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Zusammenfassung — Zur weiteren Klarung der Frage, aus welchen Quellen Abscisinsaure (ABA)
und Prolin in-den Honig gelangen, wurden Bienen, Nektar, Blattliuse (Aphoidea), Honigtau, Polien,
Zuckerfiitterungshonig und natirlicher Honig auf diese Substanzen untersucht. Die Quantifizierung
erfolgte im Falle der ABA mittels Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC) und immunochemis-
chem Test (ELISA), im Falle des Prolins mittels einer colorimetrischen Methode. ABA gelangt durch
Nektar, Honigtau und Pollen in den Honig. Eine Beteilligung seitens der Biene ist bisher
auszuschlieBen. Prolin kann im Falle prolinhaltiger Nektare, Honigtaue oder Pollen offensichtlich
auch durch diese pilanzlichen Quellen in den Honig gelangen. Die bisher giitige Meinung, daB
Prolin fast ausschlieBlich tiber den Bienenorganismus in den Honig eingetragen wird, kann in vorlie-

gender Arbeit nicht unterstiitzt werden.

ABA / Honig / HPLC / Prolin / Zuckerfiitterungshonig

EINLEITUNG

Abscisinsaure (Sesquiterpen, ABA) und
Prolin (Aminoséure) werden in Pflanzen
in verstarktem AusmaB unter StreB-
situationen (Wasser, Hitze, Salz, Kalte)
gebildet (Palfi und Juhasz, 1970; Dorffling
et al, 1974; Palfi und Batyai, 1977; Syvert-
sen und Smith, 1983; Barros und Neill,
1987). Soweit bekannt, liegt ABA in pflanz-
lichem Gewebe vorwiegend als cis/trans
(ct)- Isomeres vor, weiches im Gegensatz
zum trans/trans (if)- Isomeren die physio-
logisch aktive Form des Hormons darstel-
len soll (Cummins und Sondheimer, 1973).
Vermehrte ct-ABA-Ausschittung bewirkt

Uber einen SchluB der Stomata die Redu-
zierung des Wasserverlustes und reguliert
somit den Wasserhaushalt der Pflanze.
Prolin wird im Zusammenhang mit
“StreBsituationen” als Stabilisator von
Membranen angesehen, hat aber dartiber
hinaus auch regulatorische Wirkungen.
Diese beiden Substanzen findet man in
relativ hohen Konzentrationen auch im
Pollen, welcher als austrocknungsfahiger
Teil des Cormophyten auf StreBsitua-
tionen hin konditioniert ist (Lipp, 1989).

Obwohl Pollen normalerweise in gerin-
ger Konzentration im Honig vorliegen, ist
ein schwacher Eintrag von ABA und Prolin
in den Honig denkbar. Dabei dirfte insbe-



250 J Lipp

sondere das Prolin als wasserlésliche

Komponente in das Medium Honig “hinein- -

gelost” werden.

In neuerer Zeit wurde allgemein der Zu-
sammensetzung der Aminosauren im Ho-
nig erhdhte Beachtung geschenkt, da sie
eventuell zur Sortendiagnose und Bestim-
mung der geographischen Herkunft ver-
wendet werden konnen (Gilbert et al,
1981; Davies und Harris, 1982; Speer und
Montag, 1986). Der Prolingehalt des Ho-
nigs wird in der Lebensmittelanalytik dazu
genutzt, das AusmaB der Bespeichelung
des Sammelgutes durch Bienen, das heiBt
der “Reifung” zu erfassen.

Waéhrend andere Aminoséuren in sehr
geringen Konzentrationen im Honig vorlie-
gen, tritt Prolin als deren Hauptkompo-
nente in relativ groBer Menge auf (Lipp,
1988) und gehdrt auch zu den gesch-
macksgebenden Bestandteilen des Honigs
(Maeda et al, 1962).

Nach bisheriger Auffassung stammt
der Oberwiegende Teil des Honig-Prolins
von der Biene, weil es im Zucker-
ftterungshonig in gleichen Konzentration-
en wie im natirlichen Honig vorliegen soll
(Bergner und Hahn, 1972).

