Studien zur Chemie des Bacillus subtilis.
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Fasleur zeigte 1S81 in Gemeinschaft mil l«liain Im*r-
l.iml und Jloux, dass man den Milzbrandbarillus in dm
vcTsrhiedrnsicn Graden der Ansteckungstahigkeit erhalten kann,
und zwar von ausserster Giftigkeit bis zu volliger Uiiscliad-
lii-likcil. je nachdem man die Bactérien ofter in llUhner-
lioiiillon von 12—1L."1° zichtet, ferner dass'die Filze bei dieser
I'* ni|M*ralui* und bei Gegenwart von laift mikroskopisch keine
Spur von Sporen zeigen und dass man so die urspriungliche
.Yii.-lci kungsfahigkeit liinderl. sieh irgendwie zn &aussern, und
di»- so gezlchteten Filze in ihrer Wirkungmehr und mehr
»inure-diwachl werden.. Nach einer Ziuchtung von 18 Tagen
erllieft er so einen Milzbrandbarilins, der nicht mehr im
Stande war, Mause oder Meerschweinchen zu todteul).
b imals lernte man also die rmwandhmg des giftigen Bacterium
in 'ine unschadliche Form von derselben, morphologischen
bWhalTenheit kennen: es ist gut, hier daran zu erinnern,
dayman nach I’astenr die unschadliche Form nur'dadurch
in die giftige zuriickfuliren kann, dass man zu Thiefoiigreift,

'i" ganz von den fur Milzbraudiutedion empfanglichen vcr-
' jiiedeii sind.
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In  Deutschland Veroffentlichte etwas spater Hans
Bnchner eine sehr interessante Arbeit «Uber die experi-
mentelle Erzeugung des Milzbrandcontagiums aus den Ihn-
pilzen»l), in der er zu denselben Resultaten gelangte: |,
langer der Milzbrandbacillus in einer LOsung von Fleisch-
extract bei Gegenwart von Sauerstoff geztichtet wurde, desto
mehr wurde seine giftige Wirkung abgeschwacht. Durch
fortgesetzte Zuchtung erhielt er so eine erste Bacillengeneralion,
von der die geringste Menge noch hinreichte, kleine Thier.*,
wie Mause und Meerschweinchen, zu tédten, von der 2., 3. und
4. musste er dann Mengen anwenden, die mit der Reihen-
folge der Generation wuchsen, von der 5. war schon ein*
grosse Quantitdt noting, die 0. Generation endlich war vollig
wirkungslos. Auch nach ihm hatte sich weder die morpho-
logische Beschaffenheit noch die Sporenbildung oder die Ent-
wickelung noch auch der chemische Charakter merklich ge-
andert, in allen diesen Punkten stimmte die 30. Generation
vOllig mit der ersten Uberein; die einzige Veranderung In-
stand in der Abschwachung der AnsteckuiigsflUiigneit. Er
weist die Ansicht zurick, dass der Milzbrandpilz sein (lift
aus dem erkrankten Organismus selbst zieht, dass er also
eine Substanz enthalt, die aus einem erkrankten Organismus
entlehnt ihn erst in Stand setzt, andere Organismen zu iuli-
ciren, und beweist, dass die Bactérien selbst durch die
Zuchtung in kdnstlichen Na&hrfltssigkeiten allmalig ihre Be-
schaffenheit andern; seiner Ansicht nach war ihm die I'iii-
zlehtung des bacterium anthracis in bacterium subtile gelungen.
Die erste Frage, die sich nun erhob, war die, ob das bacterium
subtile seinerseits wieder seine Beschaffenheit &andern mul
zum bacterium anthracis werden konne; er giebt an, das»
dem so sei. Durch Zichtung des bacterium subtile in deli-
brinirtem Blut von 0 erhielt er eine giftige Form, die hei
ihrer Einfihrung ins Blut gesunder Thiere schon in kleinsten
Quantitaten deren Tod bewirkte; bei der Autopsie fand er

gischen Institut in Mudnchen von Prof. v. Nageli S. 14().



alle Kennzeichen, die I«* durch Vergiftung mil Milzbrand-
baderien getddleten Thieren Vorkommen.

Nun wissen wir, dass der Bacillus anthracis die Ab-
wesenheit von Sauerstoff nicht lauere ertragt, auch haben
Pasteur und Jou bert bewiesen, dass dieser Microorganisnius
in liegenwart von COa abstirhll). Allerdings giebt Joseph
Spilmann in einer Arbeit «uUber das Verhalten dt*r Milz-
hrandbacillen in Gasend) an, dass er noch VergiJtungs-
‘erseheinungon durch den Hacillus anthracis bekam, wenn er
ihn 5—8 Stunden lang mit CO: behandelt Italic, aber nach.
24 Stunden lasst er den Tod cintreten. Verhélt es sich mit
dem Bacillus subtilis ebenso? Kann dieser nicht langere
oder kirzere Zeit die ihm.zum Leben néthige Warme auf
Kosten gahrungsfahiger Substanzen bilden? Diese Frage war
bis jetzt weit von ihrer Losung entfernt, und es herrschten

in der Wissenschaft die widersprechendsten Meinungen
Uber sie. !

Die Versuche, die ich im Strassburger Laboratorium &u-
gesteilt habe, haben mich bestimmt davon Uberzeugt, dass
das Bacterium subtile sehr wohl im Stande ist als Ferment
zu leben. Nach Cohn kann der bei Abwesenheit von Luft
geziichtete Bacillus subtilis die Kohlenhydrate in Buttersaure
umwandeln3), dagegen behauptete Hans Buchner,. dass
er niemals die geringste Spur von Gahrungsvorgangen durch
diesen Pilz beobachtet habe, und beruft sich zur Stiitze seiner
Ansicht vor allem auf die Arbeit von Prazmowskid).
Dieser Autor brachte Sporen des Bacillus subtilis in Glas-
réhren, die halb mit gahrungsféhiger Flussigkeit geftllt waren,
kochte dann die Flissigkeit und schmolz die Glasréhren zu.
Fr behauptete so alle Luft ans den Bohren entfernt zu haben,
und konnte dann niemals Entwicklung von Bacillen.oder die

>) Pasteur et Jouhert: Kinde sur lLi maladie charhouneu<e.
Comptes rendus, t.,Si-, p. 00 (1S77).

-) Zeitschrift fir physiologische Chemie. Bd. IV, S.

3) Lohn: Beitrage zur Biologie der Pflanzen.

") Untersuehungeu filier die Kntwick'dungsgesehiehte ujid Ferment-
uirkung einiger Bacterieuarten.
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geringste Spur von (iahrungspr«idukk»u linden. Dies Besnli.ii

mir k« in gentgender Beweis daflur zu sein, dass ,|.r
)>a-<*ilins stihlilis als ferment |cb«‘u koOnne, denn uj(

