Aus dem Institut fiir Lebensmittelchemie der Universitit Stuttgart

Zum Phenylalaningehalt von Honigen
Von K.-G. BErGNER und Hi1. HAuN

Mit 3 Tabellen

(Eingegangen am 7. April 1971)

In verschiedenen Anweisungen zur Phenylketonurie-Didt wird als Gesamt-
P hefl}’lalaningehalt von Honig 15-60 mg/100 g genannt (MONCRIEFF et al. (1), HELL-
BRUGGE u, PECHSTEIN (2), BickeL u. BREMER (3). Diese Werte wurden, soweit dies
ar{gegeben ist, nicht direkt bestimmr, sondern aus dem Eiweif3gehalt durch Multi-
plll_iation mit 0,05 errechnet, ,,da die meisten tierischen und pflanzlichen Proteine
Zwischen 4 und 6% Phenylalanin enthalten* (MONCRIEFF et al. (1).
. Bei Untersuchungen iiber den Gehalt und die Herkunft der freien Aminosiuren
In Honig (4, 5, 6) zeigte es sich, daB die einzelnen Aminosiuren in recht unterschied-
Ichen Mengen in den untersuchten Proben enthalten waren. In der Regel lag dabei
der Gehalt an Prolin am hochsten, der an Phenylalanin im Mittel in Bliitenhonig bei
370 n Mol/g und in Honigtauhonig bei 220 n Mol/g (Tab. 1).

Tab. 1.
Prolin n Mol/g Phenylalanin n Mol/g
Proben  Grenzwerte  Mittelwert Grenzwerte Mittelwert
Blﬁtt?nhonige*) 23 1400-7800 3700 22- 1700 370
Onigtauhonige 15 28005700 3900 44~ 780 220
nZuckerfiitterungshonig 2 2600, 5800 — 27, 74 —
Onigblaseninhalt 2 1500, 2300 — 19, 34 —
Salbeihonige
(JUSOSlawisch 3 2400-3400 2800, 1000014000 12300

* ohne Salbeihonige.

Diese Werte stammen von 15 Honigtauhonigen (Tanne, Fichte) verschiedener
er.kunft (Deutschland, Jugoslawien, Osterreich) und, soweit feststellbar, von ver-
Schiedenen Honigtaulieferanten, sowie von 23 Bliitenhonigen verschiedener Tracht-
Pflanzen (Bliiten-, Blatt-Honig, wilder Buchweizen, Citrus, Edelkastanie, Gallberry,
Gamander, Heide, Linde, Mesquite, Raps, Robinie, Saw Palmetto, Weillklee) und
Verschiedener Herkunft (Californien, Deutschland, Florida, Frankreich, Georgia,
Ugoslawien, Mittelamerika, Spanien, Tunis, Ungarn).
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) Aus Versuchen mit ,,Zuckerfiitterungshonig® — ,,Honig*, der von den Bienen aus
Ieiner Saccharoseldsung bereitet wurde — und mit dem versuchsweise gewonnenen
onigblaseninhalt von Sammelbienen, die mit Saccharoseldsung gefiittert worden
\h"aren, ging hervor, dal3 der groBte Teil des Prolins und ein kleinerer Teil des Phenylala-
Dins aus dem Pharynxdriisensekret der Biene stammt, das dem einzutragenden zucker-
l‘:?'ltigen Saft (Honigtau, Nektar) bereits wihrend der Sammeltitigkeit zugegeben

ird (6).

Dagegen fielen unter den ,,Sortenhonigen* — das sind nach der Honigverordnung
Yom 21, 3. 1930 solche, die vorwiegend aus den Nektariensiften einer Bliitenart
Stammen - jugoslawische Salbeihonige durch ihren hohen Phenylalaningehalt auf
(Tap, 1). Zur niheren Orientierung sind in Tab. 2 die Gehalte dieser Honige auch an
den einzelnen Aminosduren zusammengestellt und mit den Mittelwerten der unter-
Suchten 15 Honigtauhonige und 23 sonstigen Bliitenhonige verglichen.