Die anderen Aminosauren sind wahr-
scheinlich trachtbedingt. Uber die ABA im
Honig wurden, soweit bekannt, noch keine
Untersuchungen angestellt. Um Menge
und Herkunft von Prolin und ABA im Honig
systematisch erfassen zu kénnen, wurden
samtliche natiirlichen Trachtquellen auf
diese beiden Substanzen untersucht.
AuBBerdem wurden mehrere Honige aus
verschiedenen Landern mit einem speziell
angefertigten Zuckerfitterungshonig in ih-
ren ABA- und Prolingehalten verglichen
und statistisch ausgewertet.

MATERIAL UND METHODEN

Innerhalb unserer Untersuchungen wurden 22
Honige aus dem Handel gemaB der bekannten

Analysenmethoden (Schweizerisches Lebens-
mittelbuch, 1967; AOAC, 1984; Lipp et al, 1988)
auf ihre Reinheit hin untersucht. Es handelte
sich bei folgenden Proben um authentische
Honige(Tabelle 1}.

Um den AusschiuB unkontrollierter Tracht zu
gewahrleisten, wurden Bienenvélker ausgehun-
gert und im Flugzelt mit Zuckerwasser (1:1)
gefittert (Dr G Vorwohl, Landesanstalt fiir Bie-
nenkunde, Hohenheim). Der ZFH wurde nach
14 Tagen ausgeschieudert, was dem Vorgehen
von Bergner und Hahn (1972) entsprach.

Sechs Bienen aus der Winterfiitterung (mit
Flussigzucker) wurden vor dem Laubaustrieb im
Frihjahr gefangen. Nach Tétung in Chloroform
wurden sie der Gefriertrocknung unterzogen, ge-
wogen und einzeln homogenisiert. Ferner wur-
den zwei Bienen mit dicken Héschen auf einem
Rapsfeld (Brassica napus napus L) gefangen,
sofort getdtet und gefriergetrocknet. Nach
Entfernung der Hdschen wurden sie gewogen
und ebenfalls homogenisiert. Aus Bienen,
Blattidusen und Pollen (je 100 mg) muBten ABA
und Prolin durch Methanol-Extraktion gewonnen
werden, die Honig-, Nektar- und Honigtau-
proben (je 100 mg) konnten als solche gelést
werden.

Die Fraktionierung von ABA und Prolin er-
folgte im Vakuum (ber C,g-Einmaltrennséulen
(Baker, 3 mi} in der pH 4 sauren wassrigen
Phase (Fraktion 1, Prolin} und in der Methanol-
Phase (Fraktion 2, ABA). Die ABA wurde
dinnschichtchromatographisch  iiber HPTLC-
Alufolien (Merck, Kieselgel 60, Laufmittel: Tolu-
ol/Ethylacetat/Essigsaure: 75 + 22 + 3) gereinigt
und HPLC-analytisch bei 254 und 280 nm
quantifiziert. Hierbei wurde als Saule eine
Lichrospher 100 RP 18,5 um, 4 mm ID x
250 mm (Merck), als Vorsaule eine C,g-
Vorsdulenkartusche 3 mm ID x 25 mm
(Bischoff) verwendet. Die mobile Phase war
ein Gemisch aus 66% Wasser mit 0,1% Es-
sigsdure (Losungsmittel A) und 44% Methanol
(Losungsmittel B), wobei die DurchfluBrate 1 ml/
min betrug. Die physiologisch aktive ct-ABA
(Cummins und Sondheimer, 1973) wurde direkt
aus dem chromatographischen Lauf fraktioniert,
getrocknet und nochmals mittels des ELISA
gemessen (Weiler ot al, 1986).

