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Die Verwendung der quantitativen Préazipitinreaktion hei
Honiguntersuchungen.

I. Mitteilung.
Von Dr. J. THONL

(Aus dem Laboratorium des schweiz. Gesundheitsamtes. Vorstand: Prof. Dr. Schaffer.)

Vor zirka 1%'s Jahren verdffentlichte Prof. Langer ') in Graz ein auf
der Prizipitinreaktion beruhendes Verfahren fiir die Beurteilung des Bienen-
honigs und seiner Verfilschungen. Schon im Jahre 1902 hatte v. Riegler %)
iiber einige Versuche berichtet, wonach es ihm gelungen war, ein Antiserum
zu gewinnen, das in Naturhoniglésungen Tritbungen bewirkte, wihrend ver-
schiedene Zuckerlosungen damit keine Reaktion gaben. Die Befunde von
v. Riegler wurden nicht weiter beachtet, weil ein blosser Nachweis von Na-
turhonig fiir die Honigkontrolle wenigversprechend erschien, da vielen kiinst-
lichen Honigprodukten kleine Mengen von echtem Bienenhonig beigemischt
sind. Kin grosses Interesse mussten daher die Untersuchungsergebnisse von
Langer erwecken, aus denen zu schliessen war, dass das biologische Ver-
fahren fiir die Honigbeurteilung neben den bisher iiblichen Untersuchungs-
methoden, doch eine weitere sehr wichtige Reaktion bilde.

Langer hatte beobachtet, dass Bienenhoniglésungen mit Antihonigserum
stirkere Prizipitate ergaben, als mit Mischhoniglésungen, die aus Bienen-
und Kunsthonig bestanden. Das mag in ihm den Gedanken wachgerufen
haben, die Menge des Prézipitates genau zu bestimmen. Er wendete fol-
gendes Verfahren an: Festgewordene Honige werden durch Einstellen in
ein Wasserbad bei 45—50° C fliissig gemacht. 10 g des Honigs werden so-
dann in 10 cm?® Wasser gelost. s ergeben sich gewohnlich 16 bis 17,0 cm?
Losung, welche nach gehoriger Mischung filtriert werden. Von dem Filtrate
werden 10 em? zu je 5 cm?® in 2 Dialysationshiillsen von Sehleicher &
Schiill gebracht und wihrend 24 Stunden dialysiert, um den Zucker, der
bei der Prézipitinreaktion hemmend wirkt, zu entfernen. Das zur Dialyse
benutzte destillierte Wasser soll 2—3mal gewechselt werden. Die auf diese
Weise erhaltenen Dialysate sind sozusagen zuckerfrei; sie werden, nachdem
die Dialysationshiilsen mit destilliertem Wasser nachgespiihlt sind, mit dem
Spithlwasser vereinigt, auf 30 ecm? aufgefiillt und nochmals filtriert. Von
dieser Losung, die als Originallosung mit O bezeichnet ist, werden die wei-
teren Verdiinnungen /5 O (0,2 em® - 0,8 em® Wasser) und 10 O (0,1 cm?
-+ 0,9 cm® Wasser) hergestellt. Zu je 1 cm® der Honiglosung kommen 1 ¢m?®
Immunserum und 1 Tropfen Toluol. Als Aufnahmegliser fiir diese Mischung
dienen Zentrifugengliser, die im unteren Teil verengt sind. Der Durch-

') Langer, Z., Beurteilung des Bienenhonigs und seiner Verfilschungen mittelst bio-
logischer Eiweissdifferenzierung. Archiv fiir Hygiene, 1909, 3. Heft, pag. 308.

*) v. Riegler, G., Die Serodiagnose in der Untersuchung der Nahrungsmittel. Oester-
reichische Chemikerzeitung 1902, No. 5, pag. 97.



messer des verengten Teilstiickes betriigt zirka 2 mm. Nach gehoriger
Durchmischung dieser Fliissigkeiten werden die Réhrchen wihrend 5 Stun-
den in den Brutschrank gestellt. Handelt es sich um Naturhonige, so treten
withrend dieser Zeit Triitbungen und Niederschlige auf. Die Niederschlige
(Prizipitate) werden durch Zentrifugieren wihrend 5 Minuten bei einer Tou-
renzahl von 1500 pro Minute in den verengten Teil des Rohrchens getrieben,
wo die Schichthohe des Sedimentes bestimmt werden kann.

Nach dieser Methode von Langer vorgenommene Untersuchungen er-
gaben folgende Resultate:

BEs variierten die Schichthohen des Priizipitates von 7 Proben echten
Bienenhonigs:

bei den O Dialysaten von 19—21 mm
oo MGl » » 4- 8" »
» » Y100 » » Dby

Bei Versuchen mit Mischhonigen, die aus Natur- und Kunsthonig be-
standen, fielen die Prézipitatmengen genau im Verhiltnis der Abnahme der
Bienenhonigmenge kleiner aus. Eine Serie von 16 Honigproben, die Langer
von einer Honighandlung zur Untersuchung iiberlassen wurden, und iiber
deren Zusammensetzung er sich nicht weiter orientieren konnte, lieferten
zum Teil Niederschlagsmengen, wie sie bei den echten Bienenhonigen auf-
traten, andere ergaben wesentlich geringere Prizipitate. Nach Langers An-
~sicht handelt es sich bei diesen Honigen mit den kleineren Priizipitatmengen
um Mischhonige oder um sogenannte Fiitterungshonige. Der Genannte weist
dann noch daraufhin, dass bei erhitzten Bienenhonigen, bei Honigen aus un-
verdeckten Waben und bei Fiitterungshonigen das Sediment weniger michtig
ausfalle als bei normalen Bienenhonigen, wihrend sogenannte Stampfhonige
im allgemeinen stiirkere Prizipitate geben diirften, als Schleuderhonige, da
durch das Zerdriicken von Brut und Bienen der Kiweissgehalt vermehrt werde.

Von den verschiedenen Materialien (Honigeiweiss, Bienenleiber und
« Bienenbrot-Eiweiss ») die Langer zur Immunisierung von Kaninchen be-
niitzte, erwiesen sich die Eiweissextrakte aus dem sogenannten Bienenbrot
zur Erzeugung von Antihonigseris am giinstigsten. Da diese Substanz haupt-
siichlich aus Pollen besteht, so konnte vermutet werden, es seien die Ei-
weisstoffe, die aus den Pflanzen in den Honig gelangen, welche als Antigene
funktionieren. Wie Langer aber nachgewiesen hat, ist das nicht der Fall,
sondern es diirften lediglich die aus dem Honigmagen der Biene stammen-
den, also tierische Eiweisstoffe, die Immunkorperbildung veranlassen. Es
muss demnach ein Honig den Honigmagen der Biene passiert haben, um
mit einem Antihonigserum die Prizipitinreaktion geben zu konnen. Dieser
Nachweis ist von grosser Wichtigkeit. Wiiren es pflanzliche Eiweisstoffe
des Honigs gewesen, die die Antikorperbildung auslosten, so wiirde sehr
wahrscheinlich die Verwendbarkeit dieser Reaktion eine fragliche gewesen
sein, da die Bienen der verschiedenen Lénder sehr verschiedene Pflanzen
zum Pollen- und Nektarsammeln beniitzen.



Es ist einleuchtend, dass ein solches Verfahren, wenn es sich als zu-
verliissig erwies, von grosser Bedeutung fiir die Nahrungsmittelkontrolle
sein musste. Schien doch damit endlich ein sicheres Beurteilungsmoment fiir
Honig gefunden worden zu sein.

Langer ist nach unserem Wissen der Erste, der versucht hat, die Pré-
zipitinreaktion in der Weise zu verwerten, dass aus der genau ermittelten
Menge des Priizipitates auf die Zusammensetzung des Produktes geschlossen
werden kann. Bisher diente die Prézipitinreaktion hauptsiichlich nur zu quali-
tativen Untersuchungen. Die Anwendung eines quantitativen serologischen
Verfahrens bei Honiguntersuchungen setzt ein genaues Studium des Verhal-
tens der beiden Komponenten, Antihonigserum und Honiglosung, bei der Reak-
tion voraus. KErst wenn diese Fragen gelost sind und eine gewisse Gesetz-
missigkeit bei der Bildung der Prizipitatmengen sich ergeben hat, kann an
die weiteren Aufgaben der Ausarbeitung einer den praktischen Bediirfnissen
Rechnung tragenden Methode herangetreten werden. Bei néherem Studium
der Langer’schen Arbeit stosst man gelegentlich auf Befunde, die Zweifel
dariiber erwecken kionnen, ob der Verlauf der Reaktion ein genau quanti-
tativer ist, d. h. ob die Menge des Prizipitates zur Menge und Konzentration
der Honiglosung stets in einem bestimmten Verhiltnis steht. Dies scheint
z. B. nicht bei allen Proben echter Bienenhonige der Fall zu sein. Bei
anderen Untersuchungen war hingegen eine Gesetzmiissigkeit hinsichtlich
der Prézipitate unverkennbar.

Sehr wichtig fiir die Verwendung der biologischen Reaktion bei Honig-
untersuchungen ist auch eine genaue Kenntnis des Verhaltens der Zahlen-
resultate bei Beniitzung verschiedener Antisera, ferner iiber die Anforde-
~rungen, die an die Antihonigsera zu stellen sind etc. Eine biologische
Methode muss, bevor sie als wirklich brauchbar angesehen werden kann,
an einem sehr reichhaltigen Material erprobt worden sein.

Die Aufzihlung dieser wenigen Punkte mag geniigen, um darauf hin-
zudeuten, dass es noch vieler Untersuchungen bedarf, bevor das serologi-
sche Verfahren als allgemein brauchbar angesehen werden kann.

Unser Laboratorium hat es ebenfalls als in seiner Aufgabe liegend
erachtet, die Untersuchungsergebnisse von Langer auf umfangreicher Basis
nachzupriifen und wenn mioglich weitere Beitrige zur Frage der Verwend-
barkeit der Prizipitinreaktion bei Honiguntersuchungen zu liefern.

Nun ist vor kurzem bhereits von Galli-Valerio und Bornand?!) eine
Publikation erschienen, aus der zu entnehmen ist, dass es den beiden Au-
toren moglich war, mit Honigeiweiss Immunsera zu gewinnen, die in Natur-
honiglésungen konstante Niederschlagsmengen lieferten, wihrend bei Hounig-
gemischen, die aus Bienenhonig und Melasse bestanden, die Prizipitate
geringer ausfielen und bei Melasse allein keine Reaktion zu beobachten war.

Die nachfolgenden Ausfithrungen enthalten die Ergebnisse unserer bis-

Galli-Valerio et M. Bornand, Recherches sur les précipitines du miel. Zeitschrift fiir
Immunitiitsforschung und experimentelle Therapie. 1910. VIL Bd. 3. Heft, pag. 331.
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herigen Untersuchungen iiber die erwihnten Fragen. Sie sollen spiiter als
Fortsetzung noch erweitert werden.

Figene Versuche.

I. Die Gewinnung der Antihonigsera.

Das Ziel der vorzunehmenden Arbeiten war naturgemiiss in erster Linie
darauf gerichtet, moglichst hochwertige und spezifisch reagierende Immunsera
gegen Honigeiweiss zu erzeugen. Als Materialien, aus denen Honigeiweiss-
resp. Bieneneiweissextrakte bereitet werden konnen, kommen in Betracht:

1. Naturhonig,

2. sogenanntes Bienenfutterbrot,

3. Futterbrei aus Weiselzellen und
4. Bienenleiber,

Langer hat mit den unter 1, 2 und 4 angefiihrten Eiweissausziigen
gearbeitet und erhielt die wirksamsten Antisera mit dem Bienenfutterbrot.
Erst an zweiter Stelle kam das mit Naturhonig hergestellte Serum, wiihrend
die Bienenleiberextrakte nur geringwertige Sera lieferten. Die Bienenleiber-
extrakte wurden daher bei unseren Untersuchungen nicht beriicksichtigt. Zur
Immunisierung dienten ausschliesslich Kaninchen.

a) mit Honigeiweiss.

Fir die Gewinnung von Honigeiweisslosungen zur Immunisierung von
Tieren wurde die Langer'sche Technik befolgt und in folgender Weise ver-
fahren: Ein grisseres Quantum (200—400 g) echter Bienenhonig wird durch
Erwérmen leicht fliissig gemacht und wihrend 24 Stunden dialysiert, um
den Zucker zu entfernen. Dann werden die Eiweissubstanzen des Dyalisates
mit pulverisiertem Ammonsulfat gefiillt. Der Niederschlag entsteht gewshn-
lich erst nach einiger Zeit. Nach 24- oder 48stiindigem Stehen kann er auf
ein Filter gebracht werden. Er wird nun in wenig Wasser gelost und diese
Losung wiithrend 24 Stunden dialysiert, um das iiberschiissige Ammonsulfat
wegzubringen. Zum Zwecke der lingeren Aufbewahrung versetzt man die
nach obigen Angaben gewonnene Honigeiweisslosung mit 0,5 % Toluol.

Eine Anzahl Kaninchen wurden mit solchen Honigeiweisslosungen
vorbehandelt. Sie ertrugen diese Extrakte sehr gut. Um iiber den Gang
der Immunisierung orientiert zu sein, wurden den Tieren aus der Ohr-
vene von Zeit zu Zeit Proben von Blut entnommen und das Serum
untersucht. Die Vorpriifung dieser Sera erfolgte in der Weise, dass zunéchst
10 g eines echten Bienenhonigs in 10 em?® destilliertem Wasser gelost wur-
den. Von dieser Honiglosung 1: 1 stellte ich die weiteren Verdiinnungen /s
(1 em?® der Losung 1:1 4 2 em?® destilliertes Wasser) und Y6 (1 cm?® der
Losung 1:1 - 5 cm?® destilliertes Wasser) her. Zu je 1 em® der Honigver-
dinnung s und s kam je 1 c¢m?® des zu priifenden Antiserums und 1
Tropfen Toluol. Zur Aufnahme dieser Mischungen dienten Zentrifugengliiser,
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deren verengter Teil eine Linge von 40 mm aufwies und dessen Lumen
einen Durchmesser von 12 mm besass. Nach fiinfstiindigem Aufenthalt im
Brutschrank wurden die Mischungen bei einer Tourenzahl von 1500 pro
Minute wihrend 5 Minuten zentrifugiert. Mit einem Millimetermasstabe
konnte dann die gebildete Priizipitatmenge abgemessen werden.

Im nachfolgenden sollen einige Versuchsprotokolle wiedergegeben wer-
den, die iiber die Manipulationen zur KErzeugung von Immunseris und die
dabei erhaltenen Resultate Aufschluss geben.

1. Kaninchen braunweiss, mit Wiesenhonigeiweiss vorbehandelt.

27.N. 10 = 5,0 em® subeuban injiziert.

BoNE-10 =0 » »

8. VI. 10 = 10,0 » intraperitoneal »

14. VI. 10 = Blutentnahme; Reaktion — /s Verd. = 3,5 mm Schichthohe,

Ys Yerd. = 2Ys mm.

15. VI. 10 = 15,0 cm?® intraperitoneal injiziert.

24 VEL - 10= 150 . > » »

27. VI. 10 — Blutentnahme; Reaktion = s Verd. = 2,5 mm, s Verd. =
3,0 mm.

28. VI. 10 = 12,0 em?® subcutan injiziert.

4. VII. 10 = Blutentnahme; Reaktion — /s Verd. = 1,5 mm, s Verd. =
4,5 mm.

5. VII.10 = 7,0 em?® subcutan injiziert.

12, VIE 10-—= 15,0 » »

18. VII. 10 = Tier geschlachtet.

2. Kaninchen grawweiss, mit Wiesenhonigeiweiss vorbehandelt.

20N 10 5,0 em?® subcutan injiziert.

1T T 0 TRl e » »
8NVE 10 —"100 > » »
14. VI. 10 — Blutentnahme; Reaktion = /s Verd. = Spur, s Verd. = O.
15. VI. 10 = 15,0 cm® subcutan injiziert.
21N 10 ="13.0. ' » »
27. VI. 10 = Blutentnahme; Reaktion = /s Verd. = 4,0 mm, /¢ Verd. =
7,0 mm.
28. VI. 10 = 12,0 cm?® subcutan injiziert.
4. VII. 10 = Blutentnahme; Reaktion = Y3 Verd. = 2,5 mm, /s Verd. =
4,0 mm.
5. VII. 10 = 5,0 cm® subcutan injiziert.
19, VH 10 = 8,66 » » »

18. VII. 10 = Tier geschlachtet.

3. Kaninchen grau, mit Waldhonigeiweiss vorbehandelt.

97.V. 10 = 5,0 cm® subcutan injiziert.
2. VE 10 =0y » »
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8. VI. 10 = 10,0 cm? subcutan injiziert.