wir aus den Arbeiten [*ri¢feld- s und aus d»*r imuen Ailn-ii
131 oj>ylwissen wie es auch die Resultate bew.'he»L
di«* ich hei der Cullur des Bacillus in Heischexlracl erlii.ll,
hat er zu seiner Entwicklung und Fortpflanzung Ireien Sau<-i-
sloll milbig. Dass also Drazuiowski die wenigen Sporen,
die er in die Menge der gahriingshihigen Flussigkeit versenk!
halle, muh 1 0O ragen nicht mehr mikroskopisch aiilliud. n
konnte, dass selbst chemisch nicht die geringsten Rfdirum>-
producte nachweisbar waren, das nimmt mich gar nielit
Wunder, hli weiss Wold, dass naeli Xutgeli die Cr;ihnunr,
die nur in der Auslosung einer gewissen Menge lebendig« »
Krall besieht, die Entwicklung und Vermehrung beglinstigen
muss. « Wird «lie Nahrflissigkeit unter Luftabschluss gehalten,
so besteht ausser «ler Assimilalionsfaliigkeil der organischen
Verbindungen noch die fernere Bedingung fur «las Waxli'-
llium der Filzzellcii, «lass dicsellx'ii «*ine (ifdirlhatigkeit vmi
«iui'tu  bestimmten Inbnsitdlsgrad ausuben. Die Ernahrnii-
und Vermehrung der IMil/.«* unterbleibt vollstandig, wenn «las
(lahrviTmogen jenen (irad nicht erreicht, und ist um so b I
liaflcr, je mehr «s ihn uberschreitet »-) Indessen weiss i b
nicht, «di di<* Ansicht «les Autors sich auf diivcte Versuche
stutzt ; jedenfalls haben die oben erwahnten Autoren Br«‘Ifld
und lloppe-S«*y ler bewiesen, dass die Bierhefe sich uni;
bei (iegenwarl von freiem Sauerstoff vermehrt, «ler lel/.lere
Autor behauptet «li¢)s sogar fur all* Organismen aus «ler
(ruppe «ler Spaltpilze, und «lie liesultate, «li<* ich bei d«r
Eultur «l¢s Bacillus subtilis in Fl«*ischexlract erhalt«'ii hah«-.
beweisen bestimmt, «lass dem so ist. Damit nun die Annly~r
Ib'sullat«’ «Tgi«'bt, ist «s aug«‘nsch«'inlich uotliig, «lass <kt
Bacillus eine gewisse /.eit gehabt hat. sich zu entwickeln,
uml da *t bei Abwesenheit von Sauerstoff zu seinem Lebinn-

» Zfilsclnin [ur plrysioltigisclie «llirmir, IM. VIII, S. 22«!.
-) Nr«g«,li: Kmfilnunu «ler ni«*»sleceii Pilze «tnirli  K*>hi«ii~
itml SfickslHITvei-hiinluiigeu, S. 32.. \ o ! | .



mtlt'iiiall «ler («dalmmg Iwlari’, kann man nicht rrUarhn.
n.uli 1—% Tagen (.idhrmigsjnodtn h* zu linden, selbst wenn
di Zlchtung in g«'Schlossenen (ilasralircii geschah.

I’razmowski gi<*bt auch an, «lass, wenn er «dwa-
Lull in seinen (llusréhren Hess, der Bacillus sich wul\vivke«*[l#*

alver immer nur auf der Oberflache der Fliissigkeit ein sehr
dinnes Hautchen bildete, «las sich vftlic*hl«<*, wenn, ei* «ler .
ausseren Luft freien Zutritt zum Inneren «ler Kohren ge-
-laltele.  Kies stimm! vollstandig mit' dem Satze (berein,":
ila’s ohne freien Sauerston” kein«* Entwicklung, keine Veiv
inclining moglich ist, mul «lass die Entwicklung und Wr-

mnehrung diT Menge der in der ll6lire enthaltenen Luft pro-
portional ist.

Ilhainl*erlan<d stellte »li»*s«*lrnterst'ichungen an wi** I'r.i z-
nitsW'ki  un«l gelangt«* zu tlrnsell)«,n lwsiiltut«ati.  Wir fihren ‘liier eins
M-in<‘r Ex|n*riiurntr an: Er benutzte i umgekehrte F-lorinigc.lbVIifr
r.i-'irur's. brachte in «*! Schenkel \ rinr sterilisirte XiihrllUssigkeil
Uni dies«*lb«* Flussigkeit, aber mit einigen Sporeri. in Il, «lauii schmolz.

er d;is Itohr d zu. liii Schenket ti'fand nun Ent-
wickelung von Bac'ill*n statt, \a«h einigen Tagen,
als der in der Itolire enthaltene Sauerstoff von den
Organismen des Schenkels B ah'orbirl war, versetzte
«‘r die uiiv«*idn«lerl gchlieheuc Flussigkeit in Amit
einem Tropfen ans dem Schenkel li; es land keine
Entwickelung von Bacillen statt mid «li<t Flissigkeit
in A blich klar. Licss er nun Luft eintrelen. so
fand Entwickelung von Bacillen statt. Attgenscheiu-
licdi linc»*n lii*r dieselben Bemerkungen Anvvendmig.
die idi lad den I’raz.mowski's«dien Versuchen gc-
maclit babe. .Meines Wissens bat Chain herla lid
kein«' chemischen rnlersindii.ing«»n...augesteilt.

Meine Untersuchungen waren zunéchst auf di«»; Vrrfm-
d« riitigen gerichtet, die das Bacterium subtil«* im Kicischexlrarl
li'T\erbringt ; ich bediente mich bei denselben des Liebig sch«*ti
I'b is« licxtracles aus Fray Bentos (Uruguay). ..

Um das Bacterium subtile zu (ihalten, i1mdic*nt<* r«ii mieli
d“sl von Roberts mul Kuebuer augewendeb'ii VVITahiyns,

H Annales s«*i»*ntilic|iic-s de I'’école normale supérieure \A (s
 Nit. p. Ss.
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«las sehr einfach ist und Falltiiren ersieht, die ganz frei von
anderen Mikroorganismen sind. Das Verfahren ist folgendes:
Man lullt einen Heuaufguss, der mit mdoglichst wenig Wasser
bereitet ist, etwa 1 Stunden lang hei einer Temperatur von
3G°, giesst daun die Flussigkeit ah, bringt sie auf eine Dichte
von 1,004 und fullt Lilerkolhen zur Halfte damit an. Dann
versdiliesst man den Kolben mit einem Wattepfropf und er-
hitzt die Flussigkeit (vor dem Erhitzen Uberzeugt man sieh,
ob die Flussigkeit nicht zu sauer ist; sollte sie es sein, so
wird sie vorher mit FO3Na* neulralisirt). Nachdem die
Fllssigkeil eine Stunde lang erhitzt ist, erhalt man sie bei
einer Temperatur von 30° und bekommt so nach 30 Stunden
eine sehr reiche Cultur von Bacterium subtile.

Fs wurden nun drei Kolben von genau gleicher Be-
schaffenheit mit einer vorher gekochten und filtrirten Losung
von Fleischextract zur Halfte angeflllt. Der eine enthielt
2Va gr. Fleischextract auf 500 gr. Wasser, der andere 5, der
drille 10 gr. auf dieselbe Quantitdt Wasser. Die Kolben
wurden nun mit einem Wattepfropf verschlossen, die Ldsung
dann gekocht und etwa eine Stunde lang auf dem Siede-
punkt erhalten. Nach dem Erkalten brachte ich mit Hilfe
eines vorher erhitzten und mit Alkohol gereinigten Glasrohres
eine Spur meiner Cultur von Bacillus subtilis in jede «ler
Fl<‘ischextractlosungen. Ich erhielt «Ue drei Kolben bei einer
Temperatur von 36° und beobachtete dann Folgendes: Nach
21 Stunden tribte sich die anfangs klare Flussigkeit, aber
these Tribung war nicht dmlauernd, denn nach 40-48
Stunden hellte sich die Flussigkeit deutlich auf, obgleich sie
ihre urspringliche Klarheit nicht wieder erlangte; gleichzeitig
hatte sich auf ihrer Oberflache eine Bacillushaut von maller
grauweisser Farbe gebildet, «lie in der 10 gr. enthaltenden
Losung dicker war als in der von 5 grl, in dieser wieder
dicker als in der von 2V* gr. Dassel')«» beschreiben die oben
erwahnten Autoren in ihren Arbeiten; aber der Vorgang ist
damit noch nicht abgeschlossen. Das graue Hautchen ver-
dickt sich einige Zeit lang, verliert seine matte Farbe, wird
glanzender und von gteichmassigerer Oberflache. Bald aber