Durch die Untersuchung von Salbei-Nektar konnte bestitigt werden, daB fiir
den sehr hohen Phenylalanin-Gehalt der jugoslawischen Salbeihonige die Tracht
Verantwortlich ist,

Eine Bestimmung der Salbei-Art, die als Trachtpflanze der jugoslawischen Salbeihonige
anzusehen ist, war durch Pollenanalyse nicht moglich. Die Gattung Salvia ist im Mittelmeer-

Aum mit vielen Arten verbreitet (HEGI, (7) zahlt 10 Arten). Damit es zur Bildung von Sor-
‘enhonigen kommt, muf3 die Trachtpflanze jedoch grioBere Bestinde bilden. In seinen ,,Vege-
Ationsbildern erwihnt ADAMOWIC (8) nur vom Gartensalbei (Salvia officinalis) ,,massenhaf-
teg Auftreten auf submontanen Felstriften'* (bei Dubrovnik).
. Der Aminosiuregehalt des von Wiesensalbei (S. pratensis) gewonnenen Nektars
I8t ebenfalls in Tab. 2 angegeben, berechnet auf einen Zuckergehalt von 80%,. Der

hen)’lallaningehalt (22000 nMol/g) ist mit dem der jugoslawischen Salbeihonige
(10000~14000 nMol/g) vergleichbar, da diese sicherlich nicht ausschlieflich aus

fllbeitracht stammen. Die iibrigen Aminosiduren - besonders Alanin, Serin und Threo-
Nin - 5ing jedoch im untersuchten Nektar in sehr viel groBerer Menge enthalten als
0 den Salbeihonigen. Leider konnte der Aminosiurengehalt eines aus diesem Nektar

Creiteten Honigs nicht ermittelt werden, da von Wiesensalbei keine Sortenhonige

tkannt sind.

. Im Honigblaseninhalt von Bienen, die Gartensalbei (Salvia officinalis) bzw. einen
Zlersalbei (Salvia x superba Ostfriesland) beflogen, konnten diinnschichtchromato-
8raphisch ebenfalls groBe Mengen Phenylalanin neben — vorwiegend von der Biene
Stammendem — Prolin nachgewiesen werden. Es ist deshalb anzunehmen, daB} ein

Oher Phenylalanin-Gehalt im Nektar von Salbeiarten verbreitet vorkommt.

_ Auch der californische Salbeihonig hat — verglichen mit den {ibrigen Honigen —
e‘_“en hohen Phenylalanin-Gehalt (990 nMol/g). Nach Angaben des Imkers stammt

leser Honig von Black Sage (Salvia mellifera); ob es sich jedoch um einen Sorten-

Onig handelt, konnte aus dem Ergebnis der Pollenuntersuchung nicht bestitigt
Werden, da der Honig insgesamt sehr pollenarm war.

Die Auftrennung und Bestimmung der freien Aminosiuren in den Honigen er-
folgte mittels der automatisierten Ionenaustausch-Chromatographie nach SPACK-
MAN, STEN und MooRrE, wofiir ein besonderes Aufbereitungsverfahren zur Abtren-
Nung der frejen Aminosduren von Kohlenhydraten, Peptiden und Proteinen des Ho-
Nigs ausgearbeitet wurde (4, 5).

Die Bestimmung der Aminosiuren im Nektar von Wiesensalbei, ebenso wie im
-Honigblaseninhalt, von denen nur geringe Mengen zur Verfiigung standen, erfolgte
Dach vereinfachter Aufarbeitung iiber den Kationenaustauscher Amberlite I R 120,



50 Zeitschrift fiir Ernéihrungswissenschaft, Band 11, Heft 1

0,45-0,6 mm, wie unten bei der Gesamt-Aminosiuren-Bestimmung in Honig ange-
geben (vgl. 4, 5).

Gesamt-Aminosiiurengehalt

Da der Gesamtgehalt an Phenylalanin fiir die Beurteilung eines Lebensmittels im
Hinblick auf eine Phenylketonurie-Diit entscheidend ist, war es von Interesse, auch
den Gesamt-Aminosiurengehalt, also die Summe von freien und gebundenen Amino-
sduren eines Salbeihonigs zu ermitteln. Die Bestimmung erfolgte nach der im AnschluB
gegebenen Arbeitsvorschrift. Die Ergebnisse sind aus Tab. 3 zusammen mit dem
Gehalt an freien Aminosiduren zu ersehen. Zum Vergleich wurde ein Rapshonig
ebenso untersucht.