14. VI. 10 = Blutentnahme; Reaktion = Y3 = Spur, /¢ Verd. = Spur.

15. VI. 10 = 5,0 cm?® intravends injiziert.

2L VI 10 =100 » » »

27. VI. 10 = Blutentnahme; Reaktion = s Verd. = 5,0 mm, Y Verd. =
4.0 mm.

28. VI. 10 = 10,0 cm?® subcutan injiziert.

4. VII. 10 = Blutentnahme ; Reaktion = s Verd. = 8,0 mm, s Verd. =

8,0 mm.
5. VII. 10 = Tier geschlachtet.

4. Kaninchen grawweiss, rot gezeichnet, mit Waldhonigeiweiss vorbehandelt.

27.V. 10 = 5,0 cm® subcutan injiziert.
vl o110 = 7,0 » » »
8. VI. 10 = 10,0 » intraperitoneal injiziert.

14. VI. 10 = Blutentnahme; Reaktion = /s Verd. — Spur, /s Verd. =
0,5 mm.

15. VI. 10 = 5,0 cm® intravends injiziert.

21. V1. 10 ="1h0- «' subéuban »

27. YI. 10 = Blutentnahme; Reaktion = s Verd. = 2,0 mm, e Verd. =
9,0 mm.

28. VI. 10 = 11,0 em?® subcutan injiziert.

4. VII. 10 = Blutentnahme; Reaktion = /3 Verd. = 2,0 mm, s Verd. =
7,0 mm.

5. VIL. 10 = 5,5 em?® intravends injiziert.

12. VIL 10 = 15,0 "> ' subeutan »

18. VII. 10 = Tier geschlachtet »

Wie aus diesen Beispielen hervorgeht, ist die Herstellung hochwertiger
prézipitierender Honig-Sera mit Honigeiweisslosungen nicht ganz einfach. Sie
hingt in hohem Masse von der Individualitiit des Tieres ab. In den vorliegen-
den Féllen lieferten die mit Waldhonig vorbehandelten Kaninchen, die bei
der ersten Blutentnahme auf Honigeiweiss nur schwach reagierten, wiihrend
das Serum des mit Wiesenhonigeiweiss immunisierten Kaninchens «braun-
weiss » schon verhéltnisméssig volumindse Niederschlige bildete, schliesslich
doch etwas hochwertigere Antihonigsera, als die «Wiesenhonigtiere ».

Vielfach wiesen die stédrkeren Honigverdiinnungen /s grissere Prizi-
pitatmengen auf, als die konzentrierten Honiglosungen Y3, was auf den
hemmenden Einfluss der stéirkeren Zuckerkonzentration in den /s Verdiin-
nungen zuriickzufithren ist (Langer). Die geringe Gesetzmissigkeit, welche
die Zahlen, die bei diesen Versuchen erhalten wurden, zeigten, diirften,
zum Teil wenigstens, auf Ungenauigkeiten der Zentrifugengliser zuriickzu-
fithren sein, indem die Kapillaren, in denen die gebildeten Niederschlagsmengen
abgemessen wurden, anffinglich nicht bei allen Glisern genau gleiche Durch-
messer besassen.



b) Mit sogenanntem Bienenbroteiweiss.

« Bienenbrot » nennt der Bienenziichter in vielen Gegenden, den um
die Brutwabe herum abgelagerten Bliitenstaub. Beim Sammeln und Ablagern
des Pollens (Bliitenstaubes) in die Waben wird dieser mit den Sekreten
aus dem Bienenmagen durchtrinkt und erhilt so die Eigenschaften, die ihn,
wie Langer gezeigt hat, fiir die Immunisierung zur Krzeugung von Honig-
antiseris besonders geeignet machen. Er soll nach diesem Autor bedeutend
eiweissreicher sein als der eigentliche Bienenhonig.

Wie beim Honig, so miissen auch beim Bienenbrot die Fiweissubstanzen,
die fiir die Vorbehandlung der Tiere dienen, ausgesalzen und in Losung
gebracht werden. Da das Pollenmaterial eine trockene, fettige Konsistenz
besitzt, ist es angezeigt, dasselbe im Morser mit Glasstaub und angew#rm-
tem Wasser zu verreiben. Nach dem Filtrieren dieser Losung fillt man mit
Ammonsulfat aus. Die weiteren Manipulationen bleiben die gleichen, wie
wir sie bereits bei der Gewinnung der Kiweisslosungen aus Bienenhonig
kennen gelernt haben. Mit derartig gewonnenen Eiweissextrakten aus
Bienenbrot wurden ebenfalls eine Anzahl von Kaninchen immunisiert. Auch
diese Losungen ertrugen die Tiere sehr gut. Die Injektionen erfolgten zum
Teil intraperitoneal, zum Teil subcutan in Zwischenrdumen von 1—5 Tagen.
Durch von Zeit zu Zeit vorgenommene Probeblutentnahmen aus der Ohr-
vene wurde der Verlauf der Antikorperbildung verfolgt. Die fiir die Vor-
priifung der Antisera verwendeten Honiglosungen wurden in dhnlicher Weise
bereitet, wie sie Langer fiir die eigentlichen Honiguntersuchungen benutzte.
Anstatt die dialysierten Honiglosungen auf 30 cm? aufzufiillen, war ich
gezwungen, die O-Dialysate auf 40 em?® zu verdiinnen, weil es vorkam, dass
die anfiinglich 10 ecm?® betragenden Honiglosungen durch das Dialysieren
auf iiber 30 em?® angewachsen waren. Meine Honigverdiinnungen entsprachen
daher ungefihr folgenden Konzentrationsgraden: O = 15 9, 5 0 =39,
Y10 O = 1,5 %. Ferner benutzte ich Zentrifugengléiser, deren Lumen einen
Durchmesser von nur mehr 1 mm besass.

Ueber das Verhalten der Sera wiithrend der Immunisierung der Tiere
mit Eiweisslosungen aus Bienenbrot gibt Tabelle I Aufschluss.

Diese Versuche bestitigen die Langer’schen Ergebnisse, wonach Bienen-
broteiweisslosungen zur FKErzeugung hochwertiger Antihonigsera besonders
sich eignen, im vollen Umfange. Von den 5 vorbehandelten Kaninchen lie-
ferten alle schon nach 5 Injektionen Sera, die mit Bienhoniglosungen sehr
starke Prézipitate bildeten. Von Interesse bei diesen Resultaten ist ferner,
dass namentlich 4 der Immunsera in der Wertigkeit einander sehr nahe
standen.

Tabelle K.

Kaninchen 1, 2 und 3 erhielten am 2. XI. 10 je 5, am 3. XI. 10 je 10, am 4. XIL.

10 je 15 c¢m® Bienenbroteiweisslosung intraperitoneal, am 16. XI. und am 21. XI. je 10 cm?®

der gleichen Lisung subeutan. Kaninchen 4 und 5 wurden injiziert am 7. X1. 10 mit je 5,
o (=]
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am 9. XI. 10 mit je 10 und am 10. XI. 10 mit je 15 em® Honigeiweisslosung, dann am
21. und 23. XI. 10 mit je 10 em® Bienenbroteiweisslosung, alle intraperitoneal.

Blutentnahme:hei 1,20 3 15. X1. 10 [ Blutentnahme: hi 1, 2. 3 25. X1.10
o A » »4u 5 21.XL 10 » » 4 u. 5 29, XI1.10
Serum von it
Kaninchen By }féniglaélllig S I Honiglosung
159, | 39, 159, | 30/,
D graul e oS Spur 0 38,0 mm ') | 8,5 mm
2. gelbweiss . . . 10,0 mm 4.5 mm 38,0 » | 8,5 »
8. hellpran 0 b Spur Spur 35,0 » ? 45 »
4. grauweiss dunkel Spur - 1,5 mm 40,0 » 85 »
5. grauweiss hell . 1,5 mm . 1,5 mm 40,0 » 11,0

¢) Mit Futterbreieiweiss aus Weiselzellen.

In den Koniginnenzellen der Bienenvilker findet sich withrend der Ent-
wicklung der jungen Konigin oft in verhéltnismissig grossen Mengen eine
weissliche, breiartige Masse. ?) Sie dient dem jungen Weisel als Nahrung.
Dieser Futterbrei reagiert deutlich sauer. Lisungen davon geben bei der
Salpetersiurekochprobe voluminsse Fillungen, woraus zu schliessen ist, dass
es sich hier um ein eiweissreiches Material handelt.

Zirka 12 cm?® solchen Futterbreies aus Weiselzellen wurden in der
zehnfachen Menge destillierten Wassers gelost, dann klar filtriert und das
Filtrat mit 1 em® Toluol versetzt, um es lingere Zeit unveriindert aufbe-
wahren zu konnen. Diese Futterbreilssung diente nun zur Immunisierung
von 7 Kaninchen. Die Injektionen mit dem wisserigen Extrakte erfolgten
intravenos. Mit einer Dosis von 0,5 cm?® pro Tier wurde begonnen und diese
in 5—6 tégigen Intervallen allmihlig auf 3 respektive 5 cm?® gesteigert.
Nach der 3. eventuell 4. und nach der 5. eventuell 6. Einspritzung wurden
die Sera der vorbehandelten Tiere gepriift. Die Technik fiir die Vorpriifung
war die gleiche wie frither bei der Priifung der Sera von Tieren, die mit
Bienenbroteiweisslosungen behandelt wurden.

In Tabelle II (Seite 88) finden sich die Krgebnisse, die iiber den Ver-
lauf der Immunisierung mit Futterbreilssungen Aufschluss geben, zusammen-
gestellt.

Aus dieser Uebersicht ist zu entnehmen, dass Futterbreilosungen im
Tierkirper eine sehr rasche und intensive Antikérperproduktion auszulésen
vermdgen, Die Prézipitatmengen, die bereits bei der ersten Priifung dieser
Sera mit Naturhoniglosungen eintraten, waren durchschnittlich bedeutend
michtiger als in den fritheren Versuchen mit Honigeiweiss- und Bienenbrot-
eiweisslgsungen. Auch bei der spiteren zweiten Priifung erwiesen sich die

') Schichthéhe des Prizipitates.

') Die Gewinnung von Futterbrei aus Weiselzellen ist mit grossen Schwierigkeiten
verbunden, da die Bienen sich gegen derartige Eingriffe zur Wehre setzen. Herr Leuen-
berger, Prisident des bernischen Bienenziichtervereins, hat mit vieler Miihe uns das frag-
liche Material verschafft, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle bestens danke.
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Tabelle K.

Blutentnahme nach der Blutentnahme nach der 5. eventuell
3. eventuell 4. 1njektion 6. Injektion
Kaninchen =3, gt e T
Honiglésung Honiglosung
15 9/, 1 39/, B, | 30/, | 1,6,
1. gehavayz . .o, 7,0 mm 2,5 mm 31,0 mm 6,0 mm 3,0 mm
2. schwarzweiss . 10,0 » 9,0 » 80,0 » 140 » 7,0 »
3. hellgran . . . 95 » 55 » za.40,0 » 29,0 > 14,5 »
4. dunkelgrau . . 3,0 » 2,0 » 33,0 » 110 > 95 »
5. grauweiss. . . 50 » 40 » 40,0 » 10,0 » —
6. grauweiss 2 . . 175 » 45 » 38,0 » 120 » 6,0 »
7. miusegraun . . 190 » ‘ 7,0 » 37,0 » | 85 » ==

durch Vorbehandlung der Kaninchen mit derartigem Material gewonnenen
Immunsera gegeniiber den mit anderen Antigenen erzeugten Antihonigseris
iiberlegen, indem sie namentlich in den stirkeren Honigverdimnungen der
3 Y%igen Losungen eher voluminésere Prizipitate bildeten.

Geradezu auffallend sind die Zahlenergebnisse fiir die Niederschlags-
mengen der 1,5 %igen und 3 %igen Honigverdiinnungen. Genau mit der
Abnahme der Honigmenge in der Losung fillt auch die Prizipitatmenge.
In der 15 %,igen Honiglosung waren dagegen die Niederschlige gewohnlich
bedeutend kleiner als nach den Mengen, die bei den 3 Y igen und 1,5 pro-
zentigen Losungen erhalten wurden, zu erwarten gewesen wiire. Auf dieses
Verhalten soll an anderer Stelle zuriickgekommen werden.

Da das biologische Verfahren bei den Honiguntersuchungen quantita-
tive Resultate geben soll, so muss die Wertigkeit eines Antihonigserums
genau bekannt sein. Es ist einleuchtend, dass diese Methode nur dann all-
gemein angewendet werden kann, wenn Antisera mit annihernd gleichem
Titer bereitet werden. Auf die Frage nach der Wertigkeit der Honigsera
und den an sie zu stellenden Anforderungen gedenke ich in einer weiteren
Publikation néher einzatreten.

IL. Priifung verschiedener fiir die biologische Honiguntersuchuug in
Betracht fallender Faktoren.

a) Beobachtungen iiber das Verhalten von dialysierten und nicht dialysierten Honigproben.

Langer schreibt vor, die fiir die biologische Priifung vorgesehenen
Honigproben, ehe sie mit Antihonigserum gemischt werden, wihrend 24
Stunden zu dialysieren, um den Zucker, der auf die Priizipitinreaktion
hemmend einwirkt, zu entfernen. Nach Angaben des Genannten eignen sich
fiir diese Zwecke besonders die Dialysierhiilsen von Schleicher & Schiill.

Mit solchen Pergamenthiilsen ausgefiihrte Dialysierversuche ergaben
aber meistens unbefriedigende Resultate. Gewodhnlich waren die Honigproben
nach der angegebenen Zeit, trotzdem die Dialysierhiilsen in fliessendem
Wasser gehalten wurden, noch ausgesprochen siiss. Erst nach 40 und mehr
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Stunden konnten Dialysate gewonnen werden, deren Geschmack schwach
oder kaum siisslich zu nennen war. Durch das linger andauernde Dialy-
sieren machten sich aber zuweilen andere Uebelstinde geltend, wie aus
folgendem Beispiel (Tabelle III) ersichtlich ist.

Tabelle III.

Yestdiacr de Waldhonig Ungar. Bienenhonig
Dialysierens e T
]5 Or"l) 1 3 “/"0 } 1!5 9 0 15 “/"D 3 D/';O llfl 0/“
| | |
18 Stunden. . . 7,5 mm 3,0 mm 2,0 mm 50 mm | 25 mm | lomm
40 Stunden. . . 15 » J Spur Spur 2,75 » } Ls. 3 L0y s
|

Die Losungen der beiden Honigproben lieferten bei Verwendung des
gleichen Antihonigserums nach 40stiindigem Dialysieren bedeutend niedrigere
Zahlen, als nach 18 Stunden. KEs miissen daher durch das léingere Dialy-
sieren Hiweissstoffe aus den Losungen verschwunden sein. Das Zuriickgehen
der mit dem Antihonigserum reagierenden Substanzen der 40stiindigen Dia-
lysate diirfte auf Bakterientiitigkeit oder aber auf fehlerhafte Beschaffenheit
der Dialysierhiilsen zuriickzufithren sein, die im letzteren Falle es ermog-
lichte, dass mit dem Zucker auch Hiweissstoffe die Membrann passierten.

Versuche, die mit anderen Marken von Dialysierpapieren vorgenommen
wurden, und die nach 24 Stunden Dialysate ergaben, die nicht mehr siiss
waren, wiesen ebenfalls Mingel auf.

Tabelle IV,

Verdiinnungen der Dialysate resp.
Honlgsorte det‘ HODiglﬁSllngen
e e
_ !
Bienenhonig- Nr. 9 dialysiert. . . . . . . 20,0 mm 30 mm | 20 mm
> > 9 nicht dialysiert . . . . 26,0 %r B0 e - B e
» » A4 dialysierts L e 310- s {7 60 s 3,0 »
» » 14 nicht dialysiert . . . . M W DL T | i85 ®
» » 80 dinly@ierte Wl S 808 » " be » | 30 »
» » 82 nicht dyalisiert . . . . 240 » - | T0 s sy
Sog. Backhonig dialysiext . . . . . . . . Lo sl 0 0
» » nicht dialysiert oo 5 v, 20 » 0 0
¥ Eafelhonigedialyriert o o o0 e s Spur 0 0
» » nicht dialysiexts .- .y . % 0 0 ! 0
Kontrollen: Antiserum - phys. Kochsalzlésung 0 — w' ===
» Bienenhonig - normales Kaninchenserum 0 — i —

So wurden, wie dies in Tabelle IV veranschaulicht ist, bei der Priifung
von 5 Honigproben bei den nicht dialysierten Losungen mit wenigen Aus-



90
nahmen hohere Zahlen erhalten als bei den dialysierten Honiglosungen.
Einzig bei Probe Nr. 32 fand sich bei der nicht dialysierten 15 9% igen Ver-
diinnung eine betréchtlich geringere Prézipitatmenge vor als bei dem gleich
konzentrierten, dialysierten Material. Dieses Resultat ist sehr wahrschein-
lich auf den hemmenden Einfluss des Zuckers zuriickzufiihren.