Zur Prolinbestimmung wurde die Nachweis-
methode nach Bates et al (1973), abgeleitet von
Trolt und Lindsley (1955) gewdhit, nachdem sie
auf ihre Eignung Oberpriift worden war (Lipp,
1989).
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Honig Herkunft Jahrgang Mikroskopisches Bild

Wald 1 Neuseeland 1986 Pollen: Typisch, Honigtau

Wald 2 Spanien 1985 Pollen: Typisch, Honigtau

Wald 3 Turkei 1985 Sporen, Wachswolle

Wald 4 Tarkei 1985 30% Centaurea, Wachswolle

Manuka Neuseeland 1986 44% Manuka, 34% Klee-Arten
Leatherwood Tasmanien 1986 94% Eucryphia

Linde 1 China 1985 27% Tilia

Linde 2 China 1986 22% Tilia. Sediment: Honigtau
Bliitenhonig 1 Mexiko 1985 55% Helianthus, 21% Cruciferae
Bliitenhonig 2 Argentinien 1985 83% Klee, 7% Eucalyptus, 4% Echium
Zentralzone Chile 1986 Typisch Chile

Argentin T1 Argentinien 1986 Typisch

Argentin T2 Argentinien 1986 Typisch

Polyflora 1 CSSR 1986 Typisch, 15% Cruciferae

Polyflora 2 Ungarn 1985 21% Cruciferae (Raps), 10% Helianthus
Polyflora 3 Polen 1986 52% Cruciferae (Raps), Honigtau
Extra light amber China 1986 40% Cruciferae + 3% Tilia

Light amber 1 China 1986 Typisch China

Light amber 2 Australien 1985 80% Eucalyptus, 3% Echium
Sonnenblume China 1985 59% Helianthus-Arten

Hochland Mexiko 1986 39% Helianthus-Arten, 35% Cruciferae
Zuckerfiitterung Deutschland 1985 -

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
ABA- und Prolingehalte in den Honigen

Das Verhaltnis zwischen ct- und t-ABA ist
unter den verschiedenen Honigen &hnlich
(Tabelle Il). Die Isomerisierung der physio-
logisch aktiven ct-ABA konnte demnach
wahrend des Reifungsprozesses des Ho-
nigs stattfinden, was dadurch gestiitzt
wird, daB im Nektar keine t#-ABA gefunden
wird (Abb 3). Dagegen tritt sie im Honig-
tau, der durch die Blattlaus bearbeitet
wurde, wieder auf (Abb 4). Man sollte
demnach anhand des  ct/tt-ABA-
Verhéltnisses beurteilen kénnen, inwieweit
Honige durch tierische Organismen bear-

beitet wurden. Waldhonige héaften dem-
nach ein niedrigeres ct/tt-ABA-Verhéltnis
als Blitenhonige. Allerdings ist zu beach-
ten, daB bei erhShten Temperaturen
(>30°C) und unter UV-Licht-Einwirkung
eine Isomerisierung von ¢t zu H-ABA in
Funktion der Zeit statffindet (eigene Ver-
suche). Es kommt folglich darauf an, wie
lange der Nektar, bzw der Honigtau auf
dem pflanzlichen Organismus verweilte,
bis er von den Bienen gesammelt wurde.
Entscheidend fiir das citt-ABA-Verhaltnis
im Honig ist héchstwahrscheinlich jedoch
die Intensitat der Einspeichelung (je nach
Trockenheitsgrad der Futterquelle) und die
Dauer der Futterkette (je nach Masse der
Tracht, Zustand des  Volkes usw).
Méglicher-weise lassen sich daraus die
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Tabelle ll. ABA- und Prolingehalte in Honigen. Q: Quotient ct/t+ABA; FG: Frischgewicht.

Honig tt-ABA ct-ABA Prolin Q
ng/g FG ng/g FG ug/g FG
Wald 1 90,9 468,6 230 52
Wald 2 491,6 3 668,2 512 75
Wald 3 1 054,6 1910,5 493 1,8
Wald 4 11154 1396,4 615 34
Manuka ’ 156,4 713,5 542 4,6
Leatherwood 10124 6 504,4 233 6,4
Linde 1 315,9 18134 153 57
Linde 2 2791 1462,3 212 5,2
Bilitenhonig 1 467,7 1179,4 362 2,5
Blitenhonig 2 56,1 292,2 265 5,2
Zentralzone 337,6 1642,4 522 4,9
Argentin T, 50,7 283,3 254 5,6
Argentin T, 28,5 .224,0 273 7,9
Polyflora 1 2142 1563,5 384 7.3
Polyflora 2 470,5 27775 344 5,9
Polyflora 3 680,7 3881,8 384 5,7
Extra light amber 106,9 562,6 239 53
Light amber 1 58,6 372,4 362 6.4
Light amber 2 71,9 288,3 563 4,0
Sonnenblume 18,8 70,0 325 3,7
Hochland 105,8 10422 368 9,8
Zuckerfiitterung 21,8 57,5 83 2,6
Abweichungen gewisser Honige gen signifikant niedrigere Gehalte an