Tab. 3. Freie und gesamte Aminosiduren in Salbeihonig und Rapshonig.

jugoslawischer Salbeihonig 1 Rapshonig 1
freie Gesamt- freie Gesamt-
Aminosiuren Aminosiduren Aminosduren Aminosduren
n Mol/g n Mol/g n Mol/g n Mol/g
Ala 89 890 53 490
B-Ala — 0 — 45
y-Aminobuttersiure — 34 — 22
Arg 26 250 18 170
Asp — 1400 — 960
(CyS): 0 1100 0 500
Gln + Asn 96 — 72 —
Glu — 1200 — 800
Gly — 1600 — 690
His 19 460 12 600
Ile 72 640 19 430
Leu 24 910 18 570
Lys 72 740 120 470
Met 0 120 1 150
Orn — 320 6 88
Phe 14000 12000 22 300
Pro 2400 2600 2300 2300
Ser 49 930 49 460
Thr 24 530 18 380
Trp 3 0 0 ) 4]
Tyr 30 — 11 190
Val 70 850 30 500

1) Tm Hydrolysat als Cysteinsiure vorliegend.

Das Verhiltnis von freien zu gesamten Aminosiuren ist meist, ibereinstimmend
mit MICHELOTTI u. MARGHERI (9), etwa 1:10. Prolin ist in beiden Honigen, Phenylala-
nin im Salbeihonig ganz iiberwiegend in freier Form enthalten.
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Der Gesamtgehalt des Rapshonigs liegt mit 300 nMol/g, entsprechend 4,7 mg/
00 g, weit unter den eingangs fiir Honig genannten Literaturwerten von 15-60 mg/
_100 8. Auch die in Tab. 1 aufgefiihrten Grenz- und Mittelwerte fiir freies Phenylalanin
19 Honigtau- und Bliitenhonigen (0,3-27 mg/100 g, im Mittel 3,4 bzw. 5,8 mg/100 g)
liegen vollig in den genannten Grenzen.
Dagegen ist der Gesamtgehalt des Salbeihonigs mit 14000 nMol/g, entsprechend
39 mg Phenylalanin je 100 g, so erheblich hoher, dal} er innerhalb einer Phenylketon-
Urie-Diit — nach BickeL und BReMER (3) soll die Phenylalaninzufuhr 130-360 mg/Tag
Nucht iibersteigen — zweckmaBigerweise nicht verwendet werden sollte.

Methodik

G‘?SGMI-Aminosﬁuren-Bestimmung in Honig
Prinzip
. Freie Aminosiuren, Peptide und ein Teil der Proteine werden aus savrer Losung an einen
fe‘}'lkfirnigen Kationenaustauscher adsorbiert. Nach Auswaschen der Zucker wird mit
T"ithYlamin-Lésung eluiert. Um auch die von der Austauschersiule nicht zuriickgehaltenen
foteine zu erfassen, wird der Durchlauf dialysiert, Die hochmolekulare Phase und der
‘Tockenriickstand des Eluats werden vereinigt. Nach Siurehydrolyse werden die Amino-
Sduren nach SPACKMAN, STEIN und MooRE (10) bestimmt.

Che'nikalien und Gerdite
CheMikalien:
M Amberlite Ionenaustausch-Harz CG — 12011 (= 40-80 wm), Natrium-Form.
Salzsiure, rauchend, mind. 37% z. A.
Salzsdure 3 n
Salzsiure 1 n
Tristhylamin-Lésung 1 n
14 ml Tridthylamin und 20 ml Aceton werden mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt
(im Kiihlschrank 2 Wochen haltbar).
(6) Thioglycolsiure-Lésung 0,1 m
Fehlings Reagenz A und B
Gergre;

(&) »Cellophan*-Dialysierschlauch, Kalle;
© 18 mm (Porenweite 2-8 nm; Durchléissigkeitsgrenze etwa bei
Molekulargewicht 5000) ‘
(B) Rotationsverdampfer, Wasserbad, Wasserstrahlpumpe
Magnetrithrer
© Chromatographie-Siule: Linge 150 mm, @ 12 mm (Volumen ca. 17 mi). Unterer Siulen-
abschluB: zur Spitze ausgezogen, mit PVC-Schlauchstiick und Quetschhahn, Oberer
SaulenabschiuB: NS 10/19. Dazu Tropftrichter, 100 ml, mit NS 10/19.
(&) PH-MeBgerit
A“fa'beilung des Honigs
Vorbehandlung und Regeneration des Kationenaustauscherharzes: In die Chromato-
§"3phies§u]e (D) werden 15 ml Amberlite CG-12011, Natrium-Form (1), eingeschlimmt. Mit
ml Salzsiure 3 n (3) wird das Harz in die Hydrogen-Form tibergefiihrt, anschlieBend mit
€twa 50 m] Wasser neutral gewaschen.
Nach der Elution wird das Harz mit 50 ml Salzsiure 3 n regeneriert.