f



springt es an verschiedenen Stellen auf, und die einzelnen
Stlicke fallen auf den Boden des (iclasses. Nach dem Ver-
schwinden der ersten Bacillenhaut erscheint oft eine neue,
aber so dinn, dass sie durchscheinend ist, auch diese ver-
schwindet dann wieder und nach drei Wochen zeigt die
Oberflache der Flussigkeit nur ein ganz+ dinnes durch-
scheinendes und kaum sichtbares Hautchen. Untersucht man.
in dieser Zeit mikroskopische Proben der Flussigkeit, die aus
verschiedenen Tiefen derselben entnommen sind,* so Uber-
zeugt man sich, dass die Bactérien sich (berall zerstreut
in ihr befinden. Meiner Ansicht nach sind diese Erschei-
nungen so zu erklaren: in den ersten Tagen leben mul
vermehren sich die Bactérien auf Kosten des in der Flissig-
keit enthaltenen Sauerstoffs, aber bald geht dieser aus, und
dann begeben sie sich auf die Oberflaiche, wo sie noch als
wahre Adrobien erscheinen und unter Absorption von Sauer-
stoff leben und sich vermehren. Zieht man die sehr inter-
essanten Untersuchungen lloppe-Seylerts in Betracht,.
der bewiesen hat, dass in den Flissigkeiten im Ruhestand
und in der G&hrung nur die ganz oberflachliche Schichte
Sauerstoff enthaltl), so muss man sich allerdings fragen, wie
es im vorliegenden Fall mit dieser Schichte steht, wenn die
Oberflache der Fllssigkeit mit einer Bacitlenhaut bedeckt isj,
die oft eine Dicke von 1Va mm. hat? Die oberflachliche
Schichte dieser Membran absorbirt sehr viel Sauerstoff und
lasst dieses Gas nicht zu den tieferen Schichten dringen, in
denen Prazmowski keine Sporenbildung mehr beobachten
konnte?). In diesen tieferen Schichten entwickeln und ver-
mehren sich die Bactérien nicht mehr und sind gezwungen,
die ithnen nothigo Warme auf Kosten der géahrungsKUiigen
Substanz zu bilden. Bald tbeilt sich die Bacillenhaut und
lallt auf den Boden des Gelasses, dann stirbt ein Tlieil der
Bacillen ab und bleibt unten, ein anderer Tlieil bildet auf

V) Feher die Einwirkungen des Sauerstoffs auf (iaimingell, 1*81,
und Zeitschrift fir physiologische Chemie IM. I, S. *129.

-y Fnlitrsuchungen filier die Knlwi«mkelungsgescliichte und Ferment»
Wirkung einiger Baelerieiiarten, S. 17.



>*H t

<IT Oberflache fine neu«*, aber diesmal sehr dinne H;ul.
vin «lrilte*r | heil endlich lebt als Ferment und schwimmt in
der Flissigkeit. Dies beweisen ubrigens auch meine Analysen.

Mit den drei erwéhnten Kolben wurden die Versud,-
mn M. November bSS:; begonnen, der mit den 5 gr. Fleiseh-
extracl wurde am 7. Dezember, der mit 2+ gr. um Il., i
mit 10 gr. am [I>. desselben Monats analysirt.

Da man bei dieser Art von Futersuchunsren immer euf
timt, die eingeschlagene Methode anzugeben, damit die erlial-
teiien Resultate nothigenldHs controlirt werden konnen. Iheil-
ieh hier kurz den (Jang meiner Analyse mit.

Zunéchst Uberzeugte ich mich durch eine mikroskopisch-
Untersuchung, ob die erhaltene Cullur nur aus Bacillus sub-
lilis bestand, und ob dieser im Augenblick der Analyse noch
I(d)le; dann Iheille ich die Flussigkeit in drei gleiche TIn-il,-.
D(ii ersten Tlieil benutzte ich zur Bestimmung von MD und
der flichtigen Fettsduren, deren Baryumsalze in Wasser hv-
lich sind, den zweiten Tlieil zur Bestimmung der Materien,
die zum Aufbau des Bacillus dienen, und die in einer er-
hitzten sauren Losung unléslich sind: ferner bestimmte |. h
in diesem zweiten Theile noch «lie Milchséaure und das Kreatin.
Auch die Menge des von den Bacterien hervorgobrachien
Peptons hatte ich him- bestimmen konnen, aber wie man
noch sehen wird, habe ich nie die geringste Spur davon
gefunden. Den dritten Tlieil endlich stellte ich fir den
Fall zurtick, dass sich bei der Analyse ein Unfall ereignen
sollte.

Bestimmung von NH(

Ich bediente mich des Verfahrens, das Pasteur hei
Analysen dieser Art ISIjJO angewendet hat. Es besteht in
der Destillation der Flussigkeit mit einer gewissen Menue
von MgO, das Destillat wird in einer Loésung von HCI auf*
gelangen, aut dem Wasserbade eingedampft und bei lou*
getrocknet. Auf diese Weise hat man jede Spur von freiem
I1CI entfernt, und die so erhaltenen Krystalle von CI ML
wurden als AmmoniumdPlutinchtorid bestimmt; um mich
endlich zu Uberzeugen, dass das von den Bacillen .erzeugt»*



Nib wines Mb sei, bestimmt*« idi nodi das Platin des
Niederschlages.

Pie Analyse der drei Kolben, die alle .noeli den Badillos
oiMilis in lebendigem Zustand enthielten, ergab nun Fol-
mjriutes:

A. 5 gr. Kxlrakt aut' 5<»0 gr. Wasser.
12:5. \<>v. pi> 7. Del.)

O.tTu (XH4)> rtcir,  0.0:505s ML,
021 IM o.0*r XU.
Pie ganze Flussigkeit enthielt also 0,10$ Mb.
1t. 2' > gr. Kxlrakt auf 50i» gr. Wasser.
(2:5. Xov. I*is 1l. Del.)
. 0.244 (Xll12 IMCI* O.nlsa \Il.:
0.107 M 0.01S5 \H;
Pie ganze Flussigkeit enthielt also 0,007» Mb,
In gr. Kxlrakt auf >00 gr. \Vii-.t.
(2:5. Xtiv. I>is Di. D./.t-
0,81 (Xlla)* IMOl; 0.061* XII;
0.35 IM O.otior, \II;

Die ganze Flussigkeit eidhielt also 0,152 \Ib.

In zwei anderen Kolben, von denen der eine 2> gr.,
der andere 5 gr. Extrakt aut je 500 gr. Wasser eidhielt,
wurden seit dem 7. Dezember ISS:, Versuche derselben Art
augeslelll.  Sie ergaben Folgendes:

IK 22 er. Kxlrakt auf 500 gr. Wa~spr.
(7. Del. ISS:* I»is '). .laniiar 1S*1.

0.274 (NM1L,. IMOL;  0.020'» Nil;;
0.12 IM 0.0207 XII;

Pie ganze Flissigkeit enthielt also 0,002 Mb.
K. 5 gr. Kxlrakt auf »(» gr. Wasser.
(7. Dez. Iss:, Ivis 25. .laioiar isst.)
0.521 (XIlt).> mmcl,; o0MOS XH.,
025 IM 0.05I7 X ;
Pie ganze Flissigkeit enthielt also 0,110 Mb
Eine Losung von 5 gr. Fleischextrakl auf 500 gr. Waser
di«c keine Bacillen enthielt, im 1Vbrigen auf dieselbe Weist
behandelt und analysirt wurde, ergab tlas eine Mal:

o.ni;> (XM412 imci,; 0.0047 NIL
<027 IM 0.00Di XIlI;

Ihe ganze Flussigkeil enthielt also 0,011 Mb.
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Das andere Mal:

0.007 (Nill)* M ei;  0,00*3 XH3
0.027 M 0.00il ML
Die ganze Fliussigkeit enthielt also 0,012 ML,

Diese Zahlen beweisen uns zunéchst, dass die Menge
des gebildeten Ammoniaksalzes der Menge des in der Flussig-
keit enthaltenen Extrades direct proportional ist: ferner,
-«lass Nrila sich besonders in den ersten Tagen der Thatigkiit
der Batterien bildet, und dass dies ML, das grosstentluils
in der Periode der Entwicklung und Vermehrung der Bacillen
durch die Assimilation stickstoffhaltiger Substanzen entstellt,
nach den ersten Tagen sich nur unbedeutend vermehrt.