Die erwiihnten Beispiele zeigen (und sie kénnten noch erweitert wer-
den), dass ein Dialysieren der Honigproben fiir die Vornahme der biologi-
schen Reaktion die Genauigkeit der Resultate nicht erhtht, sondern im Ge-
genteil unter Umsténden zu Fehlschliissen Veranlassung geben kann. Zudem
bedeutet die Ausschaltung dieser Manipulation eine wesentliche Zeit- und
Arbeitsersparnis.

b) Das Verhalten des Pridzipitates bei Verwendung von verschiedenen Antiserummengen
0 und von Honiglosungen variierender Konzentration. ‘
Als Ausgangspunkt fiir die Beurteilung eines Honigs beniitzt man nach
Langer die Prizipitatmengen, die gebildet werden nach Mischung von 1 em?
Antihonigserum mit je 1 em?® von 3 verschieden konzentrierten Honig-
losungen. Diese Honiglosungen entsprechen ungefihr folgenden Konzentra-
tionsgraden: O =20 Y%, Y50 =4 % und Y100 = 2 9. Fiir die Priifung
einer Honigprobe sind daher 3 em? Antiserum erforderlich. Aus den Unter-
suchungen des Genannten geht nicht hervor, warum die obigen Mischungs-
verhiltnisse gewithlt worden sind.

Bevor daher an die Lisung weiterer Fragen herangetreten werden
konnte, war es notwendig, sich zuniichst iiber das Verhalten der beiden
Substanzen, Antiserum und Honiglosung, bei der Prizipitinreaktion ngher
zu orientieren. In einer ersten Versuchsserie wurde gepriift, wie sich die
Zahlenverhdltnisse gestalten, wenn das Antiserum in fallenden Dosen mit
bestimmten konstanten Mengen der Honiglosungen in Reaktion tritt. Zur
Verwendung kamen eine 15 %) ige und eine 3 Y, ige Losung von echten Bienen-
honigproben. Als Antihonigserum diente ein Serum, das mit Honigeiweiss
erzeugt worden war. Die Kapillaren der Zentrifugengliser, in denen die
Prézipitate gemessen wurden, besassen eine Lichtweite von 1Y mm. Je
1 em? dialysierte Honiglosung wurde mit fallenden Mengen (1,0—0,1 cm?)
Antiserum und einem Tropfen Toluol gemischt, 5 Stunden im Brutschrank
gehalten und dann bei einer Tourenzahl von 1500 Touren pro Minute wih-
rend 5 Minuten zentrifugiert. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in
Tabelle V (Seite 91) enthalten.

Aus dieser Uebersicht geht hervor, dass mit der Abnahme des Anti-
serums in der Mischung (Honiglosung und Antiserum) gewohnlich die Prii-
zipitatmenge kleiner wird (Kolonne 3 und 5). Eine Ausnahme davon machte
einzig die Antiserumdosis von 0,8 em® bei Wiesenhonig. Die Menge des
Niederschlages, die bei der 15 % igen Losung nach Zusatz von 0,8 cm?® Anti-
serum eintrat, war grosser, als nach Zusatz von 1 em® Und bei der 3 % igen
gleichen Honiglosung ergaben 0,8 und 1,0 em® Antiserum gleich grosse Prii-
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Tabelle V.

N B0 e s e T
= g Verdiinnungen der Dialysate
—_— ¥
| e e e
Honigsorte 2 5 @ 159, 30/,
- o il e — B e e L
= o ¥ ~ Auf 1 cm3 Anti- | Auf 1 cm3 Anti- | Auf die 1560/ ige
- = . a | 3 | 0O
o - Abgelesen | sorum perechnet | ADEeleSen | serym berechnet |Losung berechnet
o | |
| |
Waldhonig loem® | 0 em® | 75 mm | 7,6 mm | 35 mm | 35 mm | 17,5 mm
» O,S » 0,2 » 8,.‘) » d 10,8 » 3,5 » 4-,.‘} » 21,'3 »
» 0,5 » 0,5 » 5,25 » | 105 » 300 = L6075 30,0 »
» 675 S - 0,9 » VT [ 05 » 50 » 25,0 »
‘Wiesenhonig 1o » 0= Tosuimeitode s 3 50 » | 50 » 250 »
1 |
» 0,8 » 0,2 » 6,5 » 8,1 » a5 5 168 » | 340 »
» 05 » 05 » 40 » 8,0 » ST T ST R SRR S 1
» 0,0 » 09 » Spur — Spur — —
Franz. Honig 10 » 0 = T5mm | 75 » 40 mm | 40 » |200 >
» > 0,8 » g » 55 » b » 4,0 » i 50 » |[250 »
» > D,.’» » O,;‘» » 3,1) » 6,0 » 2,;‘: » 5,0 » 25,0 »
» » 0 » 09 » Spur — Spur ’ - —

zipitate. Rechnet man aber die mit den verschiedenen Antiserumquantitéiten
crhaltenen Prézipitate auf 1 cm?® Antiserum um, so fillt auf, dass die Zahlen
_wesentlich differieren. Bei den 15 % igen Honiglosungen lieferte durchschnitt-
lich die Antiserummenge von 0,8 em® und bei den 3 %igen diejenige von
0,5 cm?® die voluminosesten Niederschlige. Aus diesem Verhalten muss dem-
nach geschlossen werden, dass die bei der Prizipitinreaktion wirksamen Kir-
per des Antiserums wnd der Honigldsung, Antikirper und Antigene, zur
Gewinnung von Maximalprazipitatmengen in gleichen Mengenverhdltnissen vor-
handen sein miissen. Findet sich die eine Gruppe der reagierenden Korper
in der Ueberzahl in der Mischung vor, wie dies z. B. im obigen Versuche
bei Verwendung von 1,0 und 0,1 em® Antiserum der Fall war, so verlduft
die Reaktion unvollstindig, die gebildeten Niederschlagsmengen fallen dann
verhiltnismiissig zu niedrig aus.

Bei niherer Betrachtung der in Tabelle V wiedergegebenen Resultate
muss noch ein weiteres Moment auffallen. Vergleicht man némlich die
Zahlen der beiden Honiglosungen miteinander, so stosst man auf grosse
Differenzen. Werden bei beiden Serien die mit 0,1 em?® Antiserum erhal-
tenen Resultate weggelassen, weil sie nicht berechnet werden konnen, so
betriigt die Durchschnittspriizipitatmenge der 15 %igen Honiglosungen =
8,0 mm, die der 3 Yigen, wenn sie auf 15 9 ige Losungen umgerechnet
wird = 25,8 mm. Daraus ist zu folgern, dass in konzentrierten Honig-
losungen der Verlauf der Reaktion ein unvollstindiger ist, selbst wenn Anti-
gene und Antikirper in proportionalem Verhdltnis zur Wirkung gelangen. Da
ferner bei den 39, igen Honiglosungen die Menge der ausgefallenen Prizipitate
verhiiltnismiissig zirka dreimal grosser war, trotzdem bei diesen verdiinn-
teren Losungen der Ueberschuss an Antikorpern ein wesentlich grosserer
sein musste, als bei den 15 Y% igen Honiglosungen, so ergibt sich die weitere
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Tatsache, dass die hemmende Wirkung bei den konzentrierten Mischungen
hauptsdchlich von der Honiglosung ausgeht. Die bei diesen Versuchen beniitzten
Honiglosungen waren wihrend 44 Stunden dialysiert worden. Bei der Ge-
schmacksprobe erwiesen sie sich als kaum mehr siisslich. Es diirfte daher
die hemmende Wirkung nicht allein durch den Zucker, sondern auch sehr
wahrscheinlich durch die Antigene bedingt sein. Als Ursache des Minder-
ausfalles an Prézipitatmenge bei den 15 % igen Honiglosungen ist neben dem
Konzentrationsgrad noch eine weitere Moglichkeit zu beriicksichtigen. Es
wéare nidmlich denkbar, dass die Wertigkeit des Antihonigserums nicht
geniigt hiitte, bei dieser Losung die grissere Anzahl der sich darin vorfin-
denden Antigene zu binden. Um sich hieriiber ebenfalls Gewissheit zu ver-
schaffen, wurde der folgende Versuch ausgefiihrt.

Von den im vorigen Versuche (Tabelle V) verwendeten Honiglosungen,
die bereits mit je 1 em?® Antiserum beschickt gewesen waren (Honiganti-
serum und Honiglosung), wurde je 1 em?® in andere Zentrifugengliser
gebracht und neuerdings mit je 1 em?® Antihonigserum und 1 Tropfen Toluol
gemischt, 5 Stunden im Brutschrank gehalten und dann in iiblicher Weise
zentrifugiert. Das Ergebnis war folgendes:

Tabelle VI.

Honigsorte Verdiinnungen des Dialysates
e e
5
DV E Lol [ OTIT g o fep s plenE By (LR e Oy za. 1,0 mm | 0
WViesen o S et O SR e e i s S 25 9 Spur
Eransteischior Honlg il 0 o 0, e s b 1,0 » 0

Werden diese Resultate mit 2 multipliziert, da nicht 1 sondern nur
mehr 0,5 em?® der Honiglosung zur Wirkung gelangte, und addiert man sie
ferner zu den fritheren Krgebnissen (vide unten) !), so resultieren Zahlen, die
bei einem Vergleich mit den auf eine 15 9 ige Liosung berechneten 3 %,igen
Honiglosungen kaum die Hilfte dieser Priizipitatmengen ergeben. Mit aller
Deutlichkeit diirfte damit bewiesen sein, dass hauptséichlich der grossere
Konzentrationsgrad bei den 15 % igen Honiglosungen den Minderausfall der
Préazipitate bewirkte. Dass bei erneuertem Zusatz von Antiserum zu einer
schon einmal damit beschickt gewesenen Honiglosung wieder Priizipitate
gebildet wurden, rithrt wohl daher, weil durch das nochmalige Mischen mit

Serum eine weitere Verdiinnung der Honiglosung erfolgte, wodurch infolge des

2) 3 0iges Dialysat auf 15 %iges bezogen:
(-] D g

Waldhonig = 15 20— Y54 17,5

Wiesenhonig = 7,6+ 5,0 = 125 25,0

Franzosischer Honig = 7,5 4+ 2,0 = 95 | 20,0
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stirkeren Verdiinnungsgrades vorher gehemmt gewesene Antigene zur Wir-
kung gelangten. Umgekehrt hat ein weiterer Versuch gezeigt, dass bei er-
neuertem Zusatz von Honiglosung zu einem bereits einmal verwendeten
Antibienenhonigserum keine Niederschlige mehr gebildet werden und dem-
nach die Reaktion restlos verliuft.

Aus diesen Untersuchungen war zu entnehmen, dass neben der Serum-
Dosis dem Konzentrationsgrade der Honiglosung eine besondere Wichtigkeit
fiir die Menge der ausfallenden Prizipitate zukommt. Die Antiserummengen
von 1,0 und 0,1 em® ergaben mit den 15 % igen und 3 ,igen Honiglésungen
nicht die hichst moglichen Niederschlagsmengen. Bei einer folgenden Serie
von Versuchen sollte nun gepriift werden, bei welchen Konzentrationen der
Honiglésungen maximale Prézipitatmengen erhalten werden unter Verwen-
dung von 0,5 und 0,2 em® Antiserum, Grossere Antiserumquantititen als
0,5 em? zu beniitzen, ist auch aus dem ferneren Grunde nicht ratsam, weil
sonst der Antiserumverbrauch ein sehr grosser wiirde, namentlich wenn fiir
jede Honigprobe 3 verschiedene Verdiinnungen zu beschicken sind. Die zu
diesen Versuchen beniitzten Sera stammten von 2 Kaninchen und waren mit
Bienenbroteiweisslosungen erzeugt worden. Fiir die Bereitung der Honig-
losungen wurden aus verschiedenen (regenden der Schweiz stammende Bienen-
honige miteinander gemischt und davon je 10 g in 50, 60, 70, 80, 90 und
100 ecm? destilliertem Wasser gelost. Diese 6 verschieden konzentrierten
Losungen bildeten die Stammlésungen. Sie wurden nicht dialysiert. Von
thnen ausgehend stellte ich noch 6 weitere Verdiinnungen her. Je 1 cm?
der Honiglosung wurde mit den oben angefithrten Antiserumdosen und
1 Tropfen Toluol gemischt und wie bei den fritheren Versuchen behandelt.
Die Lichtweite des verengten Teiles der Zentrifugengléser betrug 1 mm.
2 Stammlosungen (1:5 und 1:6, dann 1:7 und 1:8, ferner 1:9 und 1: 10)
waren stets aus dem gleichen Ursprungsmaterial bereitet worden. Bei 4
(1:5 bis 1:8) von den 6 Versuchsserien kam das gleiche Antiserum zur
Verwendung, wihrend fiir die beiden letzten Serien ein anderes, weniger
hochwertiges Immunserum gebraucht wurde. Kine Zusammenstellung der
Zahlenresultate findet sich in Tabelle VII, ferner sind diese Ergebnisse in
den Figuren 1—14 graphisch dargestellt. Auf der Abszisse sind die Stamm-
I6sungen und die aus ihnen bereiteten weiteren Verdiinnungen und auf der
Koordinate die Prézipitatmengen in mm Schichthohe aufgetragen. Die un-
unterbrochene Linie repriisentiert die mit 0,5 cm?® die punktierte die mit
0,2 em?® Antiserum erhaltenen Prézipitatmengen.

In den Figuren 1—6 wird das Verhalten der direkt ermittelten Prii-
zipitatmengen der 6 Versuchsserien veranschaulicht. Der Verlauf der beiden
Kurven zeigt, wie allmihlig die Unterschiede in der Menge des Nieder-
schlages der beiden Antiserumdosen kleiner werden, dann verschwinden,
und wie zuweilen die hoheren Verdiinnungen 1:10 bis 1:15 mit der klei-
neren Antiserumdosis sogar grissere Zahlen liefern als mit 0,5 ecm3 Ver-
gleicht man die 6 Figuren miteinander, so kann beobachtet werden, wie
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das Fallen der Kurven mit Zunahme des Verdiinnungsgrades der Honig-
losungen ein gesetzmissigeres wird.,

Bei niéherem Studium der Zahlen in Tabelle VII begegnen wir wieder
der bereits bekannten Tatsache, dass die Abnahme der Menge des Priizipi-
tates nicht parallel geht mit dem Verdiinnungsgrade der Honiglosung, und
dass die hochsten Niederschlagsmengen bei einem bestimmten Mischungs-
verhiiltnis und Verdiinnungsgrad von Antiserum und Honiglésung sich ein-
stellen. In den obigen Beispielen ergab die Antiserumdosis von 0,5 stets bei
den konzentrierteren Honiglosungen von 1:2 oder 1:5, die von 0,2 cm?®
bei den hoheren Verdiinmungen 1:10 oder 1:15 und nur einmal bei 1:7
die grossten Zahlen. Sehr deutlich kommt dieses Verhalten in den Figuren
7—12 der graphischen Darstellungen zum Ausdruck. Diese Kurven wurden
erhalten durch Umrechnung der bei den einzelnen Honigverdiinnungen
ermittelten Prézipitatquanta auf ihre Stammlosungen. Wiirden die Nieder-
schlagsmengen entsprechend dem Verdiinnungsgrade der Honiglosungen ab-
nehmen, so miissten hier genau horizontal verlaufende Linien resultieren.
Der Verlauf der 2 Kurven ist ein verschiedener, jedoch kann bei beiden
konstatiert werden, dass sie bei den hoheren Verdiinnungsgraden sich der
Horizontalen am meisten ndhern. Mit 0,2 em® Antiserum sind die Schwan-
kungen betrdchtlicher als mit 0,5 cm® Antiserum. Es diirfte das daher
rithren, weil das Mischungsverhiltnis 1 ¢m?® Honiglosung : 0,2 cm?® Anti-
serum ungiinstiger gewéhlt ist. Das zuweilen vorkommende nochmalige
Ansteigen der Kurven nach Erreichung des Hoheoptimums muss auf Ver-
suchsfehler zuriickgefithrt werden, die entstanden waren z. B. beim Ablesen
der Schichththe, durch Ungenauigkeiten der Lumina der Zentrifugengliser ete.
Genauer und den wirklichen Verhiiltnissen entsprechender fallen indessen
die Resultate aus, wenn die Durchschnittszahlen einer Versuchsserie berech-
net werden. Diese Angaben finden sich ebenfalls in Tabelle VII angefiihrt,
und in Figur 13 sind sie graphisch verwertet. Wie schon eingangs bei
Besprechung dieser Versuchsanordnung bemerkt worden ist, sind theoretisch
miteinander vergleichbar die Resultate der verschiedenen Verdiinnungen
von den Stammlosungen 1:5 und 1:6, dann von 1:7 und 1:8 und endlich
von 1:9 bis 1:10, weil nur bei diesen jeweilen die gleiche Honigsorte und
das gleiche Antiserum beniitzt worden sind. Allerdings wurde bei den ersten
4 Serien 1:5 bis 1:8 das gleiche Antiserum gebraucht, auch diirften die
Honiglosungen nicht wesentlich differieren, weil stets echte Bienenhonige
in Mischung Verwendung fanden. Der Verlauf der Kurven (Figur 13) ist
hier ein viel gleichmiissigerer und beinahe paralleler. Zuniichst beobachtet man
bei beiden Kurven ein schwaches Abfallen von 1:5 zu 1:6, dann wieder ein
Ansteigen von 1:6 zu 1:7. Die Durchschnittspriizipitatmengen bei den
Honiglosungen 1:7 waren also grosser als diejenigen bei 1:6, trotz dem
hoheren Verdiinnungsgrade der Honiglosungen 1:7. Es ist dies einesteils
bedingt durch die giinstigeren Mischungsverhiltnisse bei den Losungen von
1:7 und moglicherweise auch dadurch, dass fiir die Honiglosungen 1: 6 und