\K‘” tonenqustauscherbehandlung des Honigs
L 2g Honig werden in 10 ml Wasser geldst. Mit Salzsiiure 1 n (4) wird der pH-Wert der
Ssung auf 2,5 eingestellt (Glaselektrode). Die Losung wird auf die mit der Hydrogen-Form
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des Kationenaustauschers gefiillte Sdule aufgetragen (Tropfgeschwindigkeit 10-12 Tropfen/
min). AnschlieBend wird der Tropftrichter mit wenig Wasser ausgespillt und die Saule mit
insgesamt etwa 30 ml Wasser zuckerfrei gewaschen (die Priifung auf Zucker erfolgt mit den
letzten 2 ml des durchgelaufenen Waschwassers nach Fehling). Durchlauf und Waschwasser
werden vereinigt und dialysiert.

Die Elution der am Harz absorbierten Aminosiuren, Peptide und Proteine erfolgt abstei-
gend mit 100 mi Tridthylamin-Losung 1 n (5). (Dazu muf} das Schlauchstiick am Sdulenaus-
gang entfernt werden, da PVC in Tridthylamin quillt.) Die Tropfgeschwindigkeit wird mit
dem Hahn am Tropftrichter auf 10 bis 12 Tropfen/min eingestellt. Um die Bildung von Gas-
blasen in der Siule zu vermeiden (Reaktionswirme bei der Bildung der Salzform des Kationen-
austauschers), ist es zweckmiBig, die Tridthylamin-Losung vor der Elution mit Eis zu kihlen.
Das Eluat wird am Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampfit, einmal mit S ml Wasser
aufgenommen und wieder zur Trockene gebracht.

Dialyse

Ein etwa 40 cm langes Stiick Dialysier-Schlauch (A) wird 10 min lang in Wasser eingelegt.
Der gequollene Schlauch wird an einem Ende in sich selbst doppelt verknotet. Durchlauf
und Waschwasser der Kationenaustauschersiule werden eingefiillt und das andere Ende durch
1 cm breites Umlegen, Filteln und Abbinden mit einem Perlonfaden verschlossen. In einem
genigend grofen, mit Wasser gefiillten Becherglas schwimmend, wird der Schlauch am Faden
locker aufgehingt. Die duBere Phase wird gerithrt (Magnetrithrer) und nach jeweils 1/2h
erneunert. Sind darin keine Zucker mehr nachweisbar (Fehlingsche Probe), wird noch einmal
1/2 h lang dialysiert. Wihrend der ganzen Dialyse wird das Becherglas mit Eiswasser gekiihlt.

Die innere Phase wird am Rotationsverdampfer (Heizbadtemperatur 35 °C) bis auf etwa
2 ml eingeengt.

Hydrolyse

Der Trockenriickstand des Kationenaustauschers-Eluats wird mit der inneren Phase der
Dialyse aufgenommen. Die Lésung wird — unter Nachwaschen mit wenig Wasser — quantita-
tiv in eine mit rauchender Salzsiure (2) gereinigte, getrocknete und gewogene Ampulle iiber-
gefiihrt, Nach Zugabe von 0,1 ml Thioglycolsidure-Losung 0,1 m (6) wird das Gesamtvolu-
men durch Auswiegen der Ampulle niherungsweise bestimmt, Das gleiche Volumen rauchen-
de Salzsiiure wird zugegeben und die Ampulle in ciner Eis/Kochsalz-Kéltemischung gekiihlt.
Nach Verdringen der iiberstehenden Luft durch Einleiten von Stickstoff wird die Ampulle
evakuiert und unter Vakuum abgeschmolzen. Bei 110 °C wird 24 h lang hydrolysiert.

Nach der Hydrolyse wird der Ampulleninhalt in einen Rundkolben iiberfithrt und am
Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft. Die Saureddmpfe im Kolben werden durch
Einleiten von StickstofT ausgetrieben. Der Riickstand wird dreimal mit je 5 ml Wasser gelost,
jeweils zur Trockene gebracht und der Kolben mit Stickstoff ausgeblasen.

