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Die bacteriologische, nach »lon modernen und exacten
Kocli sehen Zichtungsniethoden gewonnene Kenntniss der in
normalen Milchfaces der Kinder vorkommenden Mikroorganis-
men ist durch Escherich'sl) werthvolle Untersuchungen
geschaffen worden. Es ist Escherich so wenig wie friheren
Untersuchern entgangen, dass in den normalen Milchfdces
eine grosse Reihe verschiedener Bacterienfonnen Vorkommen:
es gelang ihm, von diesen, als constante und stets wieder-
kehrende Formen, zwei zu isoliren, die er unter der Rubrik
der obligaten Milchkothbacterien mit den Namen Bacterium
lactis aérogenes und B. coli commune belegte.

Die biologisch-chemischen Untersuchungen, welche mit
diesen beiden Microorganismen ausgefihrt wurden, flhrten
im Wesentlichen zu dem Ergebniss, dass B. lactis aérogenes
(unter Gasbildung) eine ausgiebige Spaltung des Zuckers bei
geringerem Eiweissconsum zukommt, wahrend B. coli com-
mune weder auf den einen noch auf den andern Nahrstoff
besondere Einwirkung zeigte. Beide Bacterienarten bringen,
das erstere rascher und intensiver, das letztere langsamer und

*) Escherich, Die Darmbactérien des Sauglings. Stuttgart 188b,
bei Ferdinand Enke.



mit nicht so massigem Niederschlage, die steril gemachte
Kuhmilch unter Saurebildung zur Gerinnung. Die von B. lactis
gelieferte S&ure wird als Milchsédure angesprochen', so dass
das Bacterium auch den Namen des Milchsdaurebacillus oder
Darmmilchsdurobacillus erhalt.

Schon seit langeren Jahren mit den pathologischen
Processen im kindlichen Darmtractus beschaftigt, schien
es mir von Wichtigkeit, einmal die bacteriologischen Unter-
suchungen Eseherich's nachzuprifen, vor Allem aber
die von ihm aufgedeckten biologisch-chemischen Wirkungen
der genannten Bactérien zu untersuchen, in der Hoffnung
dabei auch- Uber gewisse pathologische Vorgange,- welche

in dem Kkindlichen Darmtractus ablaufen. Aufklarung zu
erhalten.

Die nachfolgenden Untersuchungen sind derart angestellt,
dass zundchst aus normalen, und unter aseptischen Cautelen
aus dem Darm von Brustkindern entnommene Faces nach
Koch scher Methode Plattenculturen angelegt, von den Platten,
die Bactérien in Reinculturen auf Fleischpeptongelatine, Agar-
Agar, Kartoffeln gezlichtet wurden und dass diese so gewon-
nenen reincultivirten Bactérien zur biologisch-chemischen
Untersuchung genommen wurden.

Bringt man eine geringe Menge von normalem Milcli-
kotli in Fleischpeptongelatine, unter Anwendung der (blichen
Verdunnungen auf die Glasplatten, so ist folgende sich in
jedem Falle wiederholende Beobachtung zu machen. Wahrend
die Platten zweiter, dritter u. s. w. Verdinnung ausschliess-
lich festlassende Colonien zeigen, beobachtet man auf der
ersten Platte eine Uberaus rasche, oft und augenscheinlich
von kleinsten Kothpartikelchen ausgehende, doch auch sonst
sich bemerklich machende Verflissigung der Gelatineplatte.
Es kann sich hierbei, wie die anderen Platten erweisen, nicht
um eine von wachsenden Bacteriencolonien ausgehende Wir-
kung handeln, vielmehr kommt die Wirkung eines ungeformten
Fermentes zur Geltung, welche in den hochpot¢nzirten Ver-
dunnungen der anderen Platten zum Verschwinden gebracht



id. v. Jakschl) liai erst kirzlich darauf hingewiesen. dass
sich in den Faces von .Kindern ein saccharificirendes Ferment
vortindet, und es als zweifelhaft hingestellt, woher dasselbe
damme; da es sien hei der Verflissigung der Floischpepton-
g»lalins* augenscheinlich um ein prptonbildendes (eiweiss-
I6semles) Ferment handelt, welches bei alkalischer Reaction
in Wirksamkeit tritt, so liegt nichts naher, als beiden Fer-
mentarten diejenige Quelle zuzuweisen, von welcher dieselben
bekanntermalien gemeinschaftlich tliess(‘'n, d. i. das Pancreas:
augenscheinlich hat man es mit Resten des den Faces bei-
gemischten Paneivassaftcs zu thun.

Auf den anderen Platten wachsen, wie erwahnt, aus-
schliesslich festwachsende Oolonien, in einzelnen Fallen aus-
schliesslich von ein und derselben Racterienart, wie wenn eine
Reincultur ausgesdet worden ware, in anderen findet man
neben mehr zuféalligen oder seltener wiederkehrenden Formen
vorzugsweise die von Fscherich beschriebenen, als obli-
gate Milchkothbacterien bezeichneten Formen neben einander,
welche bei erlangter Uebuiig und Kenntniss durchaus un-
schwer von einander zu trennen sind. Es kdnnen des Weiteren
die bacteriologischen Befunde hier (bergangen werden, da
ich in einer spateren bacteriologischen Arbeit auf dieselben
zuriickzukommen beabsichtige, soweit aber die zwei hier in
Rede stehenden Bacterienformen in Frage kommen, im Wesent-
lichen nur die von Esc herich angefiihrten Thatsaehen be-
tatigt werden koénnen; nur das mag erwahnt sein, dass bei
der ausserordentlichen Aehnlichkeit der beiden Bacterienarten
in ihrem Verhalten in Gelatine- und Agareulturen gerade die
KartolVelcnltureii sehr geeignet sind, die beiden Formen von
Microorganismen auseinander zu halten.

Die nachfolgenden Untersuchungen beschaftigen sich nur
ausschliesslich mit dein als B. laetis aerogenes oder Darm-
milchsdaurebacillus bezeichneten Microorganismus, wahrend ich
mir Vorbehalte, die Uber B. coli eingeleiteten Untersuchungen
spater mitzutheilen.

Zeitsehr. t. physiol. (.hernie, Hu. XII. s. 118 ft.



Dor allgemeine Dang «ler Untersuchungen war tolg«*nder.
Aus den gewonnonen Keincullurcn, in der Hegel von der
Gelatinecultur aus dem Heagensglas, aber aueli wold von
Agar-Agar- und von KartoHeleulturen wurde auf die, in voi-
lier steril gemaeliten Kolben gelullten, durch :! Tage hinter
einander je | ,—! Stunde im Wasserdampfstrom sterilisirten
Nahrlosungen geimpft. Die Rihrung wurde bei 00—dT" C.
eine gewisse, angemessene, je nach dem Versuch variirte /eil
unterhalten. Vor der Untersuchung der gelieferten. Glihrungs-
producte wurde jedes Mal ohne Ausnahme durch Gelatine-
plattencultur das Heingebliebensein der Gihrculturcn .gepruft
und selbstverstandlich irgend verunreinigte oder auch nur
verdachtige Versuche verworfen. Da mir bei dieser Studie
praetische Ziele vor Augen standen, so sind als Nahrmedien
vorzugsweise solche Substanzen verwendet worden, welche
bei der Kindererndhrung- eine Holle spielen: auch sind, wie
man in dem Folgenden finden wird, die Versuchsbedingungen
mit Rucksicht auf die im lebenden Darmkanal des Kindes
vorhandenen, uns bekannten Verhéltnisse variirt worden, um
so einen moglichst klaren Einblick in die Wirkungen zu
erhalten, welche «las Bacterium bei der Verdauung im Kkind-
lichen Darnitraetus au>zuib«*n vermag.

I. Wirkung des B. laetis (Escherich) auf Milchzucker.

1. 5 gr. Milchzucker wurden in einem vorher bei |i-lU G.
sterilisirten Kolbchen in 50 ebcni. steril gemachten de.3tillirt.cn
Wasser gelost, ein* geringe Meng«* Pepton hinzugethan und
«las Ganze unter Wattev«*rscliluss im Dampfstrom in 5 auf
einander folgenden Tagen je | —Il Stund«* st«*rilisirl.  Die
Zuekorlisung nimmt hierbei eine braune Farbe an.

Am  Tage mit B. laetis geimpft mul in den auf 07 G,
gehaltenen Britoten gebracht.