Bestimmung der fllchtigen Fettsiuren.

Der Best der Flissigkeit, der nach dem Abdestilliivn
von NHs Ubrig blieb, wurde auf ein kleines Volumen einge-
dampft, dann stark mit 112SO4 angesauert und darauf einer
vollstandigen Destillation unterworfen, wenigstens so lange
bis IL SO* die Flussigkeit braun farbte und man duller sicher
sein konnte, dass die fllichtigen Fettsduren tberdestillirt waren.
Das Destillationsproduct wurde darauf einige Zeit lang der
Einwirkung einer geringen Menge von frisch ausgefalltem
AgO ausgesetzt, um das IICI, das den Cloriden des Fleiscli-
extractes angehorte, zu entfernen. Dann wurde das Silber
der LOsung durch einen Strom ILS geféllt und liltrirt, da-
uberschissige ILS durch einen Strom Ha entfernt, und
darauf die Fettsduren durch etwas (110)2 Ba in die Baryum-
salze umgewandelt. Dann schlug ich das uberschussige
(110)2 Ba durch einen Strom 00a nieder, kochte die Flissig-
keit in Gegenwart von CO3 Ba einige Zeit lang, filtrirlc.
dampfte auf dem Wasserbad ein und erhielt so die in Wasser
I6slichen Baryumsalze der Fettsauren.

Um die quantitative Analyse der fliichtigen Fettséuren
im Fleischextract zu ermdglichen, bestimmte ich in lu gr.
desselben erst ML und dann die Fettsauren, und erhielt von
letzteren einmal 0,036, ein anderesmal 0,011, ein drittesmal
0,032, so dass man im Mittel 0,32—0,41 Procent tllchtiger



Fettsauren in ihren Barynmsalzen im Fleischcxtract an-
lirhmen kann.

Die Analyse der zwei ersten Flussigkeiten (A und B),
von denen ich zur Bestimmung der Fettsauren nur dber ein
Drittel des (iesammtvolnmens verfiigte, ergab so unbedeutende
¢ hiantillten, dass sie fir eine quantitative Analyse unbrauchbar
waren. Die Flussigkeit G (43. Nov. bis D> Dec.) ergab fir
ein Drittel 0,09b, also 4,88%, die Flussigkeit F (7. Dec. Ins
0. *lan.) 0,081, also 4,8".0. Diese Zahlen ergaben nicht nur
eine Vermehrung der flichtigen Fettsauren, sondern, auch,
dass diese Vermehrung hauptsachlich in der letzten Zeit der
Tlialigkeit der.Bactérien geschieht.

Bestimmung der unldslichen Substanzen, aus denen der
Bacillus zusammengesetzt ist, der Milchsaure und des
Kreatins.

Das zweite Drittel der gut geschittelten Flissigkeit, die
Uberall eine gleichmassige Trubung darbot, wurde initEssig-
saure angesauert, eine Viertelstunde lang gekocht und dann
filtrirt ; das Filter war vorher gewaschen, getrocknet und ge-
wogen. Diese Filtration ist immer schwierig, obgleich die
Flussigkeit mit Essigsdure erhitzt ist, doch ist sie keineswegs
unmdoglich, das eine Mal leichter als das andere, mit.Einschluss
des Auswaschens brauchte ich nie mehr als 2 Stunden dazu.
Ich erhielt auf diese Weise die Substanzen, aus denen die

Bacillen bestehen, und die in kochendem ungesauerten Wasser
unldslich sind.

%

Die Resultate sind folgende:

A. 5 gr. Extrakt auf 500 gr. Wasser.
(23. Nov. bis 7. De/l.) *
Fur *§ der FlUssigkeit erhielt ich 0,00, auf's Ganze berechnet
ab< 0.27.
1). 212 gr. Extrakt auf 500 gr. Wasser.
(23. N«cv. bis 11. Dez ) *
Fir l'a «ler Flussigkeit erhielt ic h 0,03*, fur's Ganze 0,114.

C. 10 gr. Extrakt auf 500 gr. Wasser.
(23. Nov. Ins M. Dez.)
Far der Flussigkeit erhielt ich 0.100, fur’'s'Ganze O.tOH.
Z(*rt>»lirift flr Clierait*. VIIL. =7



). 212 jjr. Extract auf 500 irr. Wasser.
(7. D>l bis 0. Jan.)
Far [ iler Flissigkeit eerlii**It irli u.Otl, furs fian/e
E. 5 «r.'Extract auf 500 irr. Wasser.
(7. Del, bis 25. Jan.)
Far 1 «b*r Flussigkeit erhielt ieh 0.1e»-. Ifir's (Janze O.TU".

Diese Zahlen beweisen, dass die Entwicklung und Ver-
mehrung der Bacillen der Quantitat des Fleisdiexlia« i.-
direct proportional ist, und dass diese Entwicklung und Ver-
mehrung besonders in den ersten Tagen vor sieb inbi.
Spater spielt sie keine grosse Rolle ine.hr, da eine Flissigkeit
mit 5 gr. Fleisehexlraet, die bei der Untersuchung ii.nh
14 Tagen 0,27 gr. in Wasser unl6sliche Substanzen eigi« bl.
dl- Tagt* mehr gebraucht, um ihren (Schalt daran bi- aut
0,000 zu erhohen. Diese geringe Erh6hung kommt aut
Rechnung der Entwicklung und Vermehrung der Racilbu.
die in dem mit blossem Auge kaum sichtbaren lliitcli. u
geschieht, das auf der Oberflache schwimmt. Es i-l _ui
daran zu erinnern, dass meine Kolben durchaus von gleicher'
Bcschaflenhcit waren, und dass daher die Fllssigkeit in iinom
der Berihrung mit der Luft t*ine gleich grosse Elrli-
darbolen.

Es wird nun der filtrirto rrheil der Fllssigkeit mit [1FNU
erhitzt, um das Kreatin in Kreatinin Ubcrzufiliren, datai
mit IMiosphorwolfranisdure gefallt, der Niederschlag dmrli
Filtration isolirl und mit Wasser,das >°(0 IL» SO« enlbélt.
ausgewaschen. Dann befreit man das Filter durch Schitteln
im destilUrh n Wasser vollstindig vom Niederschlag«*, mu-
Iralisirl die Flissigkeit mit CO:;j Ra und lillrirt wieder. Oft.
bleibt nach dem Eiltriren eine Trubung zurick, es rihrt da-
von einer Spur von GO:iRa, die mitdurchtiltrirt ist, und
die man durch Kochen entfernen kann. Die so filtrirte Kl{i<-ig-
keil enthélt das Kreatinin und das I'eplou. Man dampfl -F
auf dein Wasserbade bis zur Syrupsconsistenz ein. behdnd* il
sie mit absolutem Alkohol, der das Kreatinin 16st, und fallt
das Repton aus. In dem Niederschlag habe ich nieniah im*
| tilh* der Biuretreaction die gelingst«* Spur von I'eplou na« b-
weisen konnen.