Tabelle VI,

Verdiinnungen

Stammlisung 1: 5

Stammlosung 1: 6

Stammlosung 1: 7

Stammlosung 1: 8

Stammlosung 1: 9

|

Stammlésung 1 : 10

00T

; ; ; ; ' . \
Gar Antiserummenge Antiserummenge Antiserummenge Antiserummenge Antiserummenge Antiserummenge |
i herechnet p herechuet berechnet berechnet herechnet herechnet |
.].101113‘ z abgeleson auf Stammi¥sung abgeleson auf Stammigsung abgelesen |0 Stammliisung abgelesen | ;¢ Stammlosuug ahgtlesen auf Stammlbsung abgelesen 1, ¢ Stammlésung
losungen emd | em® | em® | em? |[em®| em? | em® | em® || em? | em® [ em? E cm® || em® | em® | em? 1 em® [[em® | emd | emd | emd || em? | em? | cm® | cm?
05(02]05 | 02 [|05]0,2] 05| 02 (05 |02]| 05 i 0,21 0,5 | 0,2 | 0,5 ‘i 02 105({02| 05 | 02 [05(02] 05 | 0,2
mm | mm | mim mimn mm | mm | mim mim lmm min mim mim min | 1 mm mm mm | mm min mim mm | mm min mim
[
Stammlosung |38,0(26,5 | 38,0/ 26,5 87,0210 | 37,00 21,0 [37,0 (17,0 | 87,0 | 17,0 [33,0 |20,0 33,0 | 20,0 1255 [10,0 | 25,5 | 10,0 |[25,0 {10,5 | 25,0 | 10,5
| L
182 97,516,5 | 55,0 33,0 [23,0/18,0 | 46,0] 26,0 [19,5 13,5 | 89,0 | 27,0 (20,5 (11,5 | 43,0 | 23,0 15,0 | 8,5 80,0 | 17,0 13,5 | 9,25 27,0 18,:,i
1l 9,5 6,5 | 47,5 32,5 | 8,0/ 6,0 40,0] 30,0 | 9,0 | 5,25 45,0 | 26,25 8,0 | 5,5 | 40,0 | 27,5 || 6,56 | 45 325 | 225 6,0 | 45| 30,0 | 225
JeeT 6,5 4,75 45,5 33,25] 6,0 5,23 42,0| 36,75 6,25 5,0 | 43,75 35,0 | 5,0 | 4,25 35,0 | 29,75 4,0 | 2,75 28,0 | 19,25 3,75] 3,5 | 26,2 ‘24,5!
152510 4,0| 8,75| 40,0 37,5 || 4,0/ 4,0 | 40,0 400 | 4,0 | 3,25 40,0 | 82,5 || 3,0 | 40| 30,0 | 40,0 || 2,5 | 2,25 25,0 | 22,5 || 2,25 2,25| 22,5 | 22,5
1o 12 35| 3,5 | 42,00 42,0 8,0/ 2,5| 36,0 30,0 || 3,25 3,5 | 39,0 | 42,0 || 2,5 | 2,5 | 30,0 80,0 20| 20| 24,0 | 24,0 || 1,5 | 1,75 18,0 21,0;
it 25 2.75| 37,5 41,25 2,5 2,25 37,5 83,75 2,75 3,0 | 41,25 45,0 | 2,25 2,0 | 33,75 30,0 | 1,75 2,0 | 26,25/ 30,0 || 1,25 1,25 22,5 | 22,5
Durchschnittspré-
zipitatmenge .| — | — | 43,6/ 35,1 | — | — | 39,7 810 — | — [ 405 | 821 || — | — | B49 | 286 | — | — | 28| 20,7 — | — 24,4 | 20,2
Auf unverdiinnte
Honigproben u.
0,5 cm?® Anti- |
serum bezogen | — | — |218,0438,7 | — | — 238,2i465,0 — | — [284,)9 5617 | — | — |279,2 720 | — | — 2822 (465,71 | — | — |244,0 |505,0
|
1 I [
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1:7 nicht genau die gleichen Honigproben beniitzt worden waren. Bei den
weiteren Verdiinnungen, von 1:7 hinweg, fallen die beiden Kurven améhernd
‘gleichméissig. Der Abstieg von 1:8 zu 1:9 ist jedoch steiler als frither,
was auf die Verwendung eines anderen Antiserums zuriickzufithren ist.
Gestiitzt auf die Ergebnisse innerhalb einer Versuchsserie diirfte nach Er-
reichung der Maximalniederschlige der Riickgang des Priizipitates in den
weiteren Verdiinnungen ein ganz allmihliger sein. Aus der Distanz der
beiden Kurven geht priignant hervor, dass die kleinere Antiserumdosis von
0,2 em?® verhéltnismiissig grossere Priizipitatquanta ergabh. Noch in die
Augen springender wird indessen dieses Verhalten, wenn die Durchschnitts-
priazipitatmengen, die bei den verschiedenen Stammlosungen erhalten wur-
den, auf unverdimuten Honig und die mit 0,2 em® Antiserum eruierten
Zahlen auf eine Antiserumdosis von 0,5 em® umgerechnet werden (siehe
Figur 14). Es kommt hier plstzlich die 0,2 cm®-Antiserumkurve iiber die-
Jenige von 0,5 cm® zu liegen. Aus den Abstiinden der beiden Kurven ergibt
sich ferner, dass die Antiserumdosis von 0,2 ecm?® verglichen mit derjenigen
von 0,5 cm® etwa doppelt so grosse Niederschlagsmengen ergeben wiirde
als sie mit 0,5 em?® tatsiichlich erhalten worden sind. Aus dem Verlauf
der beiden Kurven geht auch die Antwort hervor auf unsere Frage, bei
welchen Konzentrationsgraden der Honiglésungen mit 0,5 und 0,2 em® Anti-
serum Maximalprizipitatmengen auftreten werden. Es ist dies, gestiitzt auf
die Berechnungen der Durchschnittsergebnisse bei den einzelnen Stammls-
sungen bezogen auf unverdiinnten Honig fiir 0,5 em?® die Stammlésung von
1:7, far 0,2 cm?® diejenige von 1:8.

In Figur 14 zeigen beide Kurven von 1:9 zu 1:10 wieder ein An-
steigen. Ohne Zweifel steht dieses Verhalten im Zusammenhange mit der
Verwendung eines schwiicheren Antihonigserums bei diesen Versuchsserien.
Je nach der Wertigkeit eines Antiserums muss sich die Prizipitatkurve
dndern und zwar in der Weise, dass mit der hoheren Wertigkeit eines
Serums die maximalen Niederschlagsmengen bei konzentrierteren Honig-
lésungen eintreten.

Aus den obigen Untersuchungen lassen sich nun eine Reihe wichtiger
Krgebnisse iiber die Frage der Verwendbarkeit der quantitativen Prizipitin-
reaktion ableiten.

Wir haben gesehen, dass die Hauptfaktoren, die bestimmend auf den
Ausfall des Prizipitates wirken, sind:

Konzentrationsgrad und Menge der Honiglosung,
Wertigkeit und Menge des Antibienenhonigserums.

Bei der Einwirkung einer gleichbleibenden Dosis des gleichen Anti-
serums auf verschieden konzentrierte Honiglosungen nahm die Menge des
Priizipitates mit dem Konzentrationsgrade der Honiglosung ab. Dieses Zu-
riickgehen des Prézipitates war aber erst von einem bestimmten Verdiinnungs-
grade der Honiglosung hinweg ein anniihernd gesetzmiissiges. Mit dem Nach-
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weis, dass es moglich ist, durch geeignete Mischungsverhéltnisse von Honig-
losung und Antiserum Prizipitate zu erhalten, die zur Honigmenge in einem
bestimmbaren Verhiltnis stehen, diirfte auch der Beweis erbracht sein, dass die.
Prizipitinreaktion fiir quantitative Bestimmungen bei Honiguntersuchungen
brauchbar ist.

Wie aus den vorliegenden Untersuchungen weiter zu entnehmen war,
wird das Priizipitat dann gesetzmissig zur Honigmenge gebildet, wenn die
die Reaktion eingehenden Korpergruppen des Antiserums und der Honig-
losung in proportionalem Verhiltnis und in hohen Verdiinnungen zur Wir-
kung gelangen. Diesem Verhalten ist daher bei der Wahl der Mischungs-
verhiltnisse besonders Rechnung zu tragen. Ks fragt sich nun, wie dies
fiir die Honiguntersuchungen am zweckmissigsten zu geschehen hat. Zum
voraus sei bemerkt, dass eine genaue Hinstellung der Priizipitogene (fill-
baren Substanzen) und Priizipitinen (fillende Substanzen) sehr umsténdlich
wiire. Da gezeigt worden ist, dass besonders die hemmende Wirkung sich
bei den konzentrierten Honiglosungen geltend machte, wihrend ein Ueber-
schuss von Priizipitinen auf die biologische Reaktion weniger ungiinstig
wirkte, so diirfte es fiir die praktischen Bediirfnisse geniigen, die Mischungs-
verhiltnisse von Prizipitinen und Prézipitogenen so zu wiihlen, dass man
sicher sein kann, einen Ueberschuss von Prizipitinen zu haben. Bei unseren
Versuchen fiel das Prézipitat mit hochwertigen Antiseris bei den 14 7% igen
und mit den schwicheren Antiseris erst bei den 129 igen Honiglosungen
annithernd gesetzmiissig aus, Hs diirfte sich daher empfehlen, fir die eigent-
liche Honiguntersuchung als Ausgangsmaterial eine 10 7% ige Honiglosung zu
beniitzen. Um eine Kontrolle zu besitzen, dass die Prézipitate auch wirk-
lich quantitativ ausfallen, ist es ferner angezeigt, von jeder Honigprobe
noch 2 weitere Verdiinnungen zu verwenden.

Was die Mengenverhiltnisse der Honiglosung und des Antiserums an-
betrifft, so hat sich fiir die Honiglosungen 1 c¢m?® von jeder Verdiinnng als
praktisch erwiesen. Gibt das zu verwendende Antiserum in der Vorpriifung
mit 1 ¢m? einer 1% igen Honiglosung und 0,2 em?® Antiserum noch ein deut-
liches Prizipitat, so geniigt bei den 109,igen Honiglosungen eine Dosis von
0,5 em®, wihrend fiir die weiteren Verdiinnungen die Menge noch kleiner
gewihlt werden kann.

¢) Zeitlicher Verlauf der Prazipitinreaktion bei Honiglosungen.

Man becbachtet nach Zusatz des Antiserums zur Honiglosung gewohn-
lich erst allmihlig das Auftreten einer Tritbung, die nach einiger Zeit als
feiner Niederschlag von weisslicher oder gelblicher Farbe sich an den Wan-
dungen und auf dem Boden absetzt. Auch bei anderen Immunititsreaktionen,
wie z. B. bei der Einwirkung von Antitoxinen auf ihre Muttersubstanzen,
nimmt die Entgiftung durch das Antiserum eine gewisse Zeit in Anspruch;
sie erfolgt nicht momentan. Hs sollen hier namentlich der Konzentrations-
grad und die Temperatur eine Rolle spielen, Um n#here Anhaltspunkte
dariiber zu gewinnen, von welchem Zeitpunkt ab bei Honiguntersuchungen



nach Beschickung der Gldser die Reaktion als beendet gelten kiinne, wurden
mit 2 verschiedenen Proben von echtem Bienenhonig je 15 %ige und 3 %, ige
Losungen bereitet. Als Lisungsmittel diente physiologische Kochsalzlisung.
Honiglésung und Antiserum wurden in der Menge von je 1 em?® - 1 Tropfen
Toluol in die Zentrifugenrohrchen gebracht, gehorig gemischt und sofort in
den Brutschrank zu 37 ° C gestellt. Mit jeder Verdiinnung wurden 8 Gléser,
im ganzen 32 Gléser beschickt. Nach verschiedenen Zeitabstinden wurden je
4 Proben dem Brutschrank entnommen und das Prézipitat volumetrisch in
gewohnlicher Weise ermittelt. Der Durchmesser des kapillaren Teiles der
Zentrifugenrshrchen betrug 1 mm. Das Ergebnis dieses Experimentes ist
in der folgenden Tabelle VIII verzeichnet.

Tabelle VIII.

B irnnEaiansn Honiglésung A. Honiglosung B.
159/, i 39/, 16 %, 30/,
|
I8 Stundie SISl it S s T L 26,0 mm 4,5 mm 30,0 mm I 6,5 mm
i) TN [ A S e A St R S 26,0 » 45 » 32,0 » 6,5 »
Totimlenta o o I A 27,5 » 42 » G453 =T RE
4 SEanaEn = oL e Sl g 30,0 » 45 » TR S
R L) (R Y i 81,5 » 45" 5 LGS R 1 e
G R T e B i Ry Dl 29,0 > 454 % 365 » | 90 »
FRE T s et St { R SE Ry & 315 » 50 » S5 s T e
SEStundeniteien . i oo S 355 » 6,5 » 37,5 » | 85 »

Wie man sieht, ist der Verlauf der Reaktion bei den zwei Konzentra-
tionsgraden nicht genau der gleiche. Bei den 3 °igen Losungen scheint
schon nach einer Stunde die Reaktion beendet zu sein, wihrend bei den
15 % igen Honiglosungen auch spiter noch eine deutliche Zunahme des Pri-
zipitates festzustellen war. Erst nach zirka 5 Stunden zeigten bei den 15-
U»igen Losungen die Prézipitatquanta kein eigentliches Ansteigen mehr.
Aus diesem Versuche ist somit zu schliessen, dass mit Abnahme des Kon-
zentrationsgrades der Honiglosungen der Verlauf der Reaktion ein beschleu-

nigter wird.
d) Einfluss der Temperatur auf die Reaktion.

Es ist bekannt, dass Serumreaktionen durch die Temperatur oft we-
sentlich beeinflusst werden. Um zu priifen, inwiefern auch bei Honigunter-
suchungen dieses Moment zu beriicksichtigen sei, wurde folgender Versuch
ausgefithrt. 10- und 29 ige Honiglosungen wurden in der Menge von je
1 ¢m?® mit je 0,5 ecm® Antihonigserum und einem Tropfen Toluol gemischt,
dann jeweilen die mit Antiserum beschickten Verdiinnungen einer Honig-
sorte bei 46 ° 37° 18° und 7 °C withrend 5 Stunden gehalten. Nach die-
ser Zeit erfolgte die Bestimmung der Schichthihe des Prizipitats in @iblicher
Weise. Das Resultat ist aus Tabelle IX ersichtlich.



Tabelle IX.

Honiglisung A Honiglisung B Honiglésung C
Temperatur : )
10 ¢ o 2 (N” 100 0 i 2 n/u 10 ﬂjr” . 2 ;;/40
46° C 12,0 mm 5,0 mm 13,5 mm ’ 4,0 mm 14,0 mm j 6,0 mm
37°C 175 = 4,5 » 205 » | 50 > 82.0 et 800
18° C o R T s L K] BT ke VR e T RN l 95 51
7.0 17,0 » 4,5 » il 45 » 265 » | 80 »

Wiihrend die Temperaturen von 7, 18 und 37 ° C gleiche Resultate
zeitigten, fielen die Prizipitate der bei 46 ° C gehaltenen 10°,igen Honig-
losungen kleiner aus. Die Differenzen bei den Einzelresultaten liegen ohne
Zweifel noch innerhalb der Fehlergrenzen.

e) Einfluss des Sauregehaltes der Honiglosungen.