Am folgenden Tage schon ist di<* Flis-igkeit trub, zahl-
reiche Gasblas«*n auf derselben. Di<* Trlbung bleibt in den
Iblg«*nden 4 Tagen l)esteh«'ii. wéhlend «lie Gagent Wicklung
autzuhoreii scheint.
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Am 5. Tage zur Untersuchung genommen. Die Reaction
ist sauer, u. z. entspricht die Sdure in den 50 cbcm. Flussig-

keit = 1,7 cbcm. Xormalnatronlauge. Die Flissigkeit wurde
mit Schwefelsédure versetzt, mit Aether ausgeschuttelt. Der
Aether abdestillirt, der Rickstand mit Zinkoxyd in Wasser
gekocht, filtrirt, eingedampft, zur Kristallisation hingestellt-
Es scheiden sich keine Krystalle von milchsaurem Zinkoxyd
aus, iudess giebt der glasige, auf dem Uhrglas befindliche
Rickstand mit Eisenchlorid und Phenol die zeisiggelbe.
Reaction, welche der Milchsdure zugeschrieben wird. Jeden-

falls ist die Menge der gebildeten Milchsdure nur ganz un-
bedeutend.

I\ Dieselbe Versuchsanordnung. (5 gr. Milchzucker : 50
Ag.) Untersuchung der Nahrlosung am 0. G&hrungstage.

4,4 cbcm. Normal-Natronlauge entsprechen der Aciditét
von 50 cbcm. Nahrlésung.

Die Gahrflussigkeit wurde neutral der Destillation unter-
worfen. Im Destillat erhdlt man mit Jodjodkalium und Natron-
lauge einen gelben, nach Jodoform riechenden Niederschlag,
der in Aether aufgenommen nach Abdunsten des Aethers
deutlich die Krystallisationsform des Jodoform zeigt.

Der Versuch mit Xitroprussidnatron und Natronlauge,
die Acetonreaction zu erhalten, glickt nicht, auch I6st da.-
Destillat kein frisch gehilltes Quecksilberoxyd. Die gebildete,
in das Destillat Ubergegangem* Substanz ist jedenfalls kein
Aceton : der Versuch, durch die Benzoylchloridreaction Aethyl-
ulkohol nachzuweisen, féllt unless ebenfalls nicht sicher aus.
Die gebildete Menge ist im Ganzen sehr gering.

Der nach der Destillation verbliebene Rest wurde wieder
mit Schwefelsdure angesduert und der Versuch gemacht, da-
Zinksalz etwa gebildeter Milchséure darzustellen, mit etwa.-
besserem Resultat, wie in dem ersten Versuch: es wurden
einige Krystalle gewonnen, die mikroskopisch als inilehsamv-
Zink augesprochen worden missen, unless ist ihre Menge ganz

unbedeutend : jedenfalls ist auch dieses Mal nur sehr wenig
Milchséure gebildet worden.
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3. Dieselbe Versuchsanordnung in 2 Koélbchen. Zur
Untersuchung genommen 'am 20. Tage der (Jahrung. Die
Plattenculturen, welche zur Prufung der Reincultur angelegl
werden, bleiben steril. Die Raeterion sind also wahrend des
\ ersuches abgestorben. Die Aciditatsbestinunung ergiebt:

in Kélbchen 1. 2,2 cbcm. Nérmal-Xatronlauge = 50 cbcm.
Gahrflussigkeit,

in Kélbchen 2. 2,1 cbcm. Xornial-Xatronlauge = 50 cbcm.
Gabhrflussigkeit.

Bei der Destillation der neutral gemachten Géahrllissig-
keit giebt das Destillat folgende Reactionen:

Mit Jodjodkalildsung und Natronlauge wird Jodoform
gebildet. (Lichen's Reaction.)

Mit’frisch geldstem Nitroprussidnatron und einer geringen
Menge Natronlauge entsteht eine rotlie Farbe, die rasch sich
in gelbbraunliche wandelt, durch Zusatz von Essigsaure indess
tir einen Augenblick wieder herzustellen ist. (Probe von
Legal auf Aceton.)

Frisch gefalltes Quecksilberoxyd wird von dem Destillat
gelést und ist in der Losung durch Schwefelammonium nach-
weisbar. (Probe von Reynold.)

Alle diese Reactionen stimmen fur die Eigenschaften
des Aceton und beweisen die Anwesenheit wenigstens ge-
ringer Mengen dieses Korpers.

In dem auf 200 cbcm. gebrachten Rickstand nach be-
endetem Destillat aus beiden Kolbchen wurde die noch vor-
handene Zuckermenge durch Titriren mit Fchling'scher
Losung bestimmt. Es wurde gefunden Zucker = 2,IR, was,
da 10 gr. Zucker zur Gahrung gebracht worden sind, 7,82 gr.
Verlust durch Gahrung oder 78,2°., entsprechen wirde.

Nach der Zuckerbestimmung wurde der Rest der Flisse*
keil wieder in der schon angegebenen Weise auf Milchsaur
untersucht. Ls gelang nicht, Krystalle von milehsaurem Zin
zu erhalten. Aul dem ! hrglase verblieb eine geringe Meng
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vin*r glasigen, brdunlichen Substanz, welche mit Phenol-
Eisenchlorid ein<* gelbe Farbe gab, die auf Milchsdure hin-
weist, indes* ist di* gebildete Menge sein* unhod«*utend.

Aus den bisher mitgetheilten Versuchen gehl hervor,
«lass das (iahrungsvcrrnégen des B. lactis auf Milchzucker ein
sehr betréchtliches und intensives ist. Die Verjahrung erfolgt
unter Bildung von einer Substanz, welche «lie Acetonreaction
eriebt, und unter Bildung von S&ure, die sich bei dem Ver-
buche der Darstellung des Zinksalzes nur zum geringsten
Theile als aus Milchsdure besteheml herausstellte.  Hochst
benmrk'-nswerlh ist das Absterben der Batterien in den Xalir-
lusungon, wenn die Wahrung dber ein<* gewisse Zeit hinaus
unterhalten wir«l; diese Thatsache wird uns spéater noch zu
beschaftigen haben.

Es war unter solchen Verhéltnissen angezeigt, der Er-
miltelung d«*r gebildeten S&ure nachzugeben. Die folgenden
Versuche, welche in dieser Absicht unternommen wurden, sind
deshalb mit grosseren Mengen von Nahrflissigkeit angestellt.
Wiewohl die bisher benutzte Nahrflissigkeit dem B. lade
augenscheinlich zutraglich war. so wurde doch, um ein mog-
lichst gutes licdeihcn der Microorganismen zu erzielen, zu
«len vorzugsweise von Fitzl) erprobten, fir «lie Bacterien-
gahrungals erspriesslich gelundenen Né&hrsalzen zuriickgegriflen
und diese der, der Vergahrung zu unterwerfenden Substanz
hinzugesetzt; auch wurde der bisher schon angegebene, im
Wesentlichen von Fitz benutzte Bang der I'ntersuclmng fed-
grhallen. 1

Bestimmung ««*r bei \ergahrung des Milclizueker-
durch B. lactis (Eschelieht gebildeten Saur«*.

4. 1< gr. Milchzucker wurden in 76(> gr. A«j. gelost,

dazu Pepton siccum S or.,
| hkaliumplmspliat ~ ld»*»
Calcimnchlorid 01"

S« hwelels. Magnesia 0.0

) Kit/.. Hrrifhte <t el«Mit-*ti. «*li"*miscli. <;es«*lI~cliart. M.
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und eine entsprechend*' Menge Calciumcarbonat. Ibis Ganze
wurde gut umgeschittelt in 8 hei 140° C. vorher steritisirten
Erlen nieyer'sehen Kolbchen vertheilt und unter Watte-
Verschluss in auf einander folgenden Tagen je | Stunde
im Wasserdampfstrom stcrilisirt, wobei starke Bréunung der
Nahrlésung eintrat. Es wurden nun die Kélbchen mit B. lacti-
geimpft und bei ;>7° C. in den Brutofen gebracht.

Schon am folgenden Tage erscheint dir Nahrlésung in
allen Kolbchen trib und ziemlich reichlich Gasblasen auf der
Obertlache. Die Gahrung wurde 0 Tage unterhalten. Am
10. Tage wurden aus den Kolbchen Plattenculturm so an-
p**gt, dass die  Verdinnung je auf | Platte gebracht wurde.
Dieselben ergaben in der Folge, dass durchaus Ueinculturen
von B. lactis in den Kélbchen vorhanden waren. Die Flissig-
keit wurde aus allen Kélbchen von dem Kalksalz abgegossen,
in einen gemeinschaftlichen Kolben gebracht: das Kalksalz
mit heissem Wasser Ubergossen, aufgekocht, filtrirt und das
Filtrat ebenfalls in den gemeinschaftlichen Kolben gebracht.