Bliitenhonig aus Mexico, Spanien Wald)
erklaren. Die wahrend des Versuchs-
zeitraumes (2 Jahre) durchgefiihrte
Kdhle (10 °C) und dunkle Lagerung
hatte keinen EinfluB auf das ct/it-ABA-
Verhaltnis.

Unter den Honigen lassen sich im
absoluten ABA-Gehalt extreme Schwan-
kungen erkennen (Tabelle Il, zB China
Sonnenblume, Leatherwood). Dies liegt
wahrscheinlich an den stark unter-
schiedlichen ABA-Gehalte in Nektaren
und Honigtauen (Abb 3,4). In Abb 1
werden die Honige mit Zuckerfltterungs-
honig verglichen. Zuckerfitterungshonig
weist im Verhéltnis zu den anderen Honi-

ABA auf (-Test). Nur China Sonnenblume
hat einen mit ZuckerfUtterungshonig ver-
gleichbaren ABA-Gehalt (Tabelle Il). Dies
kénnte daran liegen, daB die Sonnen-
blume als entwicklungsgeschichtlich rela-
tiv hoch stehende Pflanze (Compositae)
die ABA des Phloemsaftes im Nektarium
wieder riickresorbiert und der Nektar daher
sehr wenig oder keine ABA enthilt
(Ziegler, 1968). Der &uBerst geringe
ABA-Gehalt im  Zuckerfitterungshonig
stammt wahrscheinlich von (ABA-
haltigem) Restnektar, der sich noch im
ausgehungerten Bienenvolke befand.
Dafir spricht der hoch signifikante Unter-
schied zwischen natlrlichem Honig und
Zuckerfitterungshonig, sowie der negative
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Nachweis von endogener ABA in ausge-
hungerten Bienen nach der Win-
terfiitterung (Abb 2, Tabelle llIl). Die unter-
schiedlichen Prolin-Konzentrationen in'den
Honigen sind auf eine Vielzahl von Varia-
blen, eventuell auch auf verschieden
starke Prolin-Konzentrationen in Nektaren
und Honigtauen zuriickzufiihren (White
und Rudyj, 1978; White, 1979). Diese
Quellen wiirden somit zum Prolingehalt
des Honigs beitragen (Abb 3, 4). Dies
steht in Einklang mit der Beobachtung,
daB Zuckerfitterungshonig im Vergleich
mit den anderen Honigen einen signifikant
niedrigeren Prolingehalt aufweist (Abb 1).
Allerdings gelangt Prolin auch direkt von
der Biene in den Honig, da sowohl Zucker-
futterungshonig selbst als auch ausgehun-
gerte Bienen nach der Winterfiitterung
diese Substanz enthalten (Abb 1, 2). Es
muB bericksichtigt werden, daB Zucker-
futterungshonig unter unnatiirlichen Bedin-
gungen gewonnen wird und der niedrigere
Prolingehalt durch den schlechteren physi-
ologischen  Zustand (geringe Ei-
weiBversorgung) der Bienen hervorgeru-
fen sein kénnte. Ahnliche Verhiltnisse
treffen fir die Bienen nach der Win-
terfiitterung zu (Abb 2); diese kdnnen je-
doch eingelagerten Pollen als Nahrungs-
und EiweiBquelle benutzen. Die Prolinge-
halte in einigen untersuchten Nektaren

MO0 v swowvsiamormiaysimsmnscst 3N S YRS b R ¥ SRR

Protin [ug] / 100mg FG
ABA [ng] /100 mg FG

Honig

] ¢-ABA
B ct-ABA

&Y Prolin

Abb 1. ABA- und Prolin-Gehalte in Honigen und
Zuckerfiitterungshonig (ZFH). Es ist jeweils der
§%-Vertrauensbereich angegeben.