Die alkoholische LOsung des Kratinins wurde nun iheil-
wei.se cingedampft, um nicht zu viel Losung zu haben, und
ti.i' Kreatinin als (G* IL Na O«) ZnGL geféllt» Die Resultate
waren folgende:

Ein Drittel einer Ldsung von 5 gr. Fleischexiracl in
;,00 gr. Wasser wurde auf angegebene Weise behandelt und
ergab ein Mal:

0.M2 (r.ilhXsOteZnCli. ulso *.02™*x)" .Kreatinin.
Ein anderes Mal:
0.159 (C.iHjNjO”™Zu CI* also 5.91% Kreatinin.
Dagegen ergab -,
Der Kollu*h A (5 gr. Extract auf 5(»0gr. Wasser. 23 Xov. bis 7. Dez.):
0,0"4 OU IL Xa0)2*n T.L» auf 1, also 2,75° » Kreatinin.

Der Kolben B (21 » gr. Extract auf 500 gr. Wasser, 23. Xov.’bis
11. Del.)"
0.030 ((UH7X;j0)2ZnEla auf 13. also 2,07% Kreatinin.

Der Kolben O ( 1Ogr. Extract auf 500gr. Wasser, 23. Xov. bis, 10, Dez.):
0,147 (CRhXaO”ZnCl.» auf ta, also 2.77% Kreatinin»

Der Kolben B (212 gr. Extract auf 500 gr. Wasser (7. Oe-/, bis
. Jlan.j:
0.033 ((UH7X:jO>*»ZiiCl2 auf [:. also 2.14% Kreatinin.

Der Kolben E (5 gr. Extract auf 500 gr. Wasser. 7. Dez. bis 25.Jan.):
0.008 (<UH7X30)iZnCl> auf ta. also 2.52"'0 Kreatinin.

Dies beweist uns, dass das Kreatinin besonders zur
Assimilation benutzt wird, die der Entwicklung und Ver-
mehrung der Bacillen proportional ist. Gleichgiltig, oh man
die Flissigkeit untersucht, wenn die Bactérien ihre Thitig-
keit 14 Tage oder 1B%a Monat lang ausgelbt haben; der
Ausfall an Kreatinin bleibt ungefahr derselbe (die kleine
MilVerenz liegt innerhalb der Fehlergrenzen). Dies Resultat
war Ubrigens vorauszusehen, da die Assimilation nach 10 bis
11 Tagen nur noch in sehr kleinem Maasstab vor .sieb gi bt,
und ihr in Fleischextract noch andere stickstoffhaltige Sub-
'huizen zu Gebote stehen.

Bestimmung der Milchsaure.

Der durch diePhosphorwolframsdOre nicht geféllte Theil
d-r Flissigkeil wird durch <3 Ra neulralisiit, und daun



ilurcli Filtriren und Auswaschen das milchsaure Baryum vun de-ni
schwetel- und phosphorwoltramsaurem Baryum gelrennt. | |,
dampfte die Flussigkeit auf dem Wasserbade bis zu Syni|.>-
consistenz ein, sauerte mit HCI an und schuttelte mit Aelh. r;
nach zweitagigem Schiutteln, wobei der Aether dreimal er-
neuert wurde, erhielt ich so den Aethcrauszug der Milchséure,
und durch Verdampfen des Aethers aut' dein Wasserbade die
Milchsaure. Ich l6ste dann dieselbe in Wasser auf und be-
handelte sie zunachst mit einer gewissen Menge Von Irixli
niedeiegeschlagenem AgO, um das HCIl zu entfernen, da-
die Losung enthalten konnte. Dann filtrirle ich, lallte da-
Silber des milchsauren Silbers als SAga, und dampfte die
so frei gewordene Milchsdure nach Filtration der Flissigkeit
langsam und bei niedriger Temperatur ein, um ihre Zer-
legung zu verhiten. So von IBS befreit loste ich sic in
wenig Wasser, neulralisirte mit CUOsCa, filtrirte, und erhielt
so das krystallisirte Calciumsalz der Fleisehmilchsaurc.
(Cs1U O*)sCa+ 4% ILO. Die Destillate sind folgende:

Der dritte Theil einer LOosung von 5 gr. Flcisehcxtnet
auf 500 gr. Wasser wurde auf die oben beschriebene Art
behandelt und ergab 0,075 des crystallisirten Galciunisulzt-
der Milchsaure, das Flcischextract enthielt also 2,0% Fleisrh-
milchsdure. Eine andere gleiche LoOsung ergab 0,000, ab"
2,5% Fleischmilchsaure im Extract.

Ich erhielt also immer etwas mehr als W isliceuusl), (i
nur 2% reine Fleischmilchsaure aus dein Flcischextract -er-
hielt; trotzdem zeigte sich das erhaltene Calciumsalz der
Fleischmilchsaure, abgesehen von einzelnen Verunreinigungen,
die sich unmdoglich vermeiden lassen, mikroskopisch als voll-
kommen rein krystallisirt.

Der Kolben A (5 Extract auf ™0D gr. Wasser. 2». Nov. bis 7. Pezi
ergab 0,0:V.t Galciumsalz. also Lo*¢ tleischmilelisame.

Im Kolben I» konnte ich in Folge einiger Unfélle die
Bestimmung der Fleischmilchsaure nicht ausfthren.

1y Darstellung der laranidlrhsfmre aus Fb*isrin*xtrart. Am.aK-ii
der (lin-inie und I'hannaci*, Jalirg. 1n7:5 Hd. U>7—Ifi\ S. 30t.



J(ri Kmlmmi (10 gr. Kxtract auf 500 gr. \Va>*cr. g{. Nuv. Ids [I». 1I»/)

b-r K'ilii'n 1) (2 gr. Kxlract auf UuO gr. Wasser. 7. Hex. his 1). .lan.)
mergab kaum 0,007 Kalriumsalz, also 0,51°<> Fleisclunilchsauiv.

IVr Kolben E (5 gr. Kxtract auf 800 ~r. Was-er. 7. Dec. lus 26. Jau.)
ergab 0.008 Galciuinsalz, also (i.*JSo Fl<‘isrlimilclisdui»«.

Rie FleiscImiilclisaure nimmt also von tien erstell
|\ Tagen an al>, und diese Verminderung wachst mit der
Hauer der Thaligkeil der Baelerien; nach sieben Wochen
ist die Menge der Fleischmilchsdure fast Null.

Ich muss hier erwdhnen, dass Fitz in seiner Arbeit
ber die Lebens'hatigkeit des Bacillus subtilis'l angiebt, dass
Iderselbe im milchsauren Calcium keine Galirung hervorruft.
Harnach scheint es, als ob er sich gegeniber der Fleiscbmilch-
sitir.* anders verhielte, da Fitz nur mit Cahriingsmilchsatire
gearbeitet bat. Es ware dies noch weniger wunderbar, als
die Beobachtungen, die Pasteur bei der' Rechtsweinsiuro
und Linksweinsdure gemacht hat; indessen hat mir der
I-urtgang meiner Arbeit bewiesen, dass .der nach dem Ver-
fahren von Roberts und Buebner erhaltene Bacillus ein
ganz anderer ist, als der von Fitz, der mit Glycerin.Methyl-
alkohol ergiebt. ot

Stellen wir jetzt die erhaltenen Resultate zusammefn,‘
>U sehen wir, dass gemadss dem oben Gesagten die starke
Assimilation, die in Beziehung zur Entwickelung und Ver-
mehrung d(*r Bacillen steht, und an der Oberflache vor sich
geht, zuné&chst die grosse Menge Ml», die sieh in den ersten
Tagen bildet, und das Verschwinden des Kreatins erklért,
spater stirbt ein grosser Theil der Bacillen ab und fallt auf
d'ii Boden des Gelasses, ein anderer bildet ein kaum sicht-
bares Maulchen auf der Oberflache und lebt als Aerobic, ein
eliitler endlich wirkt als Ferment-und bedingt das allméligo
\ crschwinden der Fleisclnnilchsaiire und die Vermehrung der
FeWsanién»

l) Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft. IM. I, S. 4M



Gahrungsproduktc, die durch den Bacillus subtilis auf
Kosten des Glycerins entstehen.