Bestimmung der Aminosduren

Das Hydrolysat wird entsprechend der frither gegebenen Vorschrift fur die freien Amino-
sduren (4, 5) in 10,00 mi Puffer pH 2,2 geldst. Dann wird, nach der diinnschichtchromatogra-
phischen Ermittlung eines geeigneten Auftragvolumens, die Bestimmung nach den angegebe-
nen Analysenprogrammen durchgefiihrt.

Gewinnung von Salbei-Nektar

Die Bliitenkrone von Wiesensalbei (Salvia pratensis) wurde vorsichtig aus dem Kelch
gezupft. Durch Auseinanderziehen von Ober- und Unterlippe wurde die Kronréhre gedffnet
und das auf der Basis der Unterlippe liegende Nektartropfchen mit einer Polyithylen-Mikro-
pipette aufgesaugt.

Zur Gewinnung der Nekiarproben von Gartensalbei (Salvia officinalis) und Ziersalbei
(Salvia x superba Ostfriesland) wurden Bienen beim Verlassen der Kronrdhre am Hinterleib
gefaBt und durch leichten Druck zur Abgabe des Honigblaseninhalts veranlaBt.
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Zusammenfassung

I. Die Gehalte an Phenylalanin von 15 Honigtauhonigen und 23 Bliitenhonigen werden
Mmitgeteilt (Grenzwerte und Mittelwerte). Sie liegen vollig im Rahmen der Werte, die in
der Literatur zur Berechnung einer Phenylketonurie-Didt angegeben werden.

2. Salbeihonige wiesen dagegen so erheblich héhe Phenylalaninmengen auf, daB sie in der
Ditit besonders bericksichtigt werden miissen. Diese Aminosdure liegt in den Salbei-
honigen tiberwiegend in freier Form und nur zum geringen Teil gebunden vor. Im Nektar
von Wiesensalbei konnten dhnliche Phenylalaningehalte festgestellt werden, so daB der
auffillige Befund an den Honigen durch die Tracht bedingt ist. Wie die Untersuchung
Von reinem Zuckerfiitterungshonig und Honigblaseninhalt der Biene zeigten, wird wohl z.
B. Prolin von der Biene in groBen Mengen dem Honig beigefiigt, nicht aber Phenylalanin.

3. Eine Methode zur Ermittlung des diitetisch wichtigen Aminosduren-Gesamtgehalts von
Honig - durch gemeinsame Bestimmung von freien und gebundenen Aminosiuren ~
wird angegeben.

Summary

1) The phenylalanine contents of 15 honey dew honeys and 23 flower honeys are reported
(limits and means) all of which are within the limits given in literature for calculating a
Phenylketonuria diet.

ome sage-type honeys, however, showed amounts of phenylalanine wich are so high that
Special consideration of this fact is necessary when using them for diet. Sage-type honeys
Contain this aminoacid mainly as free and only to a minor extent as bound acid.

In the nectar of meadow-sage similar amounts of phenylalanine were observed so that
the remarkable results, obtained with honeys, are due to the honey flow. The bee itselfs
adds only small amounts of phenylalanine to the honey, as was shown by the examination
of the honey sac and a pure sugar feeding honey.

5 method is described for the determination of total amino acid content in honey by
Simultaneous determination of free and bound amino acids.

3)

Résumé

Hon communique les teneurs en phénylalanine de 15 miels de miellat et de 23 miels de
fleurs (valeurs limites et moyennes). Ces valeurs se situent pleinement dans le cadre de
zglles contenues dans la bibliographie indiqué pour le calcul d’un régime pour une phényl-

tonurie,

%) Les miels de sauge, par contre, présentérent une teneur considérablement plus élevée en
Phénylalanine, dont on doit spécialement tenir compte dans I'établissement d’un régime.

ans les miels de sauge, cet acide aminé se trouve essentiellement sous sa forme libre et
'y existe qu’en faibles proportions 4 I’état combiné. On a pu constater dans le nectar de
Sauge des prés des teneurs analogues en phénylalanine, de sorte que ce résultat remarquable
€5t bien dii a la miellée. Comme I’ont démontré les recherches basées sur des nourrisse-
n}ents au moyen de sucre pur ainsi que sur le contenu du jabot de I’abeille, la phénylala-

3 nmif n’est due que pour une faible proportions 4 un apport par I'abeille.

On Indique une méthode de détermination de la teneur totale en acides animés, diététique-
Ment importants, par un dosage global des acides aminés libres et combinés.
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