Bienenhonige, wie auch alle die von mir gepriiften kiinstlichen Honig-
produkte reagieren in verschieden starkem Masse sauer. Besonders hohe
Sdurezahlen wiesen zuweilen solche Honigproben auf, die in Girung sich
befanden. Das Antiserum dagegen besitzt eine deutliche alkalische Reaktion.
Ein Ueberschuss an Sdure bewirkt im Serum Niederschlige, die unter Um-
stinden zu Téduschung Veranlassung geben konnen, indem sie fiir Prizipi-
tate gehalten werden. So ergab die serologische Priifung eines Honigs, von
dem die eine Probe schwach angesiuert (je 2 Tropfen einer 57 igen Car-
bolsiurelosung in 1%s e¢m?® Honiglosung und Antiserum), die andere mit
Sodaldsung neutralisiert worden war, folgende Priizipitatsiulchen :

10 %% 2 °% 1° Honiglésung
Bienenhonig neutralisiert . . . . . 34,0 mm 7,0 mm 3,5 mm
» s 1o s e DO IERIL 8 ER E 9,0 » 7,0

Es fielen die Niederschlagsquanta bei den angesiiuerten Honiglosungen
wesentlich grosser aus, als bei den neutralen. Bei einem weiteren Versuche
wurden ebenfalls jeweilen von einer Honigsorte 2 Losungen bereitet und
die eine unverdindert gelassen, die andere vor Hinzufiigen des Serums neu-
tralisiert. Die Versuchstechnik war dabei die iibliche. Die eine Probe, Wald-
honig, zeigte eine ausgesprochene saure Reaktion, wihrend der « Mischhonig »
nur sehr schwach sauer reagierte. Wie der Befund (Tabelle X) zeigt, waren
die Niederschlagsmengen bei den neutralisierten Waldhoniglosungen grisser
als bei den sauren Parallelproben.

Tabelle X.
Honiglosungen
Honigsorte S el b ke ne AU
10 9/, | 20/, i 19,
Waldhoniy, sdure Reaktion ./..... . . . % 16,0 mm 3,0 mm l 1,75 mm
Waldhonig, nentralisiert . .. . . . ... 19,0 » 40 » 2,005
Mischhonig, schwach sawer . . . . . . . 26,0 » 6,0 » 2,7% »
Mischhonig, neutralisiert . o 2 00 % A 25,5 » 00> LT



Die Resultate der Mischhoniglosungen fielen, wie zu erwarten war,
iibereinstimmend aus. Aus diesen Untersuchungen ist zu entnehmen, dass
die Séure eher hemmend auf die Prézipitinreaktion einwirkt. Ist jedoch der
Siauregehalt der Honiglosungen so gross, dass nach Mischung mit Antihonig-
serum noch ein Ueberschuss von Sédure resultiert, so setzt sich der gebil-
dete Niederschlag bei Bienenhoniglosungen aus Priizipitat und den durch
die Siure ausgefillten Substanzen zusammen, bei Kunsthoniglosungen allein
nur aus der Siaureféllung. Kine Nichtbeachtung der Reaktion der zu prii-
fenden Honiglosungen kann daher zu ganz unrichtigen Resultaten fiihren.

f) Einfluss des Losungsmittels auf den Ausfall der Prazipitatmengen.

Verwendet man bei biologischen Blut- und Fleischuntersuchungen zur
Herstellung von Verdiinnungen destilliertes oder gewdhnliches Leitungswasser,
so treten micht spezifische Tritbungen oder sogar Niederschlige in den Lo-
sungen auf. Hs ist daher bei derartigen Priifungen strenge Vorschrift, zu
den genannten Zwecken nur physiologische Kochsalzlosung zu beniitzen. Ks
war nun von Interesse, das Verhalten des Prizipitates bei Verwendung von
destilliertem Wasser einerseits und von physiologischer Kochsalzlosung ander-
seits als Losungsmittel und zur Bereitung der Verdiinnungsgrade der Honig-
losungen kennen zu lernen. Der Versuch wurde mit drei verschiedenen
Honigsorten durchgefiihrt. Von jeder Probe wurden zwei gleich grosse
Mengen abgewogen und die eine in destilliertem Wasser, die andere in
physiologischer Kochsalzlosung gelost und die gewiinschten Verdiinnungen

damit hergestellt.
Tabelle XI.

3 Y Bienenhoniglosung A | Bienenhoniglosung B | Kunsthoniglosung
Lisungsmittel :

109 | 2% | 1% | wu | 29 | 19 [ 10% | 2% | 1%
Destilliertes Wasser | 5,0 mm | 2,0 mm | 1,0 mm 5,25 mm| 2,25 mm| 1,0 mm 0 0 ‘ 0
Physiolog, Kochsalzlosung 5,0 » (20 » [10 » |45 » %2,:5 o lilinl 2 0 ) 0 ‘ 0

Nach den Resultaten (Tabelle XI) enthalten die Honiglésungen, zum
Unterschiede von Blut- und Fleischeiweisslosungen, eine geniigende Menge
von Salzen, um das Ausfallen von Substanzen (Globuline ?) des Serums zu
verhindern, und es ist daher bei Honiguntersuchungen nicht notwendig, zur
Bereitung der Verdiimnungen physiologische Kochsalzlosung zu verwenden.

LII. Untersuchungsergebnisse von Honigproben verschiedener Herkunft
und einigen bei der Kunsthonigbereitung Verwendung findenden Zucker-
arten.

Neben dem Studium der Faktoren, die auf den quantitativen Verlauf
der Prizipitinreaktion von Einfluss sein konnten, war mein Augenmerk da-
rauf gerichtet, an einem miglichst reichhaltigen Material die Brauchbarkeit
des serologischen Verfahrens zu erproben.



Tabelle

Methodilkk der serolo-

10 ¢ Honig wurden in 10 em? destilliertem Wasser geldst, filtriert und davon 15,3 und 1,6%,ige Liésungen bereitet.
gehalten, dann wiihrend 5 Minuten bei einer Tourenzahl von 1500 pro 1 Minute zentrifugiert und dm Schicht-

E Makroskopischer und chemischer Befund
| Bezeichnung = T
|2 o | = == =2 Polarisation
No. der e g - ) > | H 5 lasg B T T TG
= = = ] - = 2 oA k- o
Honigsorte E 7 AR e e MRS ST B o R
Gl A R e R B
1] Bienenhonig der Statistik 1909 (8) | braun klar [15,77|8,4 |0,85]51,10({14,74(17,47|4+18,18-+12,33
2 » B > (12) | dunkel » 14,97| 7,44(1,2964,95| 6,08(13,14|+ 6,42+ 4,17
3 » g ey » (13) | hell |kandiert{14,64|5,2 11,04|70,55| 4,88| 9,31|+ 0,33,— 1,25
4 » - ma > (15) | schr dunkel | klar |15,12|7,34|1,29|61,41| 7,59|15,02+10,67/+ 9,16
5 » » 5 ». (16) |sehr hell|ewas kandiert{18,50( 4,08(1,06(70,90| 3,22| 6,86|]— 3,88|— 5,13
6 » i » (20) | dunkel | klar [16,44|8,62(1,15(60,74| 8,01|13,83|+ 6,72|+ 4,50
7 » ¥ » (91) hell » 15,24| 7,76|1,3660,65| 7,38/15,81|+ 6,87+ 3,27
8 » SRS »  (22) | dunkel » 15,69( 7,2 |1,22(60,67| 6,86|15.94|+ 7,2 |+ 4,3
9 » T »  (26) hell » 13,06 3,86|1,08(74,36| 4,27| 7,82[— 1,25— 4,58
10 » » » »  (34) hell [kandiert|13,89]4,0 |0,87|74,42| 1,78 9,42|— 2,08|— 4,25
11 » »  » »  (87) | dunkel | klar |14,31]7,3 |0,94]57,88/11,36(15,63|+13,75/+ 7,92
12 » » etwas kandiert| 28,28 0,6 0,9 [69,32| Spur| 2,25(— 7,33|— 7,33
13 » > » 1910 (6.1.) | hellgelb| » » [16,34]5,2 |1,20(68,24| 5,20 9,58+ 4,66+ 1,33
14 » L > (0.2.)] bramgeh | » » |16,37| 6,7 [1,20(61,16| 8,36|13,32|+ 850/t 5,66
15 » » > » (BL.1)|hellgelb| » » |18,11| 5,6 |1,00]|71,64| 6,15 3,44|+ 2,50|— 1,00
16] Extra Honny Quality Finess
extract. south australian dunkel | klar [18,23|1,10{0,4 (77,72 2,07| 1,83|— 7,88|— 8,00
17l Friihjahrshonig hell ffat kandiok| — | — F— | — | — | — |+— =
18] Waldhonig . dunkel | klar |15,77| 8,4 |0,85(51,10|14,74{17,47|+18,18|+12,33
19{ Oesterreichischer Honw : » » el el e e — e
201 Franzisischer Honig - - — === =11 — —
21| Kunsthonig (B.) . hell klar el el el Bl B — =3
22 » V.) . 5 % i = ol . L T i
23| Fiitterungshonig . .| farblos » 18,79| 1,8 {0,32(51,58|23,39| 6,0 |+10,00|— 4,91
24| Bienenhonig der Statistik 1909 (9) dunkel » 14,49| 7,9 (1,33162,39| 8,2 [14,0 |+ 8,83|+ 6,97
25 » » » » (14) hell  [schwach kand.|14,41| 5,4 |1,09(66,99| 5,91|12,04|+ 5,9 |+ 5,38
| > » » (32) | dunkel | Klar [14,71/89 1.2 |54,32(10,77|19,19|+15,1 |+14,7
27| Sogenannter Backhonig braun  |dnwenig kand.|16,30| 1,4 |1,01{70,16{ 4,06] 9,24— 7.91— 9,16
28 » Tafelhonig . hell klar (14,27 3,2 10,76 |49,56|18,51(17,27|-+29,16+18,66




XII a

gischen Pritifung (Nr.1-28).

Je 1 em?® Honigldsung wurde mit je Y, em?® Antiserum und 1 Tropfen Toluol gemischt, 5 Stunden bei 37° C
hohe des Priizipitats bestimmnt. Der verengte Teil der Zentrifugengliser besass eine Lichtweite von 1 mm.

Serologischer Befund T

:)' __"gé?é’ ' e, TE Herstellung
B B ?z';; Honiglisungen E‘ i des Bemerkungen |
gk | & = 'f'gé %‘3 e b : i ] Antiserums ?
S| & s E:;.‘Tz 15% | 8% | 46% | 4§ beniitzt

= T |E&=S5] mm mm | mm S 2

- 8~
pormal] — | 0,7 | 26,0 40 | 20 | 320 | Biencubrot, Tier I | Flugort der Bienen: Wald, wenig Linden.
» — | 1,85/ 36,0 | 11,0 | 75 | 546 »  Tier 2 ¥ .%o Wald.
» — | 0,71345 | 120 |, 95 | 56,0 » » » » » Wiese, Esparsette,
» R Kirschbidume.

» e 1,71330 | 110 | 45 | 485 » » > » » Wald
» — | 1,6 | 36,0 | 120 | 7.0 | 55,0 » > » » » Naturwiese.

» — |16 ]340 | 110 | 60 | 510 » » % e o WTRT .

» - 1,3 1360 | 13,25 6,5 | 55,76 » » » » »  Kirschbaum, Liowen-

zahn, Salbei.

» — | 1,313860 | 115 | 45 | 520 » » » » »  Weisstanne.

» - 201286 | 120 | 90 | 495 » » » » » Lowenzahn, Apfel-

. ; baum, Esparsette.

» = 2,05] 37,0 | 14,0 8,0 59,0 » » » »  » Lowenzahn, Kirschbaum,

» — 1,1 ] 30,0 8,0 | 5,0 | 43,0 » » » » »  Wald, Weisstanne.
» | Redut. | 2,1 | 23,75 | 656 | 5,0 | 35,25 » » | Mikroskop. Befund: Pollenkirner,
» | normal | 0,9 | 36,5 | 155 | 6,25 | 58,25 » » Wachspartikelchen, Pflanzenreste,

» » 0,71320 | 100 | 50 | 47,0 » » Spuren von Sand.

» » 0,8 ]340 | 1025 50 | 49,25 »

» | Reduet. | O 290 | 50 | 1,75 | 83,75 » » | Mikroskop. Befund: Aeusserst zahlr.
- — — | 38,0 | 13,795 | 6,0 | 57,75 »  Tier 3 Pollenkérner, Spuren von Sand
normal| — | 0,7 | 28,0 625| 30 | 37,25 » » und Pflanzenfasern.

— | — — | 365 | 13,755 7,0 | 57,25 » » | In sehr starker Gérung. Mikros-
— | - — | 36,0 75 | 3,0 | 46,50 » » kop. Befund: Zahlreiche Pollen-
— | — - 2,0 0 0 2,0 » » kirner.

i = m— () {) O O » »
normal|  -— 0,35] 16,0 b0 | 20 | 230 » »

» — | 0,7 ] 26,0 50 | 2,5 | 335 |Futterbrei 1| Antiserummenge je 1 cm® Flugort

d. Bienen: Honigtau u. Weisstanne.

» — | 1,45] 31,0 60 | 35 | 405 » Antiserummenge je 1 em?® Flugort

d. Bienen: Lowenzahn, Kirschbaum, Wald,
» — 2,05 23,5 0 | 3,0 | 335 » Antiserummenge je 1 cm® Flugort
d. Bienen: Rottanne, Weisstanne u, Wiese.
Roltbg.| Reduet. | O 2,0 0 0 2, » Antisernmmenge je 1 cm®.
e > 0 0 0 0 0 » » % wi) »




19/-Lisungen bereitet.

)

Tabelle

Methodilk der serolo-

10 g Honig wurden in ein wenig physiologischer Kochsalzlosung geldst, mit Sodalésung neutralisiert, filtriert

Zu je 1 cm?® der 10-, 2- und 1°-Honiglosung kamen je !5 em? Antihonigserum und
J 0 ! 2

gehalten, dann withrend 5 Minuten bei einer Tourenzahl von 1500 Touren pro Minute geschleudert und nachher

schlag gemessen wurde, hesass

Makroskopischer und chemischer Befund

Bezeichnung T R o T i [ , % = R
2 el b = =2 Polarisation
M der g = |9 = | g I e o
2 = = 2 -2l MR S O i e s ) s 9
Honigsorte 3 7 2 |83 2 (g SlHE|l 2|z cch
o - I R
A i B R
29| Bienenhonig der Statistik 1909 . (22) . | dunkel klar (15,69( 7,2 |1,22|60,67| 6,86(15,94|+ 7,2 |+ 4,3
30 » » > » (15) .| schr dunkel | klar 15,12 7,34(1,29(61,41| 7,59|15,02|+10,67/+ 9,16
31 » » » 1910 (61) . [hellgelb |schwach kand.[16,34| 5,20] 1,20 [68,24| 5,20| 9,58|+ 4,66+ 1,33
32 » » » > (02) .1 bramgel [ » » |16,37|6,70]1,20(61,16] 8,36|13,32[+ 8,50+ 5,66
33 » » » > (BL)lhellgelb| » » |18,11|5,60|1,00(71,64| 6,15| 3,44+ 2,50 — 1,00
34 » » » 1909 (8) .| braun klar |15,77| 8,4 |0,85(51,10{14,74|17,47(+18,18 +12,33
35| Waldhonig (Sammlung) dunkel » — == === — —
36 Bienenhfmig Vo | gelhbrann » —_— | —_= — | — — — = —
37 » aus einer Hand-
lang in Bern . » » — == —=1—1— — e
38| Frithjahrshonig Basel . gelb |kandiert| — | — | — | — | — | — - —
39| Bienenhonig der Statistik 1909 (17) [rotbraun| hell [14,6 | 7,82|1,18|58,22| 9 .36(16,92|+11,28+ 9,6
40] Franzosischer Honig (7) . .[hellgelb|kandiert|17,4 | 0,28(0,58|72,88| 4,07| 5,56|— 4,48 — 6,71
41| Franz. Honig (Miel Pithiviers) | golbhram » 17,22] 1,221,008|73,64| 2,96| 5,96(— 4,78|— 7,17
42| Ungar. Bienenhonig (Akazienhonig) » » S L R R U S = s
43| Chilehonig . . > tlwoisekand,] — | — | — | — | — | — — —
44| Ungar. Bienenhonig .| braun Sanmn | S BN S S | SR e i o et
45| Franz. Honig, beanstandet .|goldgelb|kandiert|] — | — | — | — | — | — - -
46 Kunsthonig Basel. . braun |tiiwesekand| — | — [ — | — | — | — - —
47 » Bern . » flissig'| — | — | = | —= | — | — — —
48 > amerikan, Fabrikat » LT T | e e o TR el S RS e DT L2
49| Invertzucker I — — — === =| = — —
50| Stiirkesirup = e Sl TG [ D ey [ N e
51| Invertzucker II . s i Sy s | e S s ) e — e
52| Stirkezuckersirup . . . = o e BN I e n i e e R =t e
53| Invertierter Kandisablauf b S e S e R 2o e
54| Stirkesirup B. S = S e I S e IR e
55| Melasse . — o el [ e e[S e s et —
56| Fruchtmelasse L — — e A | e e [ = =
57| Bienenhonig Statistik 1910 . | dunkelbiaan | ~ klar 17,19} 7,74[1,55[57,80| 6,73(17,0 [+12,92|+12,17
58 > » » . hellgelb|kandiert{15,76|4,02[1,5 |74,20( 2,24 7,2 |— 2,08|— 2,42
29 » » » hellbramn » 18,85| 6,30(1,63 73,84 0,42| 6,1 [—12,60/—14,58
60 » » » rtehbrann |~ klar 14,9 |8,20]2,14160,30| 7,17(16,7 [4+11,17|+10,80
61 » » » helibrawn | kandiert|17,28( 8,92(2,07|61,20( 6,91|13,5 |+ 9,55+ 9,17
62 » » » .lhellgelb| |» 16,50( 4,28/1,40(73,72| 1,56| 7,6 |— 7,33|— 2,00
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XII b
gischen Priifung (Nr. 29—-90).

und mit physiologischer Kochsalzldsung auf 100 em® aufgefiillt. Von dieser 10%,-Ldsung wurden noch 2 %,- und
L Tropfen Toluol. Nach gehoriger Mischung dieser Flilssigkeiten wurden sie wihrend 5 Stunden bei 37¢C
die Schichththe des Priizipitates abgelesen. Der verengte Teil der Zentrifugenréhrehen, in dem der Nieder-
einen Durchmesser von zirka 1!/, mm.