Die so gesammelte Flussigkeit wurde mit Hilf** des Dampf-
dromos destillirt.

Es gehen in das Destillat geringe Mengen einer dir Jodo-
formreaction gebenden Substanz Uber: bei nochmaligem Destil-
lat gelingt es wohl, die Substanz soweit zu erhalten, als dir
lodoformreaction deutlicher wird, indess ist die im Ganzen
gewonnene Menge zu unb«*deutend, um weiter*' Proben damit
anzustellen. Es sind, wenn Alkohol und Acetoir gebildet
worden sind, jedenfalls nur ganz unbedeutende Mengen davon
vorhanden.

Der Rest, welcher nach der ersten Destillation zuriick-,
geblieben war, wurde mit HCI angeséuerl, nunmehr lange
/eit und unter 6 Ma! erijoutom Aufgiessen von Wasser mit-
telst des Dampfstromes destillirt. Es gelingt aber trotz tagc-
Imiger Destillation nicht, «in ganz . séurefreies Destillat zic
gewinnen, also die ganze Menge «ler gebildeten Saure zu'
*Thalien. Durch Prifungen mit Silbernitrat wurde von Xeir
lu Zeit festgestellt, dass in das Destillat nicht HCI mit Uber-
gerissen wurde.

Zeitschrift fur i>hys oln”is- he CIK inie. XII. ::0



Das gewonnene Destillat wurde mit Barytlosung schwach
alkalis« h gemacht, auf dem Wasserlinie bis auf etwa V, ein-
irodampH. der Uberschiissige Baryt mittelst Kohlensdure ent-
tarnt: tiltrii t, weiter eingedampft und erneutj gebildete
Hautchen von kohlensaurem Baryt durch Filtriren entfernt,
und so schliesslich das BaryNalz der gebildeten Séaure ge-
wonnen. Es wurden so im Ganzen 1,8105 des Barytsalze'
gewonnen, was indess aus dem oben angegebenen Grund«'
noch keineswegs die ganze Menge ,der gebildeten Saur
durstrill. !

ZIL D\ ee<GINUNN geiininilifil . . Ufys::,.
Al- Ua.tlo:i «.eHOUIU T 0.44-2-] 02’(;3( . R«
K.'s ® .<ilire verlangt ................ 53.72 X Ba.

Ks war damit schon wahrscheinlich, «lass die gebildet*
Saure zum grossten Theile Essigsaure war.

Eine Gontrolaualv.se ergab aus:
0.-_'«e2i el* UarytSiil/fs - o.'mS lia. (10,*.. also \i**<l.-r 52,t»S"0 15a.

Nach madglichster Entfernung der in das Destillat Uber-
gehenden Sé&ure, die aber, wie angegeben, nicht véllig gelang,
so lange man auch destillirte, wurde der Best in folgender
Weise zur Untersuchung auf Milchsaure verwendet. Derselbe
wurde mit Soda alkalisch gemacht, ein sich bildender Nieder-
schlag abliltrirt. das Filtrat eingedampft, auf dem Wasser-
bade zur Trockne gebracht und der Riuckstand mit absolutem
Alkohol langer«' Zeit hindurch und mehrfach in kleinen Por-
tionen extrahirt. Der Alkohol wurde durch Abdampfen ent-
fernt, der Ruckstand in Wasser aufgenommen, mit Schwefel-
saure ungesauert und mit Aether vielfach ausgeschiuttelt. Au-
dem Aetherauszug wurde nach dem Entfernen des Acthei-
versucht, das milchsaure Zinksalz darzustellen. Hierbei wur-
den nur ganz gering«* Mengen von als milchsaures Zink-
oxyd anzuspre«*hend«'n Krystallen. deren Kiystallform zu-
meist die. langlicher, abgestumpfter, in der Mitte <i
wenig au.'gebnehtctiT S&ulchen darbot. gewonnen. Jeden-
falls war die Meng«' des gewonnenen milchsauren Salze-
'‘«'hr gering und die gebildete Milchsdure verschwindend ki« :



gegenuber der grossen Monge der als Essigsaure anzusprechen-
den Sdure.

>, Der \ersuch wurde in der gleichen Weise wieder-
holt. Es wurden dieselben Mengen in der Né&hrlésung ver-
wendet und in 10 kleinen Erleuniey ersehen, vorher sorg-
faltig sterilisirten Kolbchen mittelst B. lactis zur Bahrung
gebracht. Die B&hrung wurde 17 Tage unterhalten, indess
mussten \ Kolbchen, weil die Cultur durch einen Schinunel-
I'il verunreinigt war, verworfen werden. 0 Kolbchen waren-
rein geblieben und zur Untersuchung genommen.

Das erste Destillat aus der zusammengothanen Na&hr-
flissigkeit ergab genau, wie in dem ersten Falle, die oben
beschriebenen, dem Aceton zugehdrigen Roactionen mit aller
Schéarfe; bei wiederholter Destillation des ersten Destillats
wurde allerdings nur so wenig von dem als Aceton ange-
brochenen Korper gewonnen, dass eine weiten* Unter-

suchung als die Anstellung der beschriebenen Proben nicht
mdglich war.

Nach dem Ansduern wurden durch lange fortgesetztes
Bestilliron 4,2Gd& gr. des Barytsalzes gewonnen.

0.7»57 wurden zur bariumbcstimimintf gennin-

men und ersahen . . . 0485'C» [{a .C(»a 5:L.r»:p,, Ha.
KsHg.slure verlangt..........cccoevvininincieienenens 5:1.7200 1la.

Nach dem oben beschriebenen Gange der weiteren Unter-
suchung wurden auch hier wieder nur geringe Mengen, durch

dir Krystallform wohrcharakterisirten milchsauren Zinkoxyds
gewonnen.

Nach Allem war somit hochst wahrscheinlich geworden,

dass die llauptmasse der aus der Bahrung des Milchzuckers
von B. lactis gebildeten Substanz, aus Essigsdure bestand. Es
wurden, um vielleicht durch wiederholte Destillation der ge-
wonnenen Substanz zu noch besser bereinstimmenden Zahlen
zu gelangen, die aus Versuch 4 und 5 Gbrig geblichenen Mengen,
gelost, das Barytsalz durch Schwefelsdure zerlegt, der Schwefel-
sdure Baryt abfiltrirl und das saure Filtrat neuerdings der
Destillation unterworfen.



Aus dom Destillat wurde neuerdings das Barytsalz dai-
grstollt.  Von diesem ergaben:

uxigii — 0.Vx; Ha.coj = o,m7s Ha =  0S°J0.

Das so gewonnene gereinigte Salz zeigte Uberdies lob
gende Eigenschaften

Mit Eisenchlorid gab eine in Wasser gelOste Probe eine
diinkelrothbraune Farbe. Puter Zusatz von Alkohol und con-
eentrirter Schwefelsaure entstand beim Erwarmen ein sein*
deutlicher (ieruch von Essigather. Mit Ag.NO, entstand ein*
Tribung, die beim Erhitzen sich l6ste und beim Erkalten ein
in feinen Nadeln sich ausscheidendes krystallinisches Silber-
salz erkennen liess.

Nach den vorliegenden Zahlen und dem Verhalten gegen
Keagentien kann kein Zweifel vorhanden sein, dass die Haupt-
masse der bei der Wahrung gebildeten Sdure Essigsaure
war: Milchsdure war nur in geringen Mengen entstanden.

(Jahr versuche ohne Sauerstoffzutritt.

Die bisherigen Versuche waren stets unter einfachem
Watteverschluss der (Jetasse angestellt, der Zutritt der atmo-
spharischen Luft demnach frei. Da es darauf ankam, festzn-
steilen, welche Wirkung das aus den Milcldaces von Kindern
gezlichtete Bacterium im Darmkanal selbst auf die dargebotene
Nahrung auslbte, und alle Erfahrungen daraufl) hinweisen.
dass im Darmkanal freier Sauerstoff Uberhaupt nicht vor-
handen ist, so mussten die weiteren Versuche dahin abg< -
andert werden, dass der Zutritt von Sauerstoff zur N&hrldsung
vollkommen abgescimitten wurde. Dies wurde in folgender
Weise erreicht.