(Abb 3), Honigtauen (Abb 4) und Pollen
(Abb 5) sind ausreichend, um entschei-
dend zum Prolingehalt des Honigs beitra-
gen zu kénnen (Hahn, 1970; Bergner und
Hahn, 1972).

ABA- und Prolingehalte in Bienen

Da signifikante Unterschiede bezlglich
des ABA- und Prolingehaltes zwischen

Tabelle Il. Vergleich von HPLC- und ELISA-Methoden anhand einiger ausgewéhiter Stichproben.

Probe HPLC ELISA
ct-ABA ng/100 mg ct-ABA ng/100 mg
Bltitenhonig 1 117,9+3,6 213,2+6,0
Extra light amber 56,3+2,3 148,8+2,1
Sansevieria Nektar 0,0 7,91+0,1
Cymbidium Nektar 0,0 1,9+0,0
Biene W, 0,0 0,0

Cryptomyzus ribis

1886,4 = 103,1

2 155,2+604,9
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Abb 2. ABA- und Prolin-Gehalte der untersuch-
ten Bienen. Das Trockengewicht [mg] der Tiere
ist jeweils angegeben. BW1-BW4: Bienen nach
Winterfutterung; BR 1, 2: Bienen vom Rapsfeld
(Brassica napus napus).

den Bienen nach Winterfitterung und den-
jenigen vom Rapsfeld ermittelt werden,
sind mdglicherweise auch Trachteinflisse
fur ABA- und Prolingehalt im Honig von
Bedeutung (Abb 2). In ausgehungerten
Bienen liegt endogen Prolin, aber nicht
ABA vor (Siehe auch Tabelle Ili), was die
potentielle Prolin-Zugabe zum Honig seit-
ens der Biene erlaubt, die ABA-Zufuhr
aber ausschliet.

ABA- und Prolingehalte in Nektaren

In Raps- und Taubnesselnektar liegen
nachweisbare Mengen von ct-ABA vor.
Alle untersuchten Nektare sind Prolin-
positiv. Nektar als Haupt-Honigquelle kann
damit zum ABA- und Prolingehalt des
(Blten)-Honigs beitragen.

J Lipp

ABA- und Prolingehalte in Blattldusen
(Aphoidea) und Honigtau

Die ct-ABA-Gehalte in den Blattlausen
(Aphoidea) sind sehr unterschiediich. Ho-
nigtau weist geringe Mengen an t-ABA auf
(siehe oben). Samtliche Proben enthalten
Prolin (Abb 4). Die Blattlause erhalten ABA
und Prolin wahrscheinlich {iber den
Phloemsaft der jeweiligen Wirtspflanzen,
da dieser selbst diese Substanzen enthilt
(Becker, 1973; Weiler und Ziegler, 1981).
Offenbar unterscheidet sich der Phloem-
saft verschiedener Pflanzen oder der einer
Pflanze zu  verschiedenen  Zeiten
betrachtlich im ABA-Gebhalt, weil auch in
den Blattlausen stark unterschiedliche
Mengen nachzuweisen sind. Da ABA und
Prolin wieder ausgeschieden werden und
damit in den Honigtau gelangen, ist zu er-
warten, daB auch Honigtaue mehr oder
weniger ABA und Prolin enthalten (Gray,
1952). Daraus laBt sich folgern, da3 Hon-
igtauhonige in ihren ABA- und Prolin-
Gehalten Schwankungen unterliegen, was
auch den hier vorliegenden
MeBergebnissen entspricht.