Zwei Kolben mit Glycerinlosung wurden am 11. Januar
in Untersuchung gezogen, die bei einer Temperatur von
geschah.  Sie enthielten & ebem. Glycerin (0,12 gr.) .ml
700 gr. Wasser, und gr. Fleischextruct. Um die Flii—
sigkeit trotz der Gahrung neutral zu erhalten, fugte ich n;tih
dem Kochen eine gewisse Menge COaCa hinzu, die einig-
Zeit hindurch der Temperatur von 200" ausgesetzt gewcM-i,

war. Heide Kolben standen durch einen Wattepfropf in
Communication mit der Luft.

Ein dritter Kolben von etwa SOO ehern. Inhalt wurde'
mit derselben Losung gefillt und bis zum Erkalten mit ein.-m
Wattepfropf verschlossen. Dann brachte ich den Bacillm
subtilis hinein, und setzte den Kolben durch einen Kanl-
schukstopfen und eine Glasréhre, die vorher in Alkohol
gewaschen waren, in Verbindung mit einem durch Queck-
silber abgeschlossenen Gelass, um die gasformigen Gahruu”u
produkte darin aufzufangen. Der Kolben wurde am 20. Januar
in Untersuchung genommen und bei einer Temperatur von
00° gehalten.

Der Gang der Analyse war folgender:

Um die Alkohole, die sich bilden konnten, zu erhalten,
unterzog ich die vorher von den Niederschlagen von Calcium*
salzen gereinigte Flussigkeit einer theilweison Destillation.
Das Destillationsprodukt wurde mit 112SO4 ungesauert und
einer zweiten Destillation unterworfen, um NII3 zu erhallL n.
dann bemuhte ich mich durch abwechselnden Gebrauch von
wasserfreiem CO3 Ks und der Destillation die Alkohole za
isoliren.

Ein Drittel der Flussigkeit wurde zur Bestimmung. der
Fettsauren benutzt, dabei war das Verfahren dasselbe \vi-
bei den blossen Lésungen von Fleischexlrakt. Das zweit«*
Drittel wurde bis zu Syrupcousisteiiz eingedampft, mit ID |
behandelt und mit Aether ausgezogen. Nach Verdampliiu.
des Aethers erhielt ich die Milchsaure, tien Theil der H«ni-
steinsaure, den der Aether auflésen konnte, und vielleicht



Jni* Slmr von 11 Cl. Durch Einwirkung von frisch nied<*r-
Lt-cldagonem AgOIl verwand«ll* ich si»* in ilirc Silht*rralz«*,
ti-luit»* daim durch Filtration das hernslein- und salzsaure
silmit von ticm milehsauivn Silher, b«*hand«ille. jctzleivs mil
ILS. filtrille es und unterwarf es einer langsamen ' Ver-
dampfung. Wenn aller IL>.S verschwunden ist, setzt man es
in das Calciumsalz um, das man kryslallisiren Ii'tsyl und
Ih "limml. Der TIn il der Bernsleinsaure, »ler als Silbersalz,
auf dem Killer geblieben isl. wird mil 11 GI* behandelt, fitlrirl
und der Crystallisation unlerworfen.

Xaclnlem so das zweite Drillei »»*r Flussigkeit mil Aether
au-gezogen war, bestimmte ich «las Glycerin und den nicht
in »len Aelherauszug nhergegangenen Theil der Bernsleiu-
siure, wobei ich mich desselben Verfahrens liodienlc, «las.
Kasteiir hei «ler Bestimmung des Glycerins und der Bern-
-»'in>8ure heimlzte, die sich hei Alkoholgahrung «lurch Bier-
h»'te hihlen. Mau behandelt di«* Flissigkeit mit einer.'Mischung
<11 Alkohol und Aether, fillrirt mul dampft ah. * Daun
wandelt man die IVrnsMnsaim* in «las hetreHemle Kalksalz
uiii, indem man Kalkwasser bis zur Neutralisation zns«*tzL
Von Neuem hinzugeselzler Alkohol und Aether I6st jetzt nur
»las (ilycerin auf; wird diese L6sung langsam abgedanipli
mi'l noch die Lufllmnilie zu Hulle genommen, so ergiebt sich
di- Menge «les Glycerins. Welch«* Vorsichlsmassregeln man
auch Ireifen mag, die Bestimmung des Glycerins kann imim r
nur ein«l annahernde sein. Was das mit Salzen nicht krvstal-
li-irharer Sauren verunreinigte bernsleiusaurc Calcium betrifft,
hi lasst man «s 2V Sinn«l«‘ii lang mit Alkohol von Sn" «ligeriren,
»nicht dann durch etwas 1l Cl aus dein liernstoinsaumi Cal-
cium di»* Bcernst»*insdure frei, dampft ah, I6st in «Twas Wasser
.ml und fallt daun «las Ca durch einen Strom GO*. Man
erhalt so durch KrystatlLiren reim* Bernsteinsaure.

D«*r XiedtTschlag, < sich auf «lern Bo«l«*u <t*s Celasses
Nbildet hat. wird abgeklart, mil etwas Wasser v«Tmisehl

.und mit HCI behandelt, his «lie B«*acliun fme S&ure anzxugt.
hum liltrirt mau ilh* Losung, dampft «in, zi*ld mil Aellier

-ui- und erhalt >0 die Bernsleinsaure, die wie oben zunai lisi
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in das Silborsalz umgewandelt, als Bernsteinsdure bostim'im
wird. Der in Aether nicht geldste Theil wird mit Alkohol
behandelt, filtrirt und abgedampft. Durch Zusetzen von es.d--
saurem Kali hatte ich Oxalsaure auftinden mussen, aber i«
konnte nie die geringste Spur davon entdecken.

Die Resultate sind folgende:

Der eine durch einen Wattepfropf verschlossene Kolben
wurde am 4. Februar untersucht.

Die tribe neutrale FlUssigkeit ergab bei der mikr -
kopischen Untersuchung, dass der Bacillus subtilis lebte un<l
in der Flussigkeit umherschwamm, am Boden des («classes
fanden sich todtc Bacillen in grosser Menge.

Ich fand keine Alkohole; doch ist es moglich, dass
man sie findet, wenn man grossere Mengen Glycerin in Unter-
suchung zieht.

Baryumsalze der flichtigen Fettsauren 0,818 gr.

Milchsaures Calcium 0,401 gr. .(4j 116 03)2 Ca + 5 1L*0,
also 0,23 gr. Milchsaure.

Von Bernsteinsaure eine Spur im Aetherauszug.

Uebrig gebliebenes Glycerin 4,85 gr.; es hatte ungeféhr
dieselbe Dichte wie das urspringlich angewendete, und cs
waren also 1,27 gr. Glycerin bei der Gahrung verbraucht
worden.

Der andere mit Wattepfropf verschlossene Ballon wurde
am 12. Februar analysirt.

Die mikroskopische Untersuchung ergab dasselbe wie
beim ersten Ballon.

Keine Alkohole.

Baryumsalze der fliichtigen Fettsduren 1,251 gr. Zwei-
mal umkrystallisirt und der Temperatur von 128° ausgeset/.l,
ergab (lies Salz 46,17 ‘> Baryum. Fs besteht also haupt-
sachlich aus buttersaurem Salz, das 44,05% Baryum ver-
langt. Wenn die Analyse einen etwas héheren Procentsat/.
ergiebt, als «lern reinen buttersauren Salz zukommt, so rihrt
dies wahrscheinlich daher, dass sich auch essigsaures Baryum
gebildet hat.