(3. Ein grosser Kolben wurde mit einem fest und luft-
dicht « hliessenden, doppelt durchbohrten (Unnmistopfen ver-
sehen, in beide Durchbohrungen ebenso luftdicht anschliessend*'
Diasréhren (‘'ingosetzt, von denen da> eine, welches bis nali*-

i) Si-li* <li(* Auscinaiitiersel/lung damlter I*ei Esa In-ricli. 1 1
S. |7 i, UopjM*-Se v ¢ i'. I'liy-iulud-cln*  hernie. S. :T:o 1L
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ZU an den Boden des Refasses reichte, oben doppelt U-férmig

abgebogen und in dem aufsteigenden Schenkel der Biegung

Zi einer Kugel ausgeblasen war. das andere Blasrohr, welches

nur bis unter die Flache des Gunimistopfens reichte, war am

unteren Ende einfach U-férmig abgebogen und zu einer feinen.

Spitze ausgezogen. Die beschriebene kugelformige Partie des

ersten Rohres wurde mit Watte versehen und ein luftdicht

anschliessendes Gunnnirohr aufgezogen, welches mit einem

Quetschhahn luftdicht zu Verschluss gebracht werden konnte.

Das zweite Rohr wurde in der Umbiegung mit einer kleinen.
Menge Quecksilber beschickt und auf die fein ausgezogene

Spitze noch zum vollig sicheren Luftabschluss ein Bunsen-"-
Sdies Kautschukventil aufgesetzt, um ein Zurtcks!ronien von

Luft zu verhindern. Bevor der Apparat zur Benutzung ge-,

nominell wurde, wurden die Glasbestandtheile sammt der in «
die Kugel eingebrachten Watte bei 140° C. sterilisirt, alle

Gummibestandtheile aber vorher ausgekocht.

Es wurde nun die aus dem Vorigen schon bekannte Nahr-
I6sung in das steril gemachte Gefass eingebracht, in das zweite
Bohr ein wenig Quecksilber eingefihrt und der véllige Lultab-
> liluss des Refasses geprift. Der so beschickte Kolben wurde mit
der Nahrlosung in 3 auf einander folgenden Tagen im Koch-
schen Dampfsterilisirungsapparat je | Stunde sterilisirt, wobei
sich, wie immer, starke Braunung der Nahrflissigkeit einstellte.
Die so steril gemachte Nahrflussigkeit wurde bei rascher
Oeflnung des Gummistopfens mit B. lactis geimpft, der Kolben
wird luftdicht geschlossen und nunmehr durch das erste Rohr
ein starker H-Strom, welcher vorher durch ein sterilisirtes, °
destillirtes Wasser geleitet wurde, um etwaige mitgerissene
Spuren von Schwefelsaure zu entfernen, durch die Flussigkeit ;
so lange hindurchgcleitet, bis der Kolben vollstandig mit 11
erfullt war. Der Kolben wurde jetzt bei 37° G. in den Brut-
ofen gebracht. Schon am folgenden Tage leichte Tribung
der Nahrflussigkeit, die sich alsbald) steigerte, wahrend geringe
Spuren von Gasblasen an der Oberflache der N&hrflissigkeit
erschienen. Weitere Veranderungen wurden in der Folge nicht
beobachtet. Die Gahrung wurde 20 Tage hindurch unterhalten.



Am 20. Tage wurde der Kolben gedffnet, Plattenculturen
wurden angelegt, die in der Folge die Reinheit der Gultur
erwiesen, die Flussigkeit wurde abgegossen und der Destillation
unterworfen. Die ersten Tropfen des Destillats gaben in weni.
ausgiebiger Weise mit Jodjodkaliumlésung und Natronlaug.
elodoform: zu weiteren Droben war kein Anlass vorhanden,
da dies»* Reaction schon bei (ler nachsten Drohe versagte.
Fs war also die die Jodolbrmprohe gebende Substanz nur in
ganz geringer Menge gebildet worden. Des Weiteren wurde
das Kalksalz der N&hrflussigkeit durch nochmaliges Aufkochei
mit Wasser aufgenommen und zu der «ler ersten Destillation
unterworfenen Flussigkeit hinzugeftigt, jetzt mit HCI unge-
sduert und destillirt, und das Barytsalz der (bergehenden
Séure dargestellt. Fs wurden nach mehrtdgigem Destilliren
0,,vV2d des Barytsalzes gewonnen. Von demselben gaben:

o/.ens — 0.50* ID.erVj - o0.:;m:;$5 Ba - 52.1S4f0 Ba.
Essigsaure verlangt..........ccccocvevvvviiennnene, 53,72 Ba.

Da die Rcaetionen mit Eisenchlorid, mit Alkohol und.
com-. Schwefelsdure durchaus dem Verhalten der Essigsaun
entsprachen, mit Ag.NO, das in feinen Nadeln in der Kalt
auskrystallisirende Silbersalz darzustellen war, so kann k«*iu
Zweifel vorhanden sein, dass wieder Essigsaure in der Haupt-
sache bei dem Cahrungsproeesse gebildet worden war.

Nach Milchsaure wurde in dem Rickstande des Destillat-
nicht gesucht.

Ausschluss von Sauerstoff und Zusatz von Gail»-
bei dem Gé&hrungsversuch.

War somit festgestellt, dass auch unter Ausschluss de-
Sauerstoffs das Bacterium — welches Ubrigens auf den Platten
in ausserordentlich reichlichen Culturen aufschoss, somit sehr
gut und reichlich in der Anaérobiose gewachsen war — Essig-
saure bildete, so war es weiterhin von Interesse, zu prifen,
welche Producte geliefert wurden, wenn die in dem Darm-
kanal vorhandenen Secrete oder wenigstens eins der wich-
tigsten derselben, die Gallenbestandtheile, gleichzeitig mit dein



sSauerstoffmangel zur < *ltuiilt kommen. In Ermangelung einer,

ausreichenden Menge von <iall« aus kindlichen Gadavern wurde
Kalborgallo verwendet.

7. Etwa Jii ehern. Galle wurde in einem Id!1 win*\ «*r-
wimu Kolbchen «lundi i Tage je 6 Stunden im Wasserdainpl-'
'trom sterilisirt und «lurch vorherig«* Prifung aut Gelatine
und Agar-Agar als steril befunden. Die Ver-uiclisaimnlmmg
blieb dos Weiteren durebaus wie bei 6. Die Guhrnng\vni:de.
Ve Tage lang bei 7' G. im Brutofen unterhalten. . Nach
Feststellung der erbaltenen Keincultur wurde die («&hitlussig-
keit zur Untersuchung genommen.

Mit dem ersten Destillat konnten wieder die oben [>e-
‘chriebenen, dem Aceton zugehotrigen Beactiom n gewonnen
werden, indess war auch hier die nachweislich«* Menge nur
-0 gering, dass dieselbe eben fur die fleadinnen ausreichte.

Nach Darstellung des Barytsalzes durch Destillation aus
dem sauer gemachten lliickstande «les ersten Destillats wurden
folgende Zahlen bei Bestimmung des Bariumgehalts gewonnen:

Zur | ntelsiidiimg genommen . .  o,u4$S.
Dieselben ergaben 0>U2S Un ~r 0,1 lia - 5:1.220, ha.
Essigsduie verlangt..........cccevivieieicinennns 5:1,72",.. Ma.

Die mit dem Barytsalz vorgenomnnuien Droben stimmten
durchaus mit dem \ erhalten dtT essigsauren Verbindung.

Von Milchsdure wurden als Zinksalz weiterhin, nur ganz
geringe Mengen gefunden.

Die Gallenbeimischung hatte also in dem Vorgange der
Zuckergéhrung unter Ausschluss des Sauerstoffs keinerlei
Aenderung hervorgerufen, und es ist sonach mit grosser
Wahrscheinlichkeit dargethan, dass auch in dem Darmkanal
der Milchzucker unter dem Einfliisse von B. lactis zum grossten
Theile zu Essigsaure vergohren wird.

Die die Essigsdure stets begleitenden geringen Mengen
von Milchsdure lassen es als nothwondig erscheinen, «lie Ein-
wirkung des Bacterium lactis auf neutrale milchsaure Salze
direct zu prufen. Die Vorstellung war ja moglich, dass die
Essigsdure erst als ein spéteres Product der Gahrung &auftrat
und aus der ursprunglichen Milchsduregéhrung hervorgeht.



| in di» s zu entscheiden, wurde folgender Versuch an-
geslelll.

-S. P» gr. neutrales milchsaures Natron wurde in 1000 Aqg.
cingebracht.