Serologischer Befund g
A0t
5 557:: 0 EW Herstellung
85| 8% |[gE= Honiglosungen | E des Bemerkungen
EA| £7 |ZEs —— | & & | Antiserums
2% 25 |BEE] o { 20, | 19, | 3 & | beniitst
= 55 om | mm 1 mm | S Z
:;:E; — | 1,3 60 | 25 | 1,25 | 9,75 |Futterbrei, Tier3| Flugort der Bienen: Wald.
» — FL%] 60 | 20 |.1.256 1 925 » » » » » Wald.
» | normal | 0,9 | 7,0 20 1.6 | 110 » » » » » Wiesen.
» » 0,71 60 | 20 | 125 | 925 » » » » » Wiesen.
» » 08| 65 | 20 | 1,26 | 9% » » » » » Wiesen.
» » 0,71 425, 15 | Spur| 5,9 » » » » » Wald.
— | — | =] 45 | 1,75| 1,0 7251 = S
s =L — 7,0 2,0 | 1,25 | 10,25 » » » » » Wiesen.
— | — —- 25| 20 | 10 | 1025 » »
o 5 — 6,0 30 1,0 | 100 » »
fe] — |23 %0 |-20 | 1,0 | 100 » >
Rotlhg | — 0,6 1 6,0 05 | Spur | 65 » » | Mikroskop. Befund : Vereinzelte Pol-
lenkirner, Pflanzenfasern, Holzsticke.
» - L3 ] 95 26 | 1,256 | 11,25 » » | Mikroskop. Befund: Zahlreiche Pol-
T — 5,0 20 1190 8,0 » » lenkérner.
it - = :),0 ],;) 1,0 77:) » »
— | — | —1 50 20 | 1,0 8,0 » »
— | — | — 1,0 0 0 1,0 » »
— —- — | Spur 0 0 Spur » »
— | — — » 0 0 » » »
- — — » 0 0 » » »
— | — — 0 0 0 0 » »
— | — — 0 0 0 0 » »
— | — — 0 0 0 0 » »
— | — — 0 0 0 0 » »
— | — — (LIRS 0 0 » »
T e e 0 0 0 0 » »
— | - | — 0 0 0 0 » »
el S — 0 0 0 0 » »
#;:{,‘; rolbraun | 0,5 7,0 15 0,75 9,25 Bienenbrot, Tier4 | Flugort der Bienen: Wald.
» % 0,9 | 16,0 3,75 | 20 | 21,7 » > » 20> Liwenzahn, Baum-
bliiten, Esparsette.
» |brawngrin| 5,9 | 17,0 45 | 26 | 240 » » » Ay Erika.
» | rotbraun | 1,85 12,0 26 | 1,6 | 16,0 » » » » e Liwenzahn, Apfelblite.
» » 1,0 | 14,56 26 | 1,6 | 18p » » » . » o » = Wald;  Birenklau,
Weissklee.
» » 0,9 | 115 2,76 | 1,6° | 14,75 » » S S L T




Tabelle

Makroskopischer und chemischer Befund

Ueber die Herkunft und die Auswahl der
objekte sei folgendes bemerkt. Um den Einwand

Bezeichnung P et oy e o = S
e s | & S 2| Polarisation
Mo o Lider z =8 = | e e b ey
o = ~ 17 - = A T : - } g =
Honigsorte B 2 2 [BEl B |80 8 twE)n s c -
& z = [&°| 2|8 SRR e
- = A Es) - = AExE = a g
] - P S A R =T s
63| Bienenhonig Statistik 1910 . | dunkel |kandiert|16,25|8,56{1,33(59,96| 7,26|15,4 |+11,33 +11,17
64 > > » . jeoldgelb|schwach kand [17,81( 1,26 [ 2,30|74,20} 0,80| 6,8 [— 7,12|— 7,50
65 » » » rotbram | kandiert|17,88]5,48(1,10|71,64| 1,41 — |— 7,25— 7,33
66 » » » » flisssig [18,53|7,5211,10(71,92{ 0,72 — [—10,42/—10,62
67 > > » hellbeaun | teilweise kand.[15,30( 7,101 1,80 (62,40{ 8,93| — |+ 5,42+ 4,58
68 » » » » fliissig [17,50(38,50(1,00(74,72| 1,57| — |[— 3,75 — 4,41
69 » » » » kandiert|14,70(5,60|1,70|69,48| 1,40 — |— 0,41— 0,83
70 » » » g‘elb » 13,80 4,20 ]*40 74—.64 1,21 ==l :),0 raE 5,0
71| Bienenhonig Seeland dunkel | Kklar — | -] —= = | = | — — — |
72| Fiitterungshonig . farblos | fliissig |18,79|0,32]1,80(51,58|23,39( 6,0 (+10,0 |— 4,91
73| Kunsthonig Buchs . . | hellgelb » — == = — | — — —
74| Boliviahonig . » fest |18,73|2,08|0,60(76,48| 3,55 0,97]— 9,0 |—10,33]
75] Chilehonig Nr. 21 — — -l == =1|—1]- — =
76 » » 58 e G ==l (| e e — —
77 » » 61 — — — === - —- —
78 » w467 — - _— — = — — — — —
79 » o T e - — — | —=1]1—=1—=1|—=1— —- =
80{ Bienenhonig Statistik 1910 .| helbram |kandiert{15,95(7,35|1,6 [65,20| 5,95 — [+ 3,75+ 3,33
81 » » B » » 15,5 [6,40|1,5 |66,00] 6,04] — [+ 4,14|+ 3,75
82] Kunsthonig, deutsches Fabrikat 32 | dunkelbraun | teilweisckand.| — | — | — | — | — | — — =
83 » amerikan,  » 71 » i g e teatie aei b gl Bl TR e s =
84 » » » 80 » » » _ — L Formy — et i, Sy
85 » » » 1761 gelb |kandiextf — | — | — | — | — | — | — —
86 > deutsches oder
amerikan. Fabrikat 179 gebbram |teilweisekand| — | — | — | — | — | — = —
871 Kunsthonig, amerik. Fabrikat 193 » R R R R e e e B — =2
88 » » » 195 » » » — RE = o frcrt i = 2
89 » deutsch, » 265)hellgelb| » »| — | — | — | — | — | — — o
90 » schweiz, » 267 » kandiertt| — | — | — | — | — | — — =

gepriiften Untersuchungs-
zu entkriften, es konnten
doch unter Umstiinden in gewdhnlichen Zuckerlésungen mit Antibienenhonig-
serum Niederschliige auftreten, wurden eine Anzahl von Zuckerarten (8 Proben)
in analoger Weise wie die Honigproben untersucht. Von Honigsorten wihlte




XIEb (Fortsetzung)
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Serologischer Befund

ich soviel wie moglich solche Proben

Zur
SRR R R .
ge g 3 g“—éi oniglosungen g 8 " .d'es : Bemerkungen
F}é.: % = Eég 1 & EJ . ntls?rums
m§ & 2 L% 10 9/, 20/, 10/, 3E beniitzt

= E‘Eg mm mm mm Eo-l 3

],'}3']',1; Rothramn | 0,65 75 = 2,0 1,25 | 10,75 | Futterbrei, Tier 1| Flugort der Bienen: Wald (Honig war
, aufgewiirmt worden).

n [ Stlo90] 90 [ 26 | 15 [180 | > AR

» | rotheam | 1,551 95 | 2,5 15 13,5 » » » > > Wiesen, Kastanien |

und Erika.

»  |Stherspieel| 2,85 95 | 2,795 | 1,25 | 135 » » » Py Wiesen, Kastanien

und Erika.

» | rotbram | 1,25] 11,0 | 2,60 | 1,25 | 14,75 » » » » »  Akazieu. Obstbdume

» » |1,40| 115 | 20 1,50 | 15,0 » » » » »  Akazie, Linde und

Kastanie.

» » (1,101 10,0 | 2,0 1,25 | 13,25 » » » » »  Lowenzahn, Apfel-

baum, Weissklee.

» » 0,901 125 | 36 1.5 15 » » » » »  Kirschbaum, Liwen-
e = 5.0 525 15 | 120 >  Tier 2 zahn u. Esparsette.
bl’(ﬁl;ll:; Siberspiegl| 0,35 | 6,5 | 1,6 0 8,0 » » | Honig wurde durch Rohrzuckerfiit-
i e 0 0 0 0 » » terung gewonnen.

Roifbg. |Nitherspiegl| O | Spur | 0 0 Spur » »
— — — | 35 | 1,5 | Spur | 5,0 [Bienenbrot, Tier5| Mikroskop. Befund: Bienenleiber,
. Holzteilchen, verunreinigt.
— — — T 5 0 10,0 » » | Mikroskop. Befund: Bienenleiber,
Holzteilchen, in starker Giirung.

— | = — 90 | 20 15 | 135 » » | Mikroskop. Befund: Bienenleiber,
— | — — 95 | 25 15 | 1356 » » Ameisen, Holz, stark verunreinigt.
S e — | Spur 0 0 Spur » » | Chemischer Befund: Spricht eben-
I;lw(‘:’l'.ﬂz, normal | 0,90 9,0 | 2,0 1,0 13,0 » » falls fiir Kunsthonig.

» | rothramn | 1,05 | 8,0 1,5 1,0 106 » »

— — — | Spur 0 0 Spur » »

— —_ — » (1] 0 » > »

— | — | — 1,0 0 0 1,0 » »
=l — | — 1 Spar|{ 0 0 | Spur » »

— — — |za. 1,0 0 0 |al0 » »

— = o 1,0 0 0 1,0 » »

— | — — 1,0 0 0 1,0 » »

— | — — | 20 0 0 2,0 » »

— — — 2,0 0 0 2,0 » »

aus, iiber deren Ursprung gewissen-

hafte Angaben erhiltlich waren. Ein gliicklicher Zufall hat mir diese Auf-
gabe in hohem Masse erleichtert, indem noch 40 Honige der Honigstatistik
erhéltlich waren. Die schweizerische Honigstatistik') bezweckt, durch Unter-

') Schweizerische Bienenzeitung, Nr. 7, 1910.




112

suchung einer grossen Anzahl von Proben echter Bienenhonige das che-
mische Verhalten derselben genau festzustellen. Fiir diese Statistik er-
folgt die Probenentnahme durch die Kontrollorgane des Vereins schweiz.
Bienenfreunde, wobei jeder Imker neben der Beantwortung einer Anzahl
von Fragen, welche die Verhiltnisse und Art der Honiggewinnung betreffen,
die Naturreinheit des bei ihm erhobenen Honigs unterschriftlich bezeugt.
Die Zuckerfiitterung der Bienen ist den Mitgliedern des Vereins nur als
Not- und Brutfutter in trachtloser Zeit, wenn die Honigwaben noch nicht
im Stocke sind, gestattet. Ferner ist aller Honig, von dem Proben ent-
nommen wurden, durch Ausschleudern gewonnen worden, wobel nachherige
Erwirmung bis auf hiochstens 35° behufs rascher Kldrung, resp. Ausschei-
dung der beim Schleudern gefangenen Luft, vorgenommen wurde. Diese
« Statistikhonige » bieten also eine weitgehende Gewihr dafiir, dass sie
reine, natiirliche Produkte darstellen. Weitere 25 Honigproben wurden
von befreundeten Imkern oder aus Honighandlungen bezogen oder waren
von kantonalen Laboratorien eingesandt worden. Ihre Echtheit war nicht
in allen Filien erwiesen. Unter ihnen fanden sich auch solche vor, die aus
dem Auslande stammten. Von einem Bienenziichter erhielt ich ferner zweil
Proben, die durch Rohrzuckerfiitterung gewonnen worden waren. Sie sind
unter der Bezeichnung « Fiitterungshonige » aufgefithrt. Endlich wurden noch
15 Kunsthonige beigezogen, die als solche deklariert waren. Simtliche Unter-
suchungsergebnisse dieser 90 Proben sind in den vorstehenden Tabellen
XITa und XIIb unter der Rubrik «Serologischer Befund » zusammengestellt.
Soweit die genauen chemischen Analysenresultate erhiltlich waren, finden
sich auch diese eingetragen. In der vorletzten Kolonne sind die Materialien
bezeichnet, die zur Erzeugung der Antihonigsera dienten, und in der letzten
Kolonne unter « Bemerkungen>» werden Angaben gemacht iiber den Flugort
der Bienen, tiber mikroskopische Befunde, iiber auffallende Eigenschaften
der Honige ete. Die Technik der serologischen Priifung wurde nach Unter-
'suchung der ersten 28 Proben, wie am Kopfe der Tabellen angefiithrt ist,
abgeiindert, weil sich inzwischen gezeigt hatte, dass der Sduregehalt der
Honiglosungen nicht ohne Bedeutung ist. Kine weitere Abéinderung, nimlich
die Erweiterung des Lumens im kapillaren Teile der Zentrifugengliser,
erfolgte, weil verschiedene Beobachtungen erkennen liessen, dass mit stei-
gender Hohe des Prézipitatsiiulchens die Genauigkeit der Resultate abnahm.
Miteinander vergleichbar sind daher die Ergebnisse der Proben von 1—28
und diejenigen von 29—90 unter Beriicksichtigung der verschiedenen Anti-
sera, wovon im ganzen 8 zur Verwendung kamen. Die mit dem gleichen
Serum gepriiften Proben folgen sich in fortlaufender Reihe.

Diskussion der Untersuchungsergebnisse.

Auf die Einzelheiten der chemischen Untersuchungsresultate soll hier
nicht eingetreten werden. Sie sind in die Zusammenstellung aufgenommen
worden, um zu priifen, ob sich bei einer (egeniiberstellung mit den sero-
logischen Daten irgendwelche Relationen feststellen lassen.



113

Die biologische Priifung der 8 Zuckerproben, Nr. 49—56, ergab das
vollstéindige Ausbleiben von Prizipitat. Bei den 15 Kunsthonigen (Nr. 21, 22,
46, 47, 48, 73 und 82 —90) verhielten sich 2 Proben (Nr. 22 und 73) wie die
Zuckerlosungen, die iibrigen zeigten, und zwar nur bei den 15- resp. 10 %, igen
Losungen, Niederschlagsmengen, die von nicht messharen Spuren bis zu
2 mm Schichthohe variierten. Auch dieses Resultat war zu erwarten. Es
bestiitigt die bekannte Tatsache, dass den meisten Kunsthonigprodukten
kleinere Mengen Bienenhonig beigemischt werden, um das Aroma von
Naturhonig vorzutiuschen. Verfolgt man weiter das Verhalten der 40
« Statistikhonige », indem die Maxima und Minima der Schichthohe des
Prézipitatséiulchens der nach dem gleichen Verfahren und mit dem gleichen
Antibienenhonigserum behandelten Proben einander gegeniiber gestellt wer-
den, so erhiilt man folgende Uebersicht :

Tabelle XHIKE.