Prolin {pg] / 100mg TG
ABA [ng] / 100 mg TG

ct—ABA
@ Prolin

Abb 3. ABA- und Prolin-Gehalte untersuchter
Nektare. SN = Sanseveria-Nektar (S trifasciata
Prain); CN = Cymbidium-Nektar (C spec); RN =
Rapsnektar (Brassica napus napus L); TN =
Taubnesselnektar (Lamium album L).
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Prolin [mg] / 100mg TG
ABA [pg] /100 mg T6

BJ Prolin

Abb 4. ABA- und Prolin-Gehalte in Blattldusen
(Aphoidea) verschiedener Wirtspflanzen und im
Honigtau. AS = Aphis spec (auf Tilia vulgaris);
MR 1,2 = Macrosiphum rosae (auf Rosa hybri-
da weiB (1), rot (2); CR = Cryptomyzus ribis
(auf Ribes rubrum L); SM = Sappaphis mali (auf
Malus domestica Borkh); HP = Hyalopterus
pruni (auf Prunus domestica L); HT = Honigtau
von Myzus cerasi (auf Prunus cerasus L).

ABA- und Prolingehalte in Pollen

Pollen weisen unterschiedliche ABA- und
Prolingehalte auf, die unter botanischem
Aspekt diskutiert werden (Lipp, 1989). Da
der Pollenanteil im Honig normalerweise
gering bleibt (max 0,05%), ist von dieser
Seite nur ein geringer Eintrag zu erwarten,
der jedoch bei einigen Pollenarten
Beriicksichtigung finden solite (zB bei
Léwenzahn, Goldregen, Troliblume,
Hornklee, siehe Abb 5).

Vergleich der HPLC- mit der ELISA-
Methode

In Tabelle Il werden die mit HPLC ermit-
telten ctABA-Gehalte den mit ELISA
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Abb 5. ABA- and Prolin-Gehalte in Pollen. 1-5:
Pinus mugo (Karwendel); 6-8: Pinus mugo
(Munchen); 9: Taxus baccata; 10: Chamaecypa-
ris lawsoniana; 11: Equisetum sylvaticum; 12:
Magnolia stellata; 13: Bellis perennis; 14: Ra-
nunculus arvensis; 15: Laburnum anagyroides;
16: Taraxacum officinale; 17: Betula pendula
(Miinchen); 18: Betula pendula (Ginzburg); 19:
Ranunculus repens; 20: Hemerocallis piquante;
21: Typha lafifolia; 22: Althaea rosea; 23: Ma-
gnolia soulangeana; 24: Aesculus hippocasta-
num; 25: Cymbidium spec; 26: Brassica napus
(Minchen); 27: Brassica napus (Glnzburg); 28:
Rudbeckia grandiflora; 29: Zea mays; 30: Salix
caprea; 31: Lilium candidum; 32: Ranunculus
acris; 33: Trollius europaeus; 34: Lotus cornicu-
latus; 35: Prunus sargentii.
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erhaltenen Ergebnissen anhand aus-
gewahiter Proben gegeniibergestellt. Die
gute Ubereinstimmung der verschiedenen
Methoden ist ein Indiz fir die Richtigkeit
der ABA-Bestimmung.

SchiuBfolgerungen

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit wird
wahrscheinlich, daB ABA durch Nektar,
Honigtau und Pollen in den Honig gelangt.
Eine Beteiligung seitens der Bienen ist
bisher auszuschlieBen. Dieser Befund ist
keineswegs trivial, da ABA ubiquitar auftritt
und sogar in Gehirnen von Saugetieren
nachgewiesen wurde (Editorial, 1986).

Prolin kann in bestimmten Fallen, ent-
sprechend der Nektar- Honigtau- und
Pollenart, zu einem erheblichen Teil aus
den Rohstoffen Nektar, Honigtau und Pol-
len stammen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
vertreten somit nicht die Ansicht von Berg-
ner und Hahn, die die Hauptquelle des
Prolins in der Biene selbst fanden. Zwar
wurde in vorliegender Arbeit nur ein
Zuckerfutterungshonig untersucht, der
nicht unbedingt reprasentativ sein muB;
die Ergebnisse werden jedoch auch durch
die Untersuchung der Bienen und der ih-
nen zur Verfilgung stehenden natiirlichen
Nahrungsquellen {Nektar, Honigtau, Pol-
len) gestitzt. Die Anschauung, daB der
Prolingehalt im Honig ein direktes MaB
des Bearbeitungsgrades seitens der Biene
darstellt, sollte im Falle prolinhaltiger Nek-
tare und Honigtaue (berdacht werden.
Eventuell lassen sich diesbezlglich aus
den ct/tt-ABA-Gehalten sicherere Aussag-
en ableiten.