An Nihrsalzen geringere Ouantilaten,als bisher genommen

worden waren. Pepton 2S)
Dikaliumphosphat 0,1
Galciumclilorid 0,02

Schwefels. Magnesia 0,02

und 1 ine entsprechende Menge Calciumcarbonat. Das Ganze
wurde in der Ublichen Weise Tage nach einander in einem
Kolben sterilisirt und mit B. lactis geimpft. Die Gahrung
wurde 14 Tage bei 117" G. unterhalten, ohne dass, anscheinend
mit der Nahrlosung wesentliche Veranderungen, als etwa
eine geringe Tribung, vorgegangen waren. Die nach unter-
brochener (Jdhrung aus dem Kolben dargestellten Gelatine-
platten zeigten, dass ein sehr Uppiges Wachsthum des rein
gebliebenen B. lactis stattgefunden hatte.

Das erste Destillat der Glhrflissigkeit ergab nur geringen
und langsam entstehenden .Jodoformniedcrsehlag bei Zusatz,
von Jodjodkaliuni und Natronlauge. Zu weiteren Proben
reichte die gering gewonnene Menge Uberhaupt nicht aus.
Die aus dem, mit Salzsdure sauer gemachten Rickstand durch
Destillation gewonnen»* S&ure wurde in das Barytsalz ver-
wandelt und darin die Ba-Bestimmung gemacht. Dieselbe
ergab Folgendes:

0,IC»~2g »l«-s Barytsalzes ergaben an Ba.0.03 —

— O.tOEPJIKI Ba....ccccceveveeveeeeees — 4444\ Ba.
Buttermine verlangt..........c.cccocvviiiiienine e, 43,703°|o Ba.

Es ist damit hochst wahrscheinlich gemacht, dass di»*
aus. der Gahrung des milchsauren Salzes hervorgegangene
Substanz zum grdssten Theile aus Buttersédure bestand.

Aufféallig war, dass beim Destilliren der mit HCI sau»*r
gemachten Guhrflussigkeit die kochende Flissigkeit eine sehr
schone Orangefarbe annahm, welche erst nach langem Kochen
wieder verschwand. Es ist nach diesem Versuche nicht
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wahrscheinlich gemacht, das* die Essigsdurebildung, weicht*
«lurch Einwirkung von B. lactis auf Milchzucker statt hat, von
Hause aus mit einer reichlichen Bildung von Milchséure einher-
geht, vielmehr scheint die Essigsaure direct hei der Verjahrung
des Milchzuckers zu entstehen.

Il. Wirkung des B. lactis (Escherich) auf Amyluin.

1. 20 gr. zuckerfreies Amylum wurden mit 400 ebem.
Ag. zu Starkekleister gekocht und je 50 ehern, des Kleisters
in «*in vorher bei HO{ (1. storilisirtes Er lenmeyor’sches
Kolbchen eingebracht. So wurden 7 Koélbchen beschickt, In
3 derselben wurde Uberdies je 1,0 gr. Pepton sicc. eingebracht.
In i anderen wurde dem Kleister je 10 ebem. einer aus*

schweleisaurem Ammoniak 1 |\
p‘nosphorsaurem Kai 1t

bereiteten Nahrlosung hinzugefgl.

160 Aq.

i Kolbchen verblieben als Controle.

Die so beschickten Kolbchen wurden sammtlieh unter
Walteverschluss in 3 aufeinander folgenden Tagen je | Stunde
im Wasserdampfstrom sterilisirt. Nach der Sterilisation wur-
«len den beiden Controlkélbchen Proben des Kileisters ent-
nommen und mit Fehling'scher Losung auf Zuckergehalt
gepruft. Es war unter dem Einfluss der Sterilisation kein
Zucker aus dem Amylum gebildet worden. I)i<' 3 ersten und
die 2 anderen Koélbchen wurden jetzt mit 13. lactis geimpft.
Die 2 letzten blieben ungeimpft und steril. S&mmtliche Kolb-
chen wurden bei 37" G. in den Briitofen gebracht.

Am 4. Tage ist in keinem der Kolbchen an entnom-
mener Probe mittelst Fehling'scher Ldsung Zucker nach-
weisbar. Die Reaction in den ersten bidden Gruppen von
Kolbchen ist sauer, die Reaction in den steril gelassenen
Kdélbchen neutral.

Es hat also in den beiden Gruppen der mit B. lactis
geimpften Kolbchen keine Zuckerbildung aus Amylum statt-
gefunden, aber eine freie Sdure ist nachweisbar geworden.



Nach weiteren 4 Tagen ist der Befund genau der gleiche,
und ebenso nach weiteren 14 Tagen. Es wurde nun aus
den ersten beiden Gruppen (A Kolbchen) die gebildete Saure
untersucht.

E< «MgalM-n 0.11 i t il*> Baryt-alz»*- ~ 0,0°00 Ha1Cf
— OIMIKMhi Ha..........cooiiiiiii, - =41 °10 Ha.
Essigsdure verlangt ... : V{«2 "I, Ha.

Es ist sonach /um grossten Theile wieder Essigsaim
gebildet wurden, die Uberdies durch das Verhalten gegen
Eisenchlorid und salpelersaures Silber sich ganz deutlich und
in vollkonunen charakteristischer Weise zu erkennen giebt.

Bemerkenswerth ist nach diesem Versuche die Bildung
der Essigsaure aus Amylum, ohne dass cs gelang, eine zucker-
bildende Wirkung des B. lactis nachzuweisen. Gelegentlich
-einer Versuche Uber B. subtilis giebt Fit/.") an, dass diese»
Bacterium im Stande ist, sehr energisch aus Starke Rutter-
sdure zu bilden: er will deshalb dieses Bacterium sogar zur
Darstellung der Buttersdure aus Amylum verwendet wissen.
Die Wirkung des B. lactis ist. wie man erkennt, eine andere,
und dieser Unterschied in dem biologischen Verhalten der
beiden Bacterienformen ist nicht der einzige, vielmehr ver-
mag B. subtilis nicht, wie dies von B. lactis erkannt worden
St, neutrales milchsaures Salz in buttersaures Uberzufuhren.

Es war des Weiteren von Interesse, die Wirkungsweise
von B. lactis aut Amylum unter Einfluss des Sauerstott-
mangels zu studiren.

2. Unter sonstiger Belassung der Versuchsanordnung,
wie dieselbe oben fir die Anaérobiose beschrieben wurde,
wurden Amylum 10 : 1000 Ag.

Phosphors. Kalium 0,1
Schwefels. Magnesia 0,02
Pepton 5

Calciumchlorid 0,02

O Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. XI, S. 51.



entsprechende Menge von -kdciumcarbonat mit don schon
bekannten Cautelcn mit 1). lactis zur (ifilirnn™ bei 37".C. in
dm Brutofen eingebracht. Es erfolgte .sichtbar keine Ver-
anderung innerhalb Kt Tagen, so dass am Kt Tage eine,
/weite Impfung mit B. lactis vorgenommen wurde. Auch
diese blieb anscheinend ohne Einwirkung auf die Nahrflussig-
keit. » rlage nach der zweiten Impfung wurden Blatten-
eiilturon angelegt, welche ergaben, dass die (&iltur rein
geblieben war und ein reichliches Wachsthum der Bac-
térien stattgehabt hatte: es waren auf den mit starken Vor-:
dinnungcn geimpften Platten zahlreiche Colonien von B. lactis
aufgegangen. Die Untersuchung der Nahrfllssigkeit ergab
Folgendes:

|. Zucker war nicht gebildet worden; die Probe mit
Feh ling’scher Losung blieb erfolglos.

- Die Reaction der ! llssigkeit war ganz schwach sauer

d. In dem ohne- Zusatz von HCIl gewonnenen ersten
Destillat bleibt die Lichen sehe Jodoformreactjon voéllig au>.
L<*tim  Destilliren mit [I(,] gehen in das Destillat nur ganz
geringe Mengen einer Sdure Uber, welche wohl die Reaction
mit Eisenchlorid gestatten, und mit Wahrscheinlichkeit Essig-
sdure erkennen lassen. Die Menge des daraus gewonnenen
Barytsalzes ist zu gering zu einer Ba-Bestimmung; dasselbe
giebt indess mit Ag. NO, feine Nadeln des essigsauren Silber-
salzes. Es ist also in ganz kleinen Mengen Essigsdure ge-
bildet worden. Der Nachweis von Milchsidure gelang nicht
‘icher. wiewohl einzelne Krystalle des Zinksalzes, welche dar-
zustellen versucht wurden, mit einiger Wahrscheinlichkeit als
milchsaures Zinkoxyd angesprochen werden konnten; Es war
also bei diesem, mit Ausschluss des Sauerstoffs durchgefiihrten
Versuche die Gahrung ganz unbedeutend, wenngleich aus-
reichendes Wachsthum der verimpften Bactérien stattgefunden
hatte, und es scheint sonach, wie wenn das Bacterium nur
unter dem Einfluss des Sauerstoffs eine Gahrwirkung auf
Amylum auszutben vermdge, wahrend dieselbe hei Ent-
ziehung des Sauerstoffs ausbleibt. Indess ist festzuhalten,



dass cs weder in diesem noch in jenem Falle gelungen
ist, durch Einwirkung von B. lactis auf Aniylum Zucker
zu erhalten.