4 = . . ¥
No. der' Honlg. | .2 Honiglosungen Totalprizipitat-
proben, die mit Bt Sl - — e mengen
gleichem Serum = 15 9/, resp. 109/, 3 9% resp. 2%, ‘ 1.5 9/, resp. 1 9,
L

geprift wurden. Tvﬁiﬂ'n_.l ~ Minim. Mnxim.‘ Minim. |Maxim.| Minim. |Maxim.| Minim.

min min mim min } mm min mim min
2-11u.13-15| 18 37,0 28,5 15,5 3,0 9,5 45 59,0 43,0
24-26 3 31,0 235 7,0 5,0 3,5 2,5 40,5 | 33,5

29-34 und 39 |7(6)| 7,0 | 4,25 (6,0)| 2,5 1,5 (2,0) 1,5 [Spur (1,25) 11,0 [5,75 (9,25)
o7 62 6()| 170 | 70 (115) | 45 15 2p5) | 25 | 0,5 (1,5) | 24,0 (9,25 (14,75)
63-70 8 12,5 7,5 3,5 2,0 1,5 10 17,5 10,75
80-81 2 9,0 8,0 2.0 1,5 1,0 1,0 13,0 10,5

Nach dem élteren Verfahren, bei Verwendung 15-, 3- und 1,59 iger
Honiglosungen und engerem Lumen der Kapillaren (Nr. 1—29), waren die
Schwankungen von Maximal- und Minimalprizipitat ausgesprochen grissere
als bel Beniitzung weiterer Lumina (von Nr. 29 ab). Besonders die bei Be-
nittzung verdiinnterer Honiglosungen und grosserem Durchmesser des ka-
pillaren Teiles der Zentrifugengliser erhaltenen Ergebnisse zeigen eine ver-
hiltnisméssig grosse Stabilitiit, namentlich wenn beriicksichtigt wird, dass
auch diese vorliegenden Untersuchungen mnoch nicht mit genau tarierten
Zentrifugenglidsern ausgefithrt wurden. Auffallend kleine Zahlen fiir die
Schichthohen der Prizipitate zeigten, im Vergleich zu den iibrigen Resul-
taten, einzig 2 Honige, Nr. 34 und Nr. 57. Werden die Ergebnisse der
genannten Proben bei der obigen Zusammenstellung nicht beriicksichtigt, so
resultieren die in Klammern angefithrten Zahlen, welche die Differenzen
zwischen Maximum und Minimum der Schichththen fiir die Priizipitate bedeu-
tend kieiner werden lassen. Kine Erkldarung der Ursache der geringen Prii-
zipitatmengen bei den Proben Nr. 34 und 57 diirfte aus den chemischen
Untersuchungsergebnissen abzuleiten sein. Diese zeigen niimlich, dass beide
Proben mit Phosphorwolframséureldsung dussert geringe Niederschlagsmengen
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liefern, Mengen, die fiir echten Bienenhonig ebenfalls an der untersten Grenze
des noch Zulissigen liegen. Bei Nr. 34 ist zudem der Rohrzuckergehalt
sehr hoch, was darauf hindeutet, dass vielleicht bei diesem Honig doch ein
wenig von dem wihrend der Fiitterungszeit der Bienen abgelagerten Ma-
terial in die Honigwaben gelangen konnte. Jedenfalls werden die auf den
ersten Blick auffallenden, niederen Zahlen des serologischen Befundes bei
Nr. 34 und 57 durch die chemische Analyse bestitigt. Es sei noch hinzu-
gefiigt, dass beide Honigproben (Nr. 34 vom Jahrgang 1909 und Nr. 57
vom Jahrgang 1910) vom gleichen Imker stammen und sogenannte Wald-
honige repriisentieren. Hs scheint sich nun bei einem Vergleich des Flug-
ortes der Bienen mit den Priizipitatquanta iiberhaupt zu ergeben, dass bei
Waldhonigen im allgemeinen etwas kleinere Prézipitatmengen auftraten, als
bei Wiesenhonigen. Die Priizipitate von Wald- und Wiesenhonig unter-
scheiden sich gewohnlich deutlich durch die Verschiedenheit der Farbe.
Wihrend bei den dunklen Waldhonigen das Priizipitat stets weiss aus-
fillt, ist es bei den hellen Wiesenhonigen gelbweiss, was darauf hin-
deutet, dass im letzteren Falle ein wenig Farbstoff der Honiglésung mit
niedergerissen wird. Ob dies allein geniigt, den Unterschied der Priizi-
pitatquanta zwischen Wald- und Wiesenhonig zu bedingen, scheint frag-
lich, vielmehr diirfte der bei den Waldhonigen auftretende hohere Dextrin-
gehalt eher daran schuld sein, indem anzunehmen wiire, dass diese Zuckerart
gegeniiber den anderen eine erhthte hemmende Wirkung auf die Prézipitin-
reaktion ausiiben wiirde.

Irgendwelche gesetzmiissigen Beziehungen zwischen der mit Phosphor-
wolframsiurelosung fillbaren Menge und dem Prazipitat lassen sich, wie
unsere Zusammenstellung zeigt, nicht nachweisen. Wohl kann man beob-
achten, dass bei Honigen mit hohem Albumingehalt auch volumindse Pri-
zipitatquanta sich einstellten und umgekehrt. Dies ist aber durchaus nicht
Regel. Wie wir spéter noch sehen werden, war sogar ein Fall zu konsta-
tieren, wo mit Phosphorwolframsiiure gar kein Niederschlag entstand, und
doch traten bei der serologischen Priifung Prézipitate auf, wie sie annéhernd
bei den « Statistikhonigen » erhalten wurden. Fin solches Verhalten muss
zu der Ansicht fithren, dass die mit Phosphorwolframséurelésung in Honigen
fallbaren Substanzen nicht mit den Antigenen des Honigimmunserms zu
identifizieren sind.

Werden die Resultate der serologischen Priifung dieser 40 « Statistik-
honige» mit den Einzelergebnissen der chemischen Untersuchung verglichen,
wobei stets die mit dem gleichen Antiserum beschickten Proben einander
gegeniiber gestellt werden miissen, so diirfte nur der Wassergehalt kleinere
Schwankungen zeigen, als sie das Prézipitinverfahren aufweist. Daraus er-
gibt sich, dass das Bienenhonigantigen von den den Bienenhonig zusammen-
setzenden Substanzen quantitativ eine grosse Konstanz besitzt. Die Schwank-
ungen der Schichththen des Préizipitates, die bei den verschiedenen Antiseris
zutage traten, beruhen auf der ungleichen Wertigkeit derselben. Durch
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Auswahl von hochwertigen Honigimmunseris mit bestimmtem Titer wiirden
viel ausgeglichenere Resultate zu erzielen gewesen sein.
' Bei den 25 weiteren Honigproben, iiber deren Herkunft nicht in allen
Fillen sichere Angaben erhiltlich waren, fielen die Ergebnisse der sero-
logischen Untersuchung verschieden aus. Gleiche oder anndhernd gleiche
Resultate, wie sie die «Statistikhonige» lieferten, wurden erhalten bei den
Proben Nr. 17—20, 35—38, 41—44, 71, 76—78, also im ganzen bel 16
DProben. Davon wire zwar Nr. 41 nach der Resorzinprobe (Reaktion nach
Iriehe) als Kunsthonig oder ein mit Zuckerléosung und Bienenhonig gemischtes
Produkt zu taxieren, da er bei genannter Reaktion deutliche Rotfirbung
aufwies. Gegen diese Auffassung sprechen neben dem serologischen Befunde
Geschmack, Aroma, ferner das mikroskopische und chemische Verhalten.
Etwas kleinere Zahlen als sie bei den soeben erwiihnten Proben ermittelt
wurden, waren bei Nr. 12 und 16 zu konstatieren. Letzterer gab mit
Phosphorwolframsédurelosung keinen Niederschlag, worauf bereits an anderer
Stelle hingewiesen worden ist. Der hohe Wassergehalt bei Nr. 12 und die
mikroskopischen Krgebnisse von Nr. 12 und 16 deuten an, dass es sich
um verunreinigte Honige handelt, welche den Anforderungen, die an reine
echte Bienenhonige zu stellen sind, nicht entsprechen. Nr. 27 und 28
erwiesen sich sowohl serologisch, wie auf Grund der Reaktionen nach
Fiehe und Ley als Kunstprodukte. Gleich zu taxieren wie die Proben Nr. 12
und 16 war Nr. 40, ein franzosischer Honig, bei dem die mikroskopische
Priifung auch Verunreinigungen feststellte. Als Kunsthonige waren nach
dem biologischen Verfahren ferner zu deklarieren die Proben Nr. 45, 74
und 79. Dieses Resultat wird auch durch verschiedene chemische Reak-
tionen bestitigt. Bei Nr. 75 sodann resultieren fiir die Schichththen der
Prézipitate Zahlen, wie sie bei Honigprodukten erhalten wurden, die aus
einem (Gemisch von Bienen- und Kunsthonig bestanden. In nachstehender
Tabelle XIV kommt ein Beispiel eines solchen gemischten Honigs zur Dar-
stellung, bei welchem das Mischungsverhiltnis von Bienenhonig und Kunst-

honig ein wechselndes ist.
Tabelle XIV.

Verdii ! Total Priizipitat- Diﬂ’ertl)lﬂz
Honiesorte und erdiinnungsgrade : zwischen
, g ey i mange abgelesener und
Mischungsverhiiltnisse |[—— | herechneter
10 0/, 20/ 19, abgelesen | berechnet | Totalpriizipit,
!
Bienenhonig . . . . . [105 mm | 3,0 mm | 20 mm| 155 mm 15,5 mm 0
Kunathemig'=-Clsrs o 0 0 0 0 ' 0 0
38 Teile Bienenhonig) | 90 , | 20 » 125 » |122 » |11 » [+ 0,64mm
1 Teil Kunsthonig J !
e ; |
1 irTefl Bylenenhorpg | iR 6,0 » 15 » lalo » 8,50 » i 7,05 » |4+0,75 »
1 Teil Kunsthonig J .
= : 1
1 T0T1 Blenenhomg | (SR e Lo » w035 » Boo s | B % e s
3 Teile Kunsthonig ]
1 Te.ﬂ B{enenllolllg | e 1,95 » s, et 135 3 [ L B
9 Teile Kunsthonig f |
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Ganz #hnliche Priizipitatmengen wie Nr. 75 ergab, zeigte in dieser
Zusammenstellung die Mischung von 1 Teil Bienenhonig : 3 Teilen Kunst-
honig. Die mikroskopische Untersuchung genannter Probe hat ferner das
Vorhandensein von Bienenleibern und Holzstiickchen ermittelt. Es stellt
daher Nr. 75 entweder ein Falsifikat dar, oder aber, was ebenfalls in den
Bereich der Moglichkeiten zu ziehen ist, es wurde dieses Produkt durch
einen Schmelzprozess gewonnen, wobei die Eiweissstoffe teilweise denaturiert
worden sind. Bei einer derartigen Manipulation werden auch Aroma und
Geschmack sehr stark verdndert, so dass ein solcher Honig als minder-
wertig anzusehen 1st.

Ein ausserordentliches Interesse beanspruchen nun ferner die Ergebnisse
der beiden Proben « Fiitterungshonig» Nr. 23 und Nr. 72, Sie unterschieden
sich schon makroskopisch von echtem Bienenhonig, indem sie dickfliissigem
Zuckersirap dhnlich sahen. Die Priizipitate waren bedeutend weniger volu-
minos, als sie die reinen Naturprodukte zeitigten. Es gelingt daher, auch
solche Honigtypen mittelst des Priizipitinverfahrens zu kennzeichnen.

Diese Untersuchungen haben auch den Beweis erbracht, dass bei gdren-
den Honigen (Nr. 19 und Nr. 76) die Verwendbarkeit der Prazipitinreaktion
nicht aufgehoben wird.

Resumé.

Die Priifung der 90 Honigproben und Zuckerarten mittelst der quan-
titativen Prézipitinreaktion hat ergeben, dass

1. bel Zuckerarten kein Prizipitat auftrat,

2. Kunsthonige entweder wie Zuckerarten sich verhielten oder, wo Nie-
derschlige konstatiert wurden, dies nur bei den 10- resp. 159 igen
Losungen der Fall war und nur in sehr kleinen Mengen (Spuren bis
hochstens 2 mm Schichthohe),

3. bei echten Bienenhonigen und unter Beriicksichtigung der Befunde
die mit dem gleichen Antibienenhonigserum ermittelt wurden die
Schichthohen der Priizipitatsiulchen nur innerhalb verhiltnismissig
kleiner Grenzen schwankten und stets auch bei der 19 igen Losung
noch ein deutlich sichtbares Priizipitat gebildet wurde,

4. bei «Mischhonigen », die aus echtem Bienenhonig und Kunsthonig
bestanden, die Prizipitatsiulchen entsprechend der Abna,hme des
Bienenhonigs in der Mischung kleiner ausfielen,

5. « Fiitterungshonige » deutlich geringere Prizipitatmengen ergaben,
als echte reine Bienenhonige,

6. bei girenden Honigproben die Menge des gebildeten Prézipitates, ver-
glichen mit demjenigen, die bei echten Naturhonigen erhalten wurden,
nicht abnahm.



AT

1IV. Schlussbemerkungen nebst Angaben itber die jetzige Form des
serologischen Verfahrens bei Honiguntersuchungen.

Durch die vorstehenden Untersuchungsergebnisse diirfte der Beweis er-
bracht worden sein, dass die quantitative Prézipitinreaktion fiir die Beur-
teilung des Honigs und seiner Kunsterzeugnisse wertvolle Dienste zu leisten
vermag, ja dass sie den bisherigen zu diesen Zwecken verwendeten che-
mischen und physikalischen Methoden aus verschiedenen.Griinden iiberlegen
ist. Bei dem serologischen Verfahren wird auf einen Stoff — das Bienen-
eiweiss — gepriift, das anscheinend in verhiltnismiissig konstanten Mengen
dem Bienenhonig beigemischt ist. Wohl ist es moglich, den im Honig vor-
kommenden FKiweissgehalt durch eiweissfillende Agenzien, wie Tannin,
Phosphorwolframséurelosung u. a. m. zu ermitteln, aber wir haben bei den
durch die genannten Chemikalien entstandenen Niederschligen keine abso-
lute Garantie dafiir, dass diese wirklich die spezifischen Eiweissstoffe der
Biene enthalten. Es kann sich hier ebensogut um andere Eiweissstoffe han-
deln, die in betriigerischer Absicht dem Honig einverleibt worden sind.
Noch ein weiterer Punkt bietet hier Interesse. HKs hat nimlich den An-
schein, als ob zwischen dem mittelst Phosphorwolframsiurelosung eruierten
Albumingehalt und den Prizipitatmengen echter Bienenhonige keine niiheren
gesetzmiissigen Beziehungen bestehen. I'erner zeigten die Resultate des bio-
logischen Verfahrens in seiner Anwendung auf eine Serie von Honigproben
und unter Beniitzung des gleichen Antiserums eine bessere Uebereinstim-
mung als bei der Iillung der Albumine durch Phosphorwolframsiure. Die
beiden Momente machen es daher sehr wahrscheinlich, dass bei der Prizi-
pitinreaktion und bei dem chemischen Nachweis mittelst eiweissfillender
Reagenzien nicht genau die gleichen Korper ermittelt werden. Bei der Ver-
arbeitung des Pollens nnd Nektars durch die Biene ist anzunehmen, dass
der Honig mit den Siften des Honigmagens gleichmiissig durchtrinkt werde,
was durch die Uebereinstimmung der serologischen Daten gestiitzt wird.
Die Schwankungen der Zahlenergebnisse fiir den Albumingehalt deuten
anderseits daraufhin, dass auch noch von Pollen und Nektar herriihrende
Stoffe mittelst Phosphorwolframstiurelosung mitgefiillt werden, die je nach
GGegend und Flugort der Bienen wechseln konnen. Withrend also mittelst
der Priizipitinreaktion etwas fiir den Honig spezifisches, das ihn von Kunst-
produkten unterscheidet, getroffen wird, ist das bei der Albuminbestimmung
nicht so ausgesprochen der Fall.

Die verschiedenen angefiithrten Argumente diirften beweisend dafiir sein,
dass dem serologischen Verfahren gegeniiber den chemischen Untersuchungs-
methoden bei Honiguntersuchungen eine Vorzugsstellung einzuriumen ist.
Vorliufig mochte ich von den theoretischen Ertrterungen, inwiefern die bei
den Honiguntersuchungen zutage geforderten Ergebnisse mit den bisherigen
Kenntnissen iiber das Wesen, das Zustandekommen und den quantitativen
Verlauf der Prézipitinreaktion in Einklang zu bringen sind, absehen. Sie
sollen einer spiiteren Publikation vorbehalten bleiben.
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Im Nachfolgenden gedenke ich nun noch eine eingehende Beschreibung
des Verfahrens zu geben, die es jedem mit den Klementen der serologischen
Arbeitstechnik Vertranten ermoglichen soll, eine Unterscheidung des echten
Bienenhonigs von Kunsterzeugnissen vorzunehmen.

Wie aus den vorliegenden Untersuchungsergebnissen hervorging, va-
riieren die gebildeten Prizipitatmengen ein und desselben Honigs je nach
der Wertigkeit des Antiserums. Solange nun die Frage der Hinstellung der
Antisera mittelst einer Standartlosung fiir die Honiguntersuchungen nicht
gelost ist, sind wir gezwungen, die Wirksamkeit der Antibienenhonigsera
an einem Bienenhonig festzustellen. Die auf diese Weise ermittelten Zahlen
dienen uns dann als Vergleichsresultate fiir die zu priifenden Honigproben.
Die Auswahl dieses Kontrollhonigs ist nun sehr wichtig. Nach den bis-
herigen Krfahrungen empfiehlt es sich, einige Proben
frisch gewonnener Waldhonige gut zu mischen und einen
solchen Mischhonig fiir die genannten Zwecke zu be-
niitzen.