{sr,

Milehsauros Calcium O.I1Sgi\, also =r. MiU lisimi«*,
Von Bernsleinsaure cine Spur.

Glycerin, von etwa derselben Dichte xvie das tirspruiig-
lirli angewendote, 1,57 gr., also war 1,05 gr. verschwunden.'

Der dritte Kolben, der nur eine sehr begrtinzlo Menge
lLutt enthielt, diente mir besonders zur liestimmun*; der gas-
lérmigen Cahrungsprodukte, und wurde am 13. Mdrz ana-
lysirt.

In  makroskopischer Hinsicht habe ich nichts zu dem
liinzuzufiigen, was Colin heim Eiuscliliessen desselben 1Jaciltus
in zugeschmolzeno Kolben beobachtet batl). Die tribe Fiiis-
"igkeil zeigt auf der Oberflache ein sehr dinnes und zartes
H&utchen, das fetter und glanzender aussiebt wie dasjenige,
das sich Dbildet, wenn der Kolben nur durch (‘inen Watte-
I'nopl verschlossen ist. Doch muss ich liier bemerken, dass
hei langerer Ausdehnung des Versuchs das Hautchen zuletzt
au! den Duden des Défasses féllt und ‘die Oberflache, der
| liissigkeit frei bleibt. Mikroskopisch erwies sich der Bacillus
liblilis noch vollstdndig am Leben, doch batte, er eine
Modifikation erlitten; die Stabchen waren dunner und schlanker
geworden, auch die Sporen batten sich verkleinert. 'Diese Ver-
anderung liess sich nicht als Auftreten eines anderen Mi.cro-
mganismus in der Flussigkeit erklaren, denn abgesehen davon,
dar-s ich alle moglichen Vorsichtsmassrogelu zum Erzielen
einer reinen Cultur angewendet hatte, konnte ich dem Bacillus
L,u,'h seine frihere mikroskopische Beschaffenheit ziriick-
g h(n, wenn ich ihn in eine neue N&hrflussigkeit brachte.
il nur fleischexfrakt enthielt, und sich in fest mit einem
W altopfropf verschlossenen Kolben befand, lobrigens wissen
"oI' »«s iler Arbeit Buchners?), dass mau die Form des
(hirillus durch blosse Abanderungen der chemischen Zusammon-

tz,ing der Nahrflussigkeit, in der er geziichtet wird, modi?
li'ircn kann.

*) Beitldge zur Biologie d«r Pflanzen, IM. H. It. 2. S. 272. 187«..

*) Beitrage zur Morphologie der Spaltpilz«*. Fnfcrsueliung«*n.nhe*r
nieder« filze. Nagoli, S. 20U.



Uri (Irr chemischen Analyse der Flissigkeil erliirll . |i:

GaryUmsatze der llueliligeii Fettsauren 3,711 gr. Zw« i-
m.d iiinkryslallisirt und einig«* Z»*it hindurch der lemp«*ralnr
von 12S" ansgrset/.t, ergab dies Salz 15,32Vo Baryum, um-
aFo wesentlich aus butlersaurem Salz bestellen.

Mib hsaures Galeiuin 1,57S gr., also 0,02 gr. Milelisdun .

B« rusteinsame <>,087 gr.

Das nicht assimilirte Glycerin wurde hier mit gr«'W*r
Sorgfalt bestimmt, es betrug 2,11 gr. Da mm das benutzt.
Glycerin eine Dichte zwischen 1,22 und 1,23 hatte, also etwa
s5°/,> reines wasserfreies Glycerin enthielt, «la es andeivrsriu
unmoglich ist, das Glycerin von allen Verunreinigmigen dui.!i
Fxtractivstolle befrist zu bestimmen, kann inan unnelmuu
dass etwa 3 gr. Glycerin zur Gahriuig verwendet wonl-ti
waren.

Die Gasanalyse wurde gemacht., sobald sich gas(»>rmi-v
Galirungsprodukte bildeten; von dieser Zeit an beim ikt.;
man auch, dass das Uacitlenh&dulchen nicht mehr an Di« ke
zunalim.

Die Ergebnisse sind tolgende:

Aiiiilv'i* um U. F«*Ixiiiiii'i Anal}.»«* am - I I»in.ii ,
CO* . . .==2.2,92 cox . . . —37,02
1y . . .— 15,35 G 1 . . — 372
\* r Felder —<»2,13 M + Fehler = 59,26

Spater erhielt ich nur noch CO*

Nun muss die Umsetzung des Glycerins in niil< lisiui<'
Calcium und die des milchsaureu Calciums in bullcr-aui -
Calcium nach der Formel gescheluml)-

2((V1(80a) + COs Ca = (C.311« O.))* Ca + 211* + CO*

| (<13 Hr. <>I)Ca* + 1UO 0. ((U IlI* t >*)* Ca 4- C<h Ca
+ 3GO* + 1.11*
Wenn manbericksichtigt, «lass der Bacillus in

rislen Z«*it s«tiic r Entwickelung uml Verm«*hrung «l«*n ganzen
SamTstolf der im Kolben «eingi'schinssrnen LuM durch ¢ n-

i) H<*j>|M*-Sry ler: Archiv Ihr «lie jresainiuh* tMiyswicijri«*. |ht. 1-
S. s u. ** — ZcitscliriU far pliy-mlegi>«lu* C.lienik*. Ihl. 1. S. 1.



_ti'HzI li.it, und wenn man nach den #»2,13 X: <h*nTroernl-
«oligit der untersuchten Ilaift an (.Os b«*reclmct, und ihm .
ven den 22-V2*[fl C(b abzieht, so lindet man, dass sich in
der ersten Zeit der (Jahrling sicher zweimal mehr Fl: als
BOs gebildet hat. Spater vermindert sich I1* und nimmt
102 an Menge zu, und von einem gewissen Zeitpunkt an
lindet man kein 11s mehr. Es kommt dies von dem grossen
Iteduktionsvermogen, das Ih besitztl), auf diese Weise ent-
stellt die Bernsteinsalire und wahrscheinlich auch Heduk.lions-
produkte von stickstoffhaltigen Koérpern im Eleischexirakl.

Ohne auf die grosse Aehnlichkoit naher eiuzugehen, di»*
o/ wischen der Wahrung und »ler Einwirkung der Aelzalkalien
besteht, un»l die besonders von Illoppe-Seyl»*r in »*n oben
(*Hirten-Arbeiten hervorgehoben wunle, will ich nur bemerken;
«hiss die Einwirkung des Bacillus subtilis auf C.lycerin ganz/
identisch mit der ist, die Dumas und 'S fas2) mul feiner
I- Heiter3) fur KOI! erhalten haben. Die iteiden erst»*n
Autoren erhielten Essigsdure und Ameisensaure, -spater zeigt»*
L. Hertcr, »lass sich Bultersann* und .Milchsdure bilden.
Auf <bund der von lloppe-Sey ler erhaltenen Hosuliates)
betrachtet er die Buttersdure als ein secundar»*s [‘po»lukt
«ler Einwirkung von KOI! auf »lie Milchsaur»*.

Géahrungsprodukte, die durch den Bacillus eubtilis auf
Kosten de9 Traubenzuckers entstehen.

Ein Kolben mit 10 gr. Traubenzucker mul 2V* gr.
Heu h»*xtract auf TOn ehern. Wasser, »lurch einen Walle-
pfidpt verschlossen, wurde am 11. Januar in rntersuHiung
gezogen, die hei :10 geschah. Auch hi»*r versetzte ich »lie
FlUssigkeit unmittelbar nach dein Kochen mit OMlIla, das
vorher einer Temperatur von 200¢ ausgesrtzt gewesen war.

Der (lang ihr | ntersucliimg war dersejb»* wie beim
t'lvcerin, »livt {»'Stimmung d»*s Traubenzuckers ges«liali »lurch
| ' tiling™ seile Lo6sung.

