (contenu du jabot n° 2).

Résultats

1) Dans tous les miels on a pu déterminer de fagon quantitative les acides aminés suivants :
alanine, arginine, glutamine /asparagine (ensemble), histidine, isoleucine, leucine, lysine,
phénylalanine, proline, sérine, thréonine, tyrosine et valine.

La cystine, la 4-hydroxyproline, la méthionine et le tryptophane n’ont été mis en évidence
que dans une partie des miels (Tableaux C et D).

2) En utilisant les miels de nourrissement au sucre on a pu étudier la part d’acides aminés
libres ajoutée au miel par abeille. Pour des teneurs absolues en acides aminés différentes, les
proportions de ces acides étaient remarquablement semblables (Tableau A). Ceci s’explique
par I’addition par ’abeille & la nourriture de quantités variables de secrétions contenant des
acides aminés.

3) L’examen du contenu du jabot des butineuses (Tableau B) montre que, déja au cours
de la récolte, se produit une addition d’acides aminés. C’est la proline qui est, de loin, ajoutée
en plus grande quantité.

4) Une caractérisation des sortes de miel par leur contenu en acides aminés n’a été pos-



FREIE AMINOSAUREN IN HONIG 33

sible, du fait de la variabilité des quantités ajoutées par I’abeille, que dans des cas trés par-
ticuliers, par exemple dans le cas du miel de Sauge qui contient une quantité extraordinaire-
ment importante de phénylalanine.

5) Pour pouvoir déterminer I'origine botanique des autres miels au moyen de la teneur
en acides aminés on a tenté de calculer a partir de la teneur en proline du miel la quantité de
séerétion ajoutée par P'abeille et ainsi, pour les différents acides aminés, la part de ceux-ci
qui provient de P’abeille. En raison du nombre limité des miels de nourrissement au sucre
examinés on n’a obtenu un résultat que pour les miels de colza (Fig. 3). Pour les autres miels
la teneur relative en chacun des acides aminés rapportée a la proline = 1 000 a été calculée.
Ce « nombre proportionnel » a été traduit graphiquement (Fig. 1 et 2). On a alors constaté
que pour de nombreux acides aminés (par ex. glutamine, phénylalanine) il semble cependant
que la part provenant de I’abeille soit dominante. L’attention est attirée sur le grand nombre
de variables qui influent sur la teneur en acides aminés d’un miel, et tout particuliérement
d’un miel de miellat.

6) Le cas d’un miel de Sauge montre qu’il est possible que les peptides ou les protéines
puissent servir a la caractérisation des différentes sortes de miel.

7) Les modifications de la teneur en acides aminés des échantillons de miel conservés
4 une température élevée ne sont pas suffisamment importantes pour permettre la détection
d’une dégradation du miel par la chaleur ou le stockage sur de trop longues périodes (Tableau 4).
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Anmerkung :

Zur Bezeichnung der Aminosiuren in den Tabellen wurden die von der IUPAC — IUB Kommis-
sion fiir biochemische Nomenklatur (1965) vorgeschlagenen Abkiirzungen verwendet.
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