Fiir die Ausfiihrung von Honiguntersuchungen sind
folgende Apparate, Geritschaften und Reagenzien not-
wendig : Zentrifuge, die mindestens 1500 Umdrehungen
pro Minute macht und deren Tourenzahl genau regu-
lierbar ist; Zentrifugengliser (Mellimeter)!), deren ka-
pillarer Teil genau kalibriert ist (vide nebenstehende
Figur) und dazu passende Gummipfropfen, Gestelle fiir
die Zentrifugengliser (Mellimeter); Tarier-Wage; Wasser-
bad mit Kochvorrichtung zum Auflosen fest kandierter
Honigproben; Thermometer; einige Becherglédser, ge-
wohnliche Reagenzglidser, und Glasstibe und Spatel ;
gewohnliches Reagenzglasgestell ; einige - Messzylinder
a 100 em?® Inhalt mit eingeschliffenem Stopsel; einige
1 cm®-Pipetten mit 10 em?®-Einteilung; Fettfarbstifte
zum Notieren auf Glas; Vorrat an sterilem, destil-
liertem Wasser; /2°bige Soda- und Milchsiurelosung ;
Lackmus- oder Neutralrotpapier; Toluol ; Vorrat an ech-
tem Bienenhonig und Kunsthonig; normales Kaninchen-
b serum ; Antibienenhonigserum.

Fig. 15 Die Ausfithrung des quantitativen Prizipitinverfahrens
(natiil, Grosse) bei Honiguntersuchungen lédsst sich in die beiden Ope-
rationen der Vorpriifung des Antibienenhonigserums und

der eigentlichen Reaktion zerlegen.

') Die fiir die serologische Honigpriifung geeigneten Zentrifugengliiser sind bei der
Firma C. Desaga, in Bern und Heidelberg, unter der Bezeichnung < Mellimeter » nach
Dr. J. Thoni erhiltlich. Die Einteilung des kapillaren Teiles der Mellimeter wurde so
gewiihlt, dass 1 Teilstrich = 1,5 mm® entspricht. Von der gleichen Verkaufsstelle kénnen
auch fiir die Mellimeter passende Gestelle hezogen werden.
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a) VYorpriifung der Wirksamkeit des Antibienenhonigserums.

Zuniichst hat man sich davon zu iiberzeugen, dass das Antiserum brauch-

bar ist und an zweiter Stelle, welche Prizipitatquanta bei dem Kontroll-
bienenhonig durch dieses Serum gebildet werden. Beide Fragen konnen ge-
wohnlich gleichzeitig durch die folgende Versuchsanordnung gelost werden:

1.

(Sp4

Bereitung von neutral reagierenden, klaren 10-, 2- und 1°;igen Lisungen
des Kontrollbienenhonigs, wobei als Liosungsmittel steriles, destilliertes
Wasser zu verwenden ist. ‘

Bereitung einer neutral reagierenden klaren 10%igen Losung von
reinem Kunsthonig. ;

Bereitstellen von 5 Mellimetern auf ein mit Nummern versehenes, fiir
diese Gliser gut passendes Gestell.

Beschickung der Zentrifugengliser mit folgenden Losungen und Quan-
titédten :

Rohrchen I — 1 em? der 10 % igen Bienenhoniglosung -+ /2 cm® Anti-
bienenhonigserum -~ 1 Tropfen Toluol.
Rohrchen II = 1 em? der 27%,igen Bienenhoniglésung -+ 0,3 cm?® Anti-

serum -~ 1 Tropfen Toluol.

Rohrchen III = 1 ¢m? der 1 9,igen Bienenhoniglésung -+ 0,2 cm?® Anti-
serum -+ 1 Tropfen Toluol.

Rohrchen IV = 1 em? der 10 % igen Bienenhoniglosung - 0,5 em? nor-
males Kaninchenserum - 1 Tropfen Toluol.

Rohrchen V = 1 cm? der 109, igen Kunsthoniglésung -+ 0,5 cm? Anti-
serum -+ 1 Tropfen Toluol.

Verschliessen sémtlicher Rohrchen mit gut passenden Gummipfropfen

und Durchmischen des Inhaltes durch gehoriges Schiitteln.

. Ruhiges Stehenlassen der beschickten Glidser wihrend einer Stunde

bei Zimmertemperatur.

. Bin brauchbares Antiserum zeigt nach Istiindiger Einwirkungsdauer

in Rohrchen I (107, ige Bienenhoniglosung) deutliche Sedimentsbildung,
in Rohrchen II und III ebenfalls Niederschlige oder doch ausge-
sprochene Tritbung. Der Inhalt von Rohrchen IV und V muss nach
dieser Zeit klar geblieben sein. Nach diesem Befunde kann mit der
Behandlung des Untersuchungsmaterials begonnen werden. Es braucht
also nicht das endgiiltige Resultat abgewartet zu werden.

>

. Nach 5 Stunden, gerechnet vom Einfiillen der Mellimeter hinweg,

werden Rohrchen I, II und III (der Inhalt von Réhrchen IV und V
soll auch jetzt noch nicht getriibt sein) bei einer Tourenzahl von 1500
pro Minute zentrifugiert und die Schichthohen des Prizipitates be-
stimmt.

b) Die Ausfiihrung der eigentlichen Reaktion.

Nachdem man sich iiber die Tauglichkeit des Antiserums Gewissheit

verschafft hat (was bei der Vorpriifung schon nach einer Stunde nach Be-
schicken der Glaser der Fall ist), kann mit der Behandlung des zu prii-
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fenden Honigs eingesetzt werden. Die einzelnen Operationen bleiben die
gleichen, wie sie bei der Vorpriifung des Antiserums ausgefiihrt wurden,
nur werden fiir jede zu untersuchende Honigprobe 4 Mellimeter verwendet.
Wir haben also folgende Arbeiten auszufiihren ;

1. Bereitung von neutral reagierenden, klaren 10-, 2- und 19%igen Los-
ungen des Untersuchungsmaterials.

2. Bereithaltung von je 4 Mellimetern fiir jede zu priifende Honigprobe.

3. Beschickung der Mellimeter mit folgenden Materialien and Quantititen:

Rohrchen 1 = 1 em?® der 10%igen Losung des Priifungsmaterials -
' 0,5 em?® Antibienenhonigserum - 1 Tropfen Toluol.
Rohrchen II = 1 em?® der 29 igen Lisung des Priifungsmaterials -+
0,3 em® Antibienenhonigserum -}~ 1 Tropfen Toluol.

Rohrchen III = 1 em? der 1%igen Losung des Priifungsmaterials -
0,2 em?® Antibienenhonigserum - 1 Tropfen Toluol.

Rohrchen IV = 1 em® der 109,igen Lésung des Priifungsmaterials -

0,5 cm® normales Kaninchenserum -}- 1 Tropfen Toluol.

4. Verschliessen séimtlicher Rohrchen mit passenden Gummipfropfen und
Durchmischen des Inhaltes durch andauerndes heftiges Schiitteln.

. Ruhiges Stehenlassen der beschickten Rohrchen wihrend 5 Stunden

bei Zimmertemperatur,

6. Nach Verlauf der unter 5 angefiihrten Zeitdauer Verbringen der Melli-
meter in die Zentrifuge und Zentrifugieren der Proben wiihrend 5 Mi-
nuten bei einer Tourenzahl von 1500 pro Minute.

7. Ermittlung des Resultates; Rohrchen IV darf keinen Niederschlag auf-
weisen.

8. Gegeniiberstellung der KErgebnisse der Untersuchungsmaterialien mit
den Krgebnissen des Kontrollbienenhonigs. Gleiche oder grissere Pri-
zipitatquanta bei dem Untersuchungsmaterial im Vergleich zu dem
Prizipitat des Kontrollhonigs lassen auf Echtheit des Untersuchungs-
honigs schliessen, wesentlich kleinere Priizipitatmengen des Priifungs-
materials als sie bei dem Kontrollhonig auftraten deuten auf gemiscli-
ten Honig (Mischung von Bienenhonig mit Kunsthonig) hin, wiihrend
das ginzliche Fehlen oder das Vorkommen sehr kleiner Mengen nur
in der 109 igen Honiglosung auf Kunsthonig oder solchen Honig hin-
weist, dessen Kiweissstoffe zerstort worden sind. In den nebenstehenden
Figuren 16 und 17 sind die Gestelle mit Kontroll- und Untersuchungs-
proben dargestellt.

[y

Zu dem in moglichster Kiirze skizzierten Gang des serologischen Ver-
fahrens seien noch einige erliuternde Zusitze gemacht, die besonders dem
Anfiinger wertvolle Dienste leisten konnen und ihm die Aufgabe einer
solchen Untersuchung erleichtern diirften. Die Bereitung der neutralen,
klaren Honiglosungen geschieht am einfachsten auf folgende Weise. Alle
festgewordenen und kandierten Honigproben werden im Wasserbade bei
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I. Gestell mit Kontrollproben.

4

Ut
>

9

Fig. 16.

Erkldrung zu Fig. 16.

Réhrchen 1, 2 und 3 = Kontrollbienenhonig 4 Antibienenhonigserum
Réhrchen 4 = Kontrollbienenhonig 4 normales Kaninchenserum
Rohrchen 5 = Kunsthonig -~ Antibienenhonigserum

ll. Gestell mit Untersuchungsproben.
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Eig. 1.
Erkldrung zu Fig. 17.
Rohrchen 1, 2 und 3 = Priizipitatmengen der 3 Verdiinnungen bei Bienenhonig

Rohrchen 4, 5 und 6 = Priizipitatmengen der 3 Verdiinnungen bei Bienenhonig

Rohrchen 7, 8 und 9 == Priizipitatmengen der 3 Verdiinnungen bei Mischhonig
bestehend aus Bienen- und Kunsthonig

Rohrchen 10, 11 und 12 = Priizipitatmengen der 3 Verdiinnungen bei Kunsthonig
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45—50° C leicht fliissig gemacht und gut gemischt. Dann werden von
jeder Honigprobe je 10 g in ein Becherglas abgewogen und mit ange-
wirmtem (45—50° C), destilliertem, sterilem Wasser gelost. Nach vollstén-
diger Auflssung des Honigs wird mittelst Lackmus- oder Neutralrotpapier
die Reaktion gepriift. Die Losungen sollen neutral reagieren. Saure Los-
ungen werden mit 'z °oiger Sodalésung, alkalisch reagierende Losungen
mit Yz %oiger Milchsidurelosung moglichst genau auf neutrale Reaktion ein-
gestellt. Als weitere Manipulation folgt die Gewinnung klarer Losungen.
Diese bietet im allgemeinen keine Schwierigkeiten. Meistens geniigt eine
Filtration durch gewdhnliche Filter. Die im Becherglase sich noch befind-
dende neutrale Honiglosung wird direkt in einen Messzylinder von 100 em?
Inhalt filtriert und mit destilliertem, sterilem Wasser auf 100 cm?® aufge-
fiillt. Zweckmiissig werden solche Messzylinder gewihlt, deren Oeffnungen
durch eingeschliffene Stopsel abschliessbar sind. Diese auf 100 ¢cm® auf-
gefiillte Honiglosung entspricht einer 10%igen Losung. Durch gehiriges
Schiitteln wird der Inhalt gleichmissig vermischt. Von der 10 Y% igen Losung
ausgehend werden die 2- und 19%igen Lisungen bereitet, indemm man mit
einer Pipette in ein erstes Reagensglas 2 cm? und in ein zweites 1 cm?
der 10 %,igen Honiglésung bringt und bei beiden Reagensgléisern den Inhalt
auf 10 em? auffiillt. Der Inhalt des ersten Reagensglases stellt dann eine
2% ige, derjenige des zweiten Reagensglases eine 19Y,ige Honiglosung dar.
Beim Beschicken der Mellimeter mit den Honiglosungen wird fiir jede
Honigprobe eine besondere Pipette beniitzt. Wo 3 Losungen der gleichen
Honigprobe verwendet werden, beginnt man mit Einfiillen mit der 1% igen
Verdiinnung, dann folgt die 2%ige und erst zuletzt die 10%ige. Auf diese
Weise erspart man sich das Reinigen von 2 Pipetten. Das Antibienenhonig-
serum wie das normale Kaninchenserum werden gewdhnlich in Tuben von
1, 2 und 5 em? vorriitig gehalten. Da es nun vorkommen kann, dass nicht
der gesamte Inhalt eines solchen Serumflischchens beniitzt wird, so muss
darauf Bedacht genommen werden, den noch iibrig bleibenden Rest vor In-
fektion zu schiitzen. Die Entnahme des Serums darf daher nur mit sterilen
Pipetten erfolgen, wobei selbstverstindlich fiir jede Serumart eine andere
Pipette zu gebrauchen ist.

Um alle Fehlerquellen bei dem serologischen Verfahren auszuschliessen,
sind, wie aus der obigen Anweisung hervorgeht, 3 Kontrollen notwendig,
und zwar fir die Vorpriifung des Antibienenhonigserums zwei, fiir die
eigentliche Reaktion eine.

Die Kontrollen bei der Vorpriifung, Réhrchen IV und V, haben fol-
genden Zweck. Rohrchen IV — Zusatz von normalem Kaninchenserum zu
der 10°%,igen Bienenhoniglosung — in dem kein Niederschlag auftreten
soll, beweist, dass das in den Rohrchen I, II und IIT sich einstellende Pri-
zipitat auf einer spezifischen Wirkung des Antiserums beruht und dass nor-
males Kaninchenserum eine solche Reaktion nicht auslost. Rohrchen V. —
Zusatz von Antibienenhonigserum zu einer 10%igen Kunsthoniglosung —
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in dem ebenfalls kein Niederschlag entstehen darf, zeigt, dass, sobald das
spezifische Bieneneiweiss fehlt, die Prézipitinreaktion auch ausbleibt.

Die Kontrolle bei der eigentlichen Reaktion — Réhrchen IV —- liefert
den Beweis, dass ein Zusatz von normalem Kaninchenserum zu der Unter-
suchungslosung keine Fillung gibt.

Wurde als Kontrollbienenhonig ein aus einigen Sorten gemischter frischer
Waldhonig beniitzt, so diirfen die Resultate des Untersuchungsmaterials
nicht wesentlich kleinere Priizipitatquanta bei den 3 verschiedenen Ver-
diinnungsgraden geben, sonst ist der Verdacht auf Filschung begriindet.
Wiesenhonige weisen im allgemeinen etwas hohere Prizipitatsmengen auf
als Waldhonig, was besonders dann zu beriicksichtigen ist, wenn Wiesen-
honig als Kontrollhonig beniitzt wurde.

Ist die Untersuchung mit den notwendigen Kontrollen ausgefithrt wor-
den, so wird die Beurteilung des Befundes keine Schwierigkeiten bieten.
Kunsthonige geben gar keine oder nur bei der 109,igen Losung sehr ge-
ringe Prézipitate. Die Ursache des Auftretens von Prézipitatspuren bei
Kunsthoniglosungen haben wir bereits frither kennen gelernt. Bienenhonige,
die mit Kunsthonig oder Zuckerlosungen gemischt wurden, diirften eben-
falls ohne weiteres als Falsifikate an dem Minderausfall an Prazipitat gegen-
tiber dem Kontrollhonig erkannt werden.

Eine gewisse EKinschrinkung erfihrt das serologische Verfahren nur
dann, wenn die Fiweissstoffe des Honigs denaturiert worden sind. Mit der
Zerstorung dieses Honigbestandteiles wird aber auch der Geschmack und
das Aroma derart verindert, dass meines Erachtens ein solches Produkt
leicht als minderwertig zu taxieren ist. Bei den heute iiblichen Honig-
gewinnungsverfahren ist eine Schiidigung der Eiweissstoffe nicht zu be-
fiirchten, selbst bei dem in Gebirgsgegenden zuweilen noch vorkommenden
Ausschmelzen aus den Waben an der Sonne oder auf angewédrmtem Ofen.
Eine Behandlung des Bienenhonigs, bei welcher die Eiweissstoffe vernichtet
oder wesentlich geschidigt werden, kann nur mehr aus Unkenntnis oder
aber in betriigerischer Absicht erfolgen. Durch Einfiigen einer kurzen Be-
merkung in die Definition « Bienenhonig » kinnte iiberhaupt bei der zu-
kiinftigen Lebensmittelgesetzgebung dafiir Sorge getragen werden, dass der
zu hoch erhitzte Honig ausgeschaltet wird.

Bei dieser Besprechung des serologischen Verfahrens fiir die Honig-
kontrolle habe ich die Technik der Gewinnung der Antibienenhonigsera
nicht einbezogen, weil unser Laboratorium die Aufgabe iibernommen hat,
fiir die amtlichen Untersuchungsanstalten das Antibienenhonigserum gratis
zu bereiten. Dem Serologen diirfte anderseits fiir die Erzeugung von diesen
Antiseris die eingangs gegebene Darstellung geniigen.
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