D llojipe-Scvler: Zeitschrill fiur physiol. Chfiiiie, IM. II, S. JO.
) Aminies »h* chimie ft <e phy-iipif. . Jt, p. 14S

3) n»*riclilf «ler «leuts» lifii chemischen Ge-<eUsctia.ft. IM. 11 S. 11»7.
'J Zeitschrift inr physiologische Lliemie, IM. 11 S. 11.



Ber luhall (Its Ko)bons wurde am 1. Marz analysirl.

Bei mikroskopischer rnlersuehimg zeigten suit der Ba-
cillus volBlandig lebend.

Durch Gahrung nicht zerlegter Traubenzucker :2;sl i.

Baryurnsalze lliichtiger Fell sduren R

Milchsaures Calcium 1,-1, also (>,70 Milchsaure.

Keine Bernstein- und Oxalsaure.

Fine Bestimmung von Maunit geschah hier nicht.

Kin anderer Kolben von SOO cbciii Inhalt mit derselben
FlUssigkeit, also 10 gr. Traubenzucker, iD/a gr. Fleischextrm |
und COsCa auf 700 cbciii. Wasser wurde, wie bei «j
Glyceiinloésung, mit Kautsehukstopfen und Glasréhre wi-
schen und diente besonders zur Gasanajvse. Die Zuchlmi-
geschah hier in Gegenwart einer begrenzten Menge Kbnfi.
der Versuch begann am *2b Januar, die Analyse wurde am
10. Marz vorgenomnion.

Makroskopisch bestanden keine grossen rnfersehic<!<-
zwischen dieser Kultur und derjenigen, die unter dense'hcii
[Bedingungen mit Glycerin gemacht wurde.

Mikroskopisch zeigte clor Bacillus subtilis dieselbe Ab*d -
likation, wie sie beim Glycerin beobachtet] worden war: hi
Sporen waren Kkleiner, hatten aber dieselbe Grosse wie beim
Glycerin, die Stabchen waren auclr* schlanker, hatten aber
grosser*» Neigung, vereinigt zu bleiben und ziemlich lanw
Kaden von langsamer Bewegung zu bilden. Ferner beobndi-
tete ich, dass ebenso wie beim Glycerin die Sporen im Ver-
halthiss zu den Stabchen weniger zahlreich waren als Im
den Kulturen, die auf Fleischexiract in mit Watte ver-
schlossenen Kolben geziichtet waren. Dies war alles, was
ich mit der Vergrosserung, Uber die ich verflgte, beobachh i
konnte. Auch hier konnte ich dem veranderten BadJlii-
«eine ursprungliche Form wiedergeben, wenn ich ihn hei
Gegenwart von Luft in einer Losung von Fleischexli.nl
zlichtete.

Die Resultate der Analyse sind folgende:

Ks hatten sich hier sicher zwei Alkohole gebildet, van
denen der eine bei einer Temperatur von unter 10<>".



andere bei Uber 100° Ubordostillirle, Indessen konnte ihre
Menge nicht gross sein, denn es gelang mir nur (),&12 zu
bohren, und in ihrer Mischung war noch Wasser enthalten.
Ich gedenke sie noch spater zu sludiren. v

Ban umsalze llichtiger Fettsduren nN;Sjs.

Zweimal umkrystallisirl und aut einer Temperatur Von
US* erhallen, ergab dies Salz Baryum, es muss als.»
hauptsachlich aus Uutlersaure bestehen, und wenn «lie Zahl
lin*», die der Proceiitgehalt des bultersauren Barnims an
liaryiiiu angibt, nicht erreicht wird, so kommt dies wahr-

heinlich voii einer Beimischung von Capronsauje.

Milchsaures Calcium b,0J, also 1-0S Milchsaure.

Mannil, durch siedenden Alkohol ausg.-zogen, O,tgr.

\on Bernsleiusaure eine Spur, etwa-0,u|.

\ on Traubenzucker keine Spur mehr,

(sasanalvse (ich konnte liier keine Rasanalysc ani An-
I*ing der (Jahrung machen, der erste Theil der sich bildend* !!
Base ist also nicht analysirt worden).

Analyst* vom 13. hVhruar:

Ckn . . . .= 78,bl- '
> . .=
Xj .- Fehler . = 1S,00

Spater erhielt ich nur noch C()-» ausgenommen gaiiz
zuletzt, denn die letzte Analyse, die ich aufslellte, ergali eine
>luir von I12. Fs ist mehr als wahrscheinlich, dass die
Analyse wachsende Ouautitateu von 112 ergeben hétte,, wenn
Il den \ersuch weiter tortgesetzt hatte. Denn legen wir
me Rechnung von der Art und Weise ab, wie die (Jahrling
vor sich gehen musste, so sehen wir, dass |f2 nur aus der
| imetzung von Milchsdure in Bultersaure entstehen konnte,
" bei der Entstehung der Milchsaure aus Traubenzucker
h'iu \U gebildet wird. Da sich der bei der (Jahrung ent-
l hendo 112 durch sein grosses Rcduktioiisvermogcn aus-
Z'i" hiiet, so mussen durch seine Einwirkung auf die L&sung
v'll Traubenzucker Keduktionsprodukte entstehen, und so
1Klart sich ein Theil des Mannits. 1, h sage ein Theil, denn

augenscheinlich giebl die geringe Menge fetter »Sauren, die



sich bildet, keine Erklarung liir das Entstehen einer so gros-eit
Menge von Mannit. Ich muss also annelnnen, dass
Maimit wenigstens theilweise ein direktes Gahruugsprothikl
iIst. Wir sehen, dass spater, wenn kein Traubenzucker imlu-
in der LoOsung vorhanden ist, 1L wieder erscheint und da-»
dann auch andere Produkte, wie die Bernsteinsaure, auftreten.

Ich habe auch begonnen, die chemische Zusammen-
setzung des Bacillus subtilis zu untersuchen; da ich indessen
diesen Gegenstand in einer besonderen Arbeit zu behajuleln
gedenke, will ich hier nur erwdhnen, dass ich das Vorhanden-
sein von Xuclein nachweisen konnte», wahrend ich keine Ol-
lidose aufTand. Ich -behandelte den Bacillus bei loU* mit
Losungen i, 2, IPl» 112504, ich setzte ihn sogar eine sein-
kurze Zeit lang im Wasserdampf reiner Schwefelsdure aus.
erhielt aber nie die geringste Reaktion mit Fehling‘sdn
Losung.

Schlussfolgerung.

Der Bacillus subtilis kann ziemlich lange als Fennen!
leben, und wenn die Ergebnisse Buchner’s sich bestétig n,
so ist die Fmwandlung des Bacillus anlhracis in Bactllih
subtilis der Uebergaug eines Wesens, das nur sehr kurz*
Zeit ohne freien Sauerstoff leben kann, in ein Wesen, d.e
sehr wohl ziemlich lange die ihm zum Leben noOthige Warm
durch Zerlegung gahrungsfahiger Substanzen bilden kaim'i.
Der Bacillus subtilis wandelt die Kohlehydrate zun&chst in
Milchsaure um, und hat eine grosse Neigung auf Kosten dn
letzteren Buttersdure zu bilden.

Schliesslich sei es mir gestattet, Hm. Prof. Dr. Hoppe-
Seyler fir seine mir stets in liebenswirdigster Weise ge-
wordenen Bathschlage meinen herzlichsten Dank auszusprecheii.

i) Denn zu der /fit, da ich «lie Niihrnnssigkciten der Kuffrm
in ires« Idossenen Gelassen nnlersmlde, fand die Bildung irastV'umir"

(ialirriug™pi‘oilukle iu»ch stall, hatte aber sehr ahgeUonnnen.