I1l. Einwirkung von B. lactis auf Casein und auf Milch.

Die Gomplicirtheit der Gé&hrungsvorgénge in der Milch
liess es wiinschenswerth erscheinen, zunéchst die Einwirkung
t'es Bacterium auf Gusein fir sich allein zu studiren.

1. Von der Bolle’schen Molkerei in Berlin wurde ich
in den Besitz eines fettfreien, harten und kornigen Gaseins
gesetzt, welchem allerdings noch reichlich Milchzucker an-
hafteto. Das Praparat wurde fein zermalen, mehrmals mit
heissein W asser ausgekocht und abgepresst. Es gelang aber
hierbei dennoch nicht, den Zucker vollig zu entfernen. Von
diesem Gustin wurden je 20 gr. in ein vorher sterilisirtes
Erlen mover sches Kolbchen eingebracht und 8 Kolbchen
beschickt. In der Kolbchen wurde das Casein mit je
20 ebem. einer Né&hrlosung befeuchtet, welche

0,2 Kaliumphosphat,

0.04 Schwefels. Magnesia,

0,()2 Calciumchlorid
enthielt. In d Kolbchen wurden je 20 ebem. Ag. auf das
Casein gebracht.

Die Kdlbchen wurden s&mmtlich im Koch schen Sterili-
sationsapparat 3 Tage nach einander je | Stunde sterilisirt.
wobei sich der Zuckergehalt des Casein durch starke Braunung
des Praparates zu erkennen gab.

d mit Nahrlésung befeuchtete Kolbchen und die 2 mit
destillirtem Wasser beteuchteten wurden mit B. lactis geimpft.
Die 2 anderen mit Na&hrlésung befeuchteten wurden steril
gelassen zur Contr6le. Die Kdlbchen wurden sammtlich bei
d7° G. in den Britofen gebracht, wo sie 21 Tage verblieben.
Es zeigte sich an dem Nahrmaterial wahrend dieser Zeit nicht
die geringste Aenderung. Am 21. Tage wurden Impfungen
aut Fleischpeptongelatine gemacht, — ohne Erfolg, die Réhr-
chen blieben steril. Die Bactérien waren wéhrend des Ver-
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suche* abgestorben. Die» Reaction war inelcss intensiv sauer
geworden, wahrend die Gontrolkolbchen neutrale Reaction
batten. Die Kolbchen wurden jetzt neuerdings mit einem
anderen, aus pathologischen Kinderfaces gezlichteten ver-
flussigenden Bacillus geimpft und 3 Tage hei 37° C. im Brut-
ofen belassen. Nochmalige Impfung auf Gelatineréhrchen ergab,
dass auch die neueGultur nicht angegangen war, die Gelatine-'
rohrchen blieben steril. Das Gasein der geimpften und der
(Jahrling ausgesetzten Kolbchen wurde mit heissem Wasser,
ausgezogen und die saure Losung destillirt. Im Destillat war
mil Millon’s Reagens keine auf Phenol oder Kresole hin-
weisende Reaction nachweisbar; auch auf Zusatz von Brom-
wasser ertolgte keine Reaction. Irgend eine Art von Faulnis?--
gahrung im engeren Sinne, hatte sonach nicht stattgefunden,
vielmehr war die intensiv saure Reaction augenschomftch
durch Einwirkung des B. lactis auf den, dem Gasein noch
anhaftenden Milchzucker entstanden. Bemerkenswerth ist,
worauf ich noch zurickkommen werde, das Absterben der.
Bactérien in der sauren Losung, welche durch die eigene
Gahrwirkung geschaffen ist, und das Unvermogendes aus
pathologischen Faces gezlchteten, leicht zu cultivirenden,
«weissen verflissigenden Bacillus», auf dem sauer gewordenen
Nahrboden zu keimen.

Es ware nach dem mit dem Gaseiu erhaltenen negativen
Resultat von grossem Werthe gewesen, die Einwirkung des
Bacterium lactis auf die Eiweisskorper der Milch in ihren
einzelnen Phasen studiren zu koénnen; leider sind die dahin
gerichteten Versuche nicht in vollig winschenswerther Weise
ausgefallen. Trotz meiner durch meine friheren Arbeiten auf
diesem Gebiete gewonnenen practischen Erfahrungen') gelang
es mir nicht, in der durch langes und mehrfaches Erhitzen
steril gemachten Milch, mittelst der lloppe-Sey ler’schon
Methode der Bestimmung der Eiweisskorper, in mohrfacimn
Gontrolbeslimmungen zu so einheitlichen und gleichméssigen
- 4

JIs. Verwemlli.D-ki-it «G* »lurch t'Inwirkung 1*ber  [Vmper.-Uuivn;'
stiiige<tellt»*n Milchcoiisem-ii.  Archiv |. Kiuderhcilk.. IM. 1.



Zahlen zu gelangen, dass es angezeigt gewesen ware, diese
fur Vergloichsbeslimmungen mit der der Gulhrung mittelst
I», lactis unterworfenen Milch zu verwenden. Die Schwierig-
keilen, die sich ergeben, sind um so grosser, als unter der
Einwirkung des B. lactis die Milch sehr rasch zu einem dicken
Klumpen gerinnt, so dass ungeronnene und durch die Giihrung
zur Gerinnung gebrachte Milch mit einander verglichen werden
mussten.  Guter solchen Verhéltnissen begniigte ich mich
damit, die Gesammteiweisskorper der Milch nach der Ritt-
h au sen\schon Methode mit Kupfersulfat zu fallen, den Ueber-
scliuss des Kupfersulfats durch Natronlauge zu entfernen und
in den so gewonnenen Kupferverbindungen den Stickstoff-
Gehalt zu bestimmen, in der Hoffnung, auf diesem Wege zu
Vergleichszahlen zu gelangen, welche flr die Frage, in wie
weit die Eiweisskorper der Milch von B. lactis angegriffen
werden, eine gewisse Entscheidung bringen wirden. Es
wurde Uberdies in den der Gihrung unterworfenen Milch-
proben nach den Producton der Eiweissfaulniss, Phenol.
Kresole, Leucin und Tyrosin, gesucht.

Diese Versuche wurden in folgender Weist» ausge-
fihrt :

-. In 2 vorher bei 140° C. steril gemachten Kolbchen
wurden von derselben wohl durchgeschiittelten Milch je
6(> ebem. eingebracht.; Die Milch wurde in beiden Kolbchen
unter Watteverschluss in 3 auf einander folgenden Tagen
je ] Stunde im Wasserdampfstrom sterilisirt. Das eine der
Koélbchen wurde mit B. lactis geimpft und das andere steril
gelassen und beide in den auf 37° C. gehaltenen Brutofen
eingebracht, Nach 10 Tagen wurde die Milch in den steril
gehaltenen Kolbchen, welche unverandert und nicht geronnen
war, sich bei einer Impfprobe auf Fleischpeptongelatine auch
als steril erwies,- mit der fir die Ritt hausen sehe Methode
verwendeten Kupfersulfatlosung vollkommen ausgefallt und
der Feberschuss der Kupferlosung mittelst Natronlauge von
<ler bekannten Concentration entfernt, filtrirt, der Kupfer-
niederschlag getrocknet, gewogen und in einem Theile durch
Verbrennung der N-Gehalt bestimmt. E< wurden gefunden
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M~ lirsd daraus der X in 1 gr. der zur Intersuchung
genommenen Milch auf = 0,00400 berechnet.

Aus dem der Rihrung unterworfenen Kolbchen wurde
die Gesammtmenge der geronnenen Milch mittelst Wasser
sorgfaltig ausgespult und nach mdoglichst feiner Vertheilung
die .Fallung mit Kupfersulfat vorgenommen. Der Kupfernieder-
schlag wurde wie der erste behandelt und ergab einen (jehalt
von 0,75°/, N. Auf | gr. der vergohrenen Milch berechnet
ergab dies einen N-Gehalt = 0,00440.

Das gewonnene Filtrat wurde schwach mit Essigséure
angesauert der Destillation mit dem Wasserdampfstrom unlef-
worteii. Das Destillat gab weder mit Millen s Reagens, noch
mit Dromwasser irgend eine erkennbare Reaction. Phenol’
und Kresole fehlten also vollstandig.