Zur Uberpriifung dieser Fragen und
zur vertieften Kenntnis der Herkunft der
ABA und des Prolins miissen jedoch Un-
tersuchungen exakt definierter Zucker-
fatterungshonige und Bienenproben unter

Einbeziehung von Bienenenzymen wie
Saccharase, Amylase und Glucoseoxidase
folgen. Der praktische Teil dieser Arbeit
wurde am Institut fOr Botanik und Mikrobio-
logie der Technischen  Universitat
Miinchen ausgefihrt.
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Summary — Detection and origin of ab-
scissic acid and proline in honey. This
paper attempts to establish the origin and
amount of both abscissic acid (ABA) and
proline in honey. Two isomers of the ses-
quiterpene phytohormone cis trans (ct)-
and trans trans (#)-ABA are found in na-
ture, but only the cis trans isomer is physi-
ologically active. It induces dormancy in
plants or parts of plants and plays an im-
portant role in closing stomata, especially
in water deficient conditions. Proline (an
amino acid) has protective functions (eg in
stabilizing membranes) if the plant is under
stress (eg water deficiency). Both sub-
stances occur in relatively high amounts in
pollen (fig 5). Honey contains ABA and
proline originating from pollen. It is impor-
tant to evaluate the origin of proline, since
it has been suggested that this substance
is added to honey solely by the bee. To
identify the origin of ABA and proline sys-
tematically, their possible natural sources
were analyzed : nectar, honeydew, pollen
and bees. Further investigations were car-
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ried out on aphids, honey from sugar fed
bees and natural honeys. For separation
of ABA and proline solid phase extraction
by Cyg-columns was used. Purification of
ABA was effected by thin layer chromatog-
raphy. ABA was quantified by HPLC and
enzyme linked immunosorbent assay (ELI-
SA), the proline was measured by a colori-
metric test. The results obtained by HPLC
and ELISA show good agreement (table
Ill). Honey contains considerable amounts
of ABA and proline (table Il). Compared
with natural honeys, the honey from sugar-
fed bees (ZFH) has a significantly lower
level of both ABA and proline (see fig 1).
In contrast to bees which have visited nec-
tar sources (rape field, BR 1,2 in fig 2),
starved bees (BW 14, fig 2) contain less
(endogenous) proline and no ABA at all
(see fig 2). This corresponds to the obser-
vation that proline and ABA are present in
nectar (see fig 3, SN = Sanseveria-nectar;
CN : Cymbidium-nectar; RN : Rape-nectar;
TN = Deadnettle-nectar). Aphids (honey-
dew) show very different amounts of these
substances (see fig 4, AS = Aphis sp on
Tilia vulgaris; MR 1,2 = Macrosiphum ro-
sae on Rosa hybrida white (1), red (2);
CR = Cryptomyzus ribis on Ribes rubrum
L; SM = Sappaphis mali on Malus domesti-
ca Borkh; HP = Hyalopterus pruni on Pru-
nus domestica L; HT = Honeydew of My-
zus cerasi on Prunus cerasus L).

The results show that ct-ABA is added
to the honey mainly from nectar, honey-
dew and pollen, and not by the bee itself.
Possibly the bee might be responsible for
conversion of ct- into #-ABA, since honey
contains rather more f-ABA than does the
nectar.