Der Rest wurde sodann mit essigsaurem Quecksilber-
oxyd gefullt ; der enstandene Quecksilberniederschlag, welcher
das Leucin enthalten musste, wurde nach dem Abselzenlassen
liltrirt, in Ag. aufgenommen, das Quecksilber durch Schwefel-
wasserstoff vollig entfernt, bis auf einen kleinen Rest einge-
dampft und zum Krystallisiren hingestellt. Es schied sich
kein Leucin ab. Héatte bei der mitgetheilten Versuchsanord-
nung wohl auch ein geringer Theil der Entdeckung entgehen

konnen, so ist das vollstindige Fehlen dennoch durchaus
bemerkenswerth.

Es ist sonach bei der Einwirkung des R. lactis auf die
Milch nur ein minimaler Verlust von stickstoffhaltigem Material

nachweisbar gewesen. Die Produete der Eiweissiaulniss wur-
den indess vollstdndig vermisst.

Analyse des bei der durch > lactis eingele.il eten
RuUhrung sich entwickelnden Gases.

4. Der folgende Versuch wurde mit Milch ungestellt,-
welche absichtlich nicht mit absoluter Strenge steril gemacht
worden war, sondern nur nach dem jetzt in der Praxis
ublichen Verfahren in dem Soxhlet sehen Milchkochapparal
abgekocht war. Nach den oben mitgetheilten Erfahrungen-
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fiber «lie Einwirkung von B. lactis auf andere Bacterienarlen
konnte man erwarten, dass nach der Impfung mit B. lacth
die etwa durch das Kochen nicht véllig vernichteten Bactérien-
keime in der Milch nicht werden zur Wirkung kommen koénnen,
und es kam mir in diesem Versuche darauf an, die Milcli
maoglichst so zu erhalten, wie sie in der Praxis seihst zur
Verwendung kommt. Ich will dabei nicht unerwahnt lassen,
dass es mir geglickt ist, Milch, welche im Soxhlet'scheu
Apparat nach der von dem Erlinder angegebenen Vorschrift
abgekocht worden war, Uber 3 Wochen ungeronnen und
durchaus frisch zu erhalten.

1 Flaschen der fur den Soxhlet'sehen Apparat in der
Regel verwandten Grosse (von 150 ehern. Inhalt) wurden mit
Milch bis an den Hals gefillt, die Milch nach dem vorge-
schriebenen Verfahren unter Anwendung von gut schliessen-
den, mit Glasstopseln versehenen Gummistopfen gekocht. Da>
eine der Flaschchen wurde mit B. lactis geimpft, das andere
zur Controle steril gelassen, beide in den Brutofen bei 34" C.
eingebracht. Am 2. 'Page ist die Milch in dem ersten, geimpften
Flaschchen geronnen, der Glasstopsel ist aus dem Gummi-
stopfen herausgeschleudert worden; es hatte sonach lebhafte
Gasbildung stattgefunden. In dem 2. Flaschchen ist die Milcli
unverandert und dieselbe blieb auch unverandert durch 5 Tage:
aus dem ersten Flaschchen wurde der immer neu eingesetzte
Glasstopfen noch mehrmals herausgeschleudert. Am 6: Tage
wurde in das 2. bisher anscheinend steril gehaltene Flaschchen
an Stelle des Gummistopfens ein vorher bei 140" sterilisirtes
gasableilendes Bohr luftdicht eingesetzt, das Flaschchen mil
R. lactis geimpft und bei Zimmertemperatur so stehen gelassen,
dass das sich entwickelnde Gas unter (Quecksilber in einer
vollig trockenen Bunsen’schen Absorptionsrohre aufgefangen
wurde. Am 3. 'Page nach der Impfung begann die Gerinnung
der Milch und allmdlig auch die Gasentwicklung, welche
\ 'Page unterhalten blieb. Am 7. Tage wurde der Versuch
abgebrochen und das gebildete Gas zur-Analyse genommen,
bei welcher ich mich der dankenswertlien Unterstitzung de-
Herrn Professor Kossel zu erfreuen hatte. Dieselbe hatte.
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nach der Bun.son*sehen Methode ausgetiilirt, folgende Er-
gebnisse:

Anlungliclies Volumen . . . . _ :)0.17t. Imii. Wiu 'mutl m.Drmk,
\acli der Absorption durch die
KalikugeK .~ . N N4 » r o,
Es ist also Kohlensaure gebil*
det worden..........ccoceeeune e, N T- 07 1oy
Nach I'infallung in das Eudio*
ineter ist das Alifangsvolumen - 17,.'188 » >0° v I
Nach Zufuhrung von Sauerstoff. —42,00:11» «0" » 1» ,

Es erfolglc durch die eleclrisclicn Funken Explosion.

Xarl, der Explosion................... _is,011, lei....... 11 aiml.
Nach der Absorption durch die
ueuerdingseingeffinrteKalikugel -2,V.n;7 » » 0@ \
Darnach berechnet sich in . . 17.3S80 *
H e = 0,0307 » v , J ,
CHZ e - 2,0470 > »0° it
0T 076 JTT R - N.7043 v »0" > 1, -

Die Anal} se ergab sonach neben Kohlenséure eine gewisse
Menge H und CHt und wir haben somit in B. lactis eines
jener Bacterien gefunden, welches im Stande ist, unter Zer-
i-gung des Milchzuckers in Essigsadure die Weitervergahrung
'l Essigsdure zu GU4 zu bewirken. Wir sehen somit den
jungst von Hoppe-Sey lerl) ausgesprochenen Satz, «dass
auch im Darme von Menschen und Thieren das Auftreten
von Methan nicht allein auf Spaltung von Cellulose zu be-
ziehen sei, sondern durch die zahlreichen in der. Nahrung
eingefuhrten Korper, die unter Bildung von Acetat durch die
hiulniss zerspalten werden, wesentlich mitbewirkt werde»,
durchaus erwiesen, und wir haben, indem wir nach der vor-
liegenden Untersuchung das im Darmkanal der' Sduglinge
beugte (Jasgemenge wesentlich als aus CO,, Il, ClJt bestehend
an.sprechen durfen, die Quelle dieser Gahrung wohl fast aus-
schliesslich in dem Milchzucker der dargebotenen Milchnahrung
geturnten und als einen der Gahrungserreger das B. lactis
allogenes somit erwiesen.

B Hoppe-Sey ler, Zeitschr. f. physiolog. Chemie. Bd. 11. S. 507.
Z' itwrhrift fir eh*mio. XII 0j.



Nadi Unterbrechung der Gasaufsammlung wurde mil
den beiden in den Flaschen zur Untersuchung gewonnenen
Milchmengeii gemeinschaftlich in folgender Weise verfahren.
Das gebildete Gerinnsel wurde durch Goliren entfernt und
die etwas triibe graue Molke der Destillation mit dem Wasser-
dampfstrom unterworfen. In dem Destillat ergab weder Mi 1-
lon’s Reagens, noch Bromwasser irgend eine fiir gebildet
Phenol oder Kresole massgebende Reaction. Nach der Destil-
lation wurde der verbliebene Rest in der Absicht, nach Leucin
und Tyrosin zu untersuchen, unter Hinzufiigung eines mil
heissem Wasser gemachten Auszuges des Gaseingerinnsels mit
Phosphorwolframsaure und Schwefelsdure gelallt, vom Nieder-
schlag abfiltrirt, der Ueberschuss der Pliosphorwolframsaiuv
und Schwefelsdure mit Barytwasser in der Wéarme entfernt,
der Uberschussige Baryt durch (‘ingeleitete Kohlensdure nieder-
geschlagen und Piltrirt. Das so erhaltene Filtrat gab mit
Millon's Reagens keine Reaction; dasselbe war also mil
Wahrscheinlichkeit frei von Tyrosin, nichtsdestoweniger ent-
hielt dasselbe eine gewisse Menge von N. wie sich durch eine
nach der KjeldahPscheu Methode ausgeftihrte Untersuchung
einer kleinen Probe erweisen liess. Halt man (liest* Erfahrung
mit der oben gelegentlich der Stickstoffbestimmungen bei der
Milchgéhrung gewonnenen zusammen, so hat es den Anschein-
wie wenn*unter dem Einfluss des B. lactis auf die N-haltigen
Bestandteile der Milch die gewoéhnlichen und bekannten Pro-
ducte der Flulniss nicht gebildet werden, dass die N-haltigen
Korper im Ganzen nur minimal angegriffen werden, dass
indess aus diesen geringen verbrauchten Mengen N-haltigen
Materials Korper gebildet werden, welche sich gegen Phos-
phorwolframsédure &hnlich wverhalten, wie die Amidosduren.
da sie durch dieselben nicht fallbar sind, dass sic indess dem
Mi llon’sehen Reagens gegenuiber und gegen Bromwasser nicht
das Verhalten zeigen, welches dem Tyrosin zukommt.