The proline content in honey originates
in the nectar of some species investigated
(Lamium album L, Brassica napus napus
L, Sanseveria trifasciata Prain, Cymbidium
sp), in honeydew (from Myzus cerasi on
Prunus cerasus L), and in some pollen (fig
5) as well as in the honeybee itself. It is

proposed that the ratio of ct- to #-ABA con-
tent (instead of the proline content) of hon-
ey depends on the extent of manipulation
by the bees in converting nectar into hon-
ey, which in turn reflects upon nectar water
content and environmental conditions.

abscissic acid / honey / HPLC / proline /
honeydew

Résumé — Détection et origine de
Facide abscissique et de la proline dans
le miel. Ce travail essaie de déterminer
l'origine et les quantités d'acide abscis-
sique (ABA) et de proline dans le miel. On
trouve dans la nature 2 isoméres de la
phytohormone sesquiterpéne ABA, c¢is
trans (ct-) et trans trans (t-), mais seul
Iisomére cis trans est physiologiquement
actif. Il induit la dormance des plantes ou
de parties de piantes et joue un role impor-
tant dans la fermeture des stomates, prin-
cipalement lorsqu'il y a une déficience en
eau. La proline (un acide aminé) posséde
des fonctions de protection (par exemple
en stabilisant les membranes) lorsque la
plante se trouve en conditions de stress
(par exemple, déficience en eau). Les 2
substances sont présentes dans le miel en
quantités relativement élevées (fig 5).
L'ABA et la proline du miel proviennent du
pollen. Il est important de déterminer
l'origine de la proline, car il a été suggéré
quelle n'était ajoutée au miel que par
l'abeille.

Afin  d'identifier  systématiquement
l'origine de I'ABA et de la proline, nous
avons analysé leurs sources naturelles
éventuelles : nectar, miellat, pollen et
abeilles. D'autres recherches ont porté sur
les pucerons, sur le miel élaboré par les
abeilles a partir de sucre de nourrissement
{miel de sucre) et sur des miels naturels.
L'ABA et la proline ont été séparés sur co-
lonnes C-18. L'ABA a été purifié¢ par
chromatographie sur couche mince, quan-
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tifié par HPLC et ELISA. La proline a été
mesurée par un test colorimétrique. Les
résultats obtenus par HPLC et ELISA pré-
sentent une bonne concordance (tableau
lll). Le miel renferme des quantités consi-
dérables d'ABA et de proline (tableau lI).
Par rapport aux miels naturels, le miel de
sucre (ZFH) a une teneur significativement
plus faible, a la fois en ABA et en proline
(fig 1). Contrairement aux abeilles qui ont
visité des sources de nectar (champ de
colza, fig 2 : BRy, BRy), les abeilles affa-
mées (fig 2 : BW 1-4) renferment moins
de proline (endogéne) et pas du tout
d'ABA (fig 2). Cela est conforme a
l'observation selon laquelle la proline et
I'ABA sont présents dans le nectar (fig 3 :
SN = nectar de Sanseveria; CN : nectar de
Cymbidium; RN = nectar de colza; TN =
nectar de lamier blanc). Les pucerons
(miellat) présentent des quantités trés vari-
ables de ces substances (fig 4 : AS =
Aphis sp sur Tilia vulgaris; MR, et MR, =
Macrosiphum rosae sur Rosa hybrida
blanche (1) et rouge (2); CR = Cryptomy-
zus ribis sur Ribes rubrum L; SM : Sappa-
phis mali sur Malus domestica; HP : Hya-
lopterus pruni sur Prunus domestica; HT =
miellat de Myzus cerasi sur Prunus cera-
sus). Les résultats montrent que I'ABA-ct
est principalement ajouté au miel a partir
du nectar, du miellat et du pollen et non
pas par l'abeille elle-méme. Il se peut que
l'abeille soit responsable de la conversion
de I'ABA-ct en -tt, puisque le miel renferme
plutdt plus d'ABA-it que le nectar. La pro-
line du miel provient du nectar de certains
espéces étudiées (Lamium album L, Bras-
sica napus napus L, Sanseveria trifasciata
Prain, Cymbidium sp), du mieliat (de My-
zus cerasi sur Prunus cerasus L) et de
certains pollens (fig 5), aussi bien que de
l'abeille elle-méme. Le rapport teneur en
ABA-ct / teneur en ABA-ft (au lieu de la
teneur en proline) du miel dépend du de-
gré de conversion par les abeilles du nec-
tar en miel, qui refléte la teneur en eau du
nectar et les conditions du milieu.

acide abscissique / miel / HPLC / pro-
line / miel de sucre
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