Es wird weiteren Untersuchungen Vorbehalten bleiben
missen, nach diesen N-haltigen Producten zu suchen. Der
Rest des Filtrats wurde mit essigsaurem Quecksilberoxyd
gefllt. Der Niederschlag nach dem Abstehen in Ag. aut-



MNenonnncn, mit IS zerlegt, liltrirt, bis zur Krystallisation 1-011-
rriilrirt, stellen gelassen, Es scheidet sich nach langerem

Stehen kein Leucin ab. Also auch hier dasselbe Hesultal
wie oben.

IV. Andere biologische Eigenschaften des B. lactis.

Wie ich schon an anderer Stollel) milgefhoiit habe, ent-
wickelt das B. ladis wahrend seines \\ achstbums sehr energisch
reducircndo Eigenschaften. Die gebildeten, die Bcduction ein-
leitenden Stoilwechselproductc diiimulireii durch die Nahr-
Iosungen, auch wenn dieselben die Consislenz der Fleisch-
peptongelatine haben, auf weite Strecken und selbst durch
Tlioncylinder hindurch.

Auf Fleisohpeplongelalinc, welche in IOcbcm. = 0,5chem.
einer '/, Normalnatronlaugc entsprechenden Essigséure enthalt,

wachst B. lactis nicht nielir. Das oben erwahnte Absterben
der Culturon in den durch die eigene Gulirwirkung sauer
gewordenen urspriinglich zuckerhaltigen Né&hrlésungen erklart
sich auf solche Weise.

B. lactis ist aber im Stande, hei Darreichung von Milch-
zucker als X&hrmedium anderen Bactérien das Aufkeimen
unmoglich zu machen. Das oben erwéhnte «weisse ver-
flissigende Bacterium», welches ich aus pathologischen Faces
geziichtet habe, und welchem, wie nicht unwahrscheinlich,
eine nicht unbedeutende pathogenetische Bolle hei gewesen
\ erdammgsstérungen der Kinder zukommt, gedeiht nicht auf
dem urspriinglich zuckerhaltigen, von B. lactis zu -saurer
Bahrung gebrachten Nahrmedium. Bringt man B. lactis mil
dem letzterwdhnten Bacterium-auf Gelatine, welcher ein Zu-
satz von Milchzucker gemacht, so wéchst unter méchtiger
Entwickelung von Gasblason B. lactis, wahrend die,Verflis-
sigung der Gelatine, welche dem letztgenannten Bacterium
"oust in ausgezeichneter Weise zukommt, Uberhaupt aus-
bloibt. Es ist dies ein fiir die Pathologie, wie mir scheinen will,
ausserordentlich wichtiger Fingerzeig, weil er die Bedeutung

D Awerliamlit il. pli\>iolit;r. Gtm-IhrliiUl (U. Dtmirbei' 1SS7) zu Berlin,
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der von B. lactis eingeleiteten und unterhaltenen Stoffum-
setzungen fur anderweitige und insbesondere flr feindselige Géh-
rungsvorgange im kindlichen Darmtraclus darthut. Ich werde
an anderer Stelle auf dieselben, den n Kenntniss und Werth
ubrigens auch Eschcrich nicht entgangen ist, zuriickkommen.
Dass au( der anderen Seite die intensive GahrWirkung des
B. lactis auf Milchzucker bis zur Essigsaure- und Methan-
gahrung fur die Pathologie Bedeutung gewinnen kann, wird

leicht einleuchten Und soll an dieser Stelle nur angedeute!
werden.

Setzt man zu 10 ebem. Fleischpeptongelatine 0,5 ebem.
Normalnatronlauge, so gedeiht B. lactis sehr Gppig, ja wohl
starker, als sonst. Das Wachsthum nimmt aber schon be-
trachtlich ab, wenn auf 10 ebern. Gelatine | ebem. Normal-
natronlauge verwendet ist.

Bei Verwendung von 2 ebem. XaO : 10 ebem. Gelatine
findet nur noch ganz geringes Oberfllichenwaciisthum statt.
Man wird schliessen konnen, dass auch erhebliche im Darm-
kanal der Kinder zur Wirkung kommende Alkalescenz das
Wachsthum und Gedeihen von B. lactis hemmt.

Auf Zusatz von 0,05 Benzoesdure : 10 ebem. Gelatine

ertolgt kein Wachsthum, geringes bei Borsdaure- und Resorcin-
zusatz. f

Auf Zusatz von 0,05 Jodoform : 10 ebem. Gelatine
wenig behindertes Wachsthum.

Auf Zusatz von 0,05 Naphthalin : 10 ebem. Gelatine

ausserordentlich reichliches Wachsthum unter starker Gas-
entwickelung.

Bei 0,05 Calomel : 10 ebem. Gelatine zeigt sich eine
gewisse Menge des Calomel zu einer dunkelschwarzen Masse
verandert, wahrscheinlich reducirt. Kein Wachsthum im
Stichkanal, nur reichliches Wachsthum an der Oberflache.
Calomel behindert also unzweifelhaft bis zu einem gewissen
Grade das Gedeihen des Bacterium. Nachdem Morax') den

0 Zeitschrift f. pliysiolog. Chemie. Btl. 10, S. 325.



Nachweis» gefiihrt hat, «lass (lalomel hei gewdhnlicher Ver-
dauung die Eiweissfaulniss im Darmkana! nicht behindert,
und nachdem auf der anderen Seite die practischen Erfah-
rungen am Kinderkrankenbett uns alltéglich die hervorragende
Bedeutung dieses Mittels gegenuber gewissen Formen von
Kinderdiarrhden kennen gelehrt haben, werden war an der
Hand der vorliegenden Erfahrung, dass Calomel das Wachstimm
und wohl auch die Wirkungsfahigkeit von B. tactis beschrank!,
jetzt besseres Verstandniss fir gewisse Formen von Diarrhden
erhalten konnen. Wahrscheinlich ist die Calomel Wirkung dort
bedeutungsvoll, wo es sich um die pathogene Wirkung der
von B. laclis allzu reichlich gebildeten Essigsdure handelt.
Auf der anderen beite wird sich aus der gewonnenen Er-
fahrung und vorziglich aus dem Verhalten des B. lactis
in zuckerhaltigen Nahrlésungen, gegeniber den eigentlichen
(verflissigenden), Eiweissfuulniss bedingenden Bactérien, von
denen oben die Bede war, verstehen lassen, warum wir,
was Hirsch ler') gefunden hat, im Stande sind, einer
zu heftigen taulniss im Darmkanale durch Beigabe* von Kohle-
hydraten zur Nahrung zu begegnen. Wir ermdglichen augen-
scheinlich, indem wir B. lactis und ahnliche wie dieses. auf
Kohlehydrate wirkende Bactérien in mdoglichst geeignete und
gute Lebensbcdingungen bringen, jenen Wettstreit der Géah-
rungserreger, in welchem die Eiweissfaulniss bedingenden
Microorganismen unterliegen. Welche Tragweite all<* diese
Gesichtspunkte fur die t ragen der einzelnen Formen der Kinder-
diarrh6en haben, behalte ich mir vor, an anderer Stelle aus-
einanderzusetzen. '

Ueberblicken wir die ganze Reihe der mitgetheilten Unter-
suchungen, so haben wir in B. lactis adrogones (Escherich)
«in Bacterium gefunden, welches den Milchzucker in aus-
giebigster Weise, unter Bildung kleiner Mengen von Aceton,
zu Essigsaure, und weiter zu Kohlensdure, Methan und Wasser-
sloii yergahrt. Nur ganz geringe Mengen von Milchsdure sind
hei dieser Céhrung zu entdecken. Die neutralen inilchsauren

D Hirsch ler. Zeitschrift f. phydolog, Chemie, IM. 10. b. ‘U7.



Sall.o aber ist dieses Bacterium im Staude in buttersaure tber-
zuflihrejn, und das Bacterium reiht sich so den schon bekannten,
von Pasteur und Fitz beschriebenen Buttersiurebildnern
an. Auf Amylum wirkt das Bacterium nur unter SauerstolT-
zut'uhr ein, indess ist eine Zuckerbildung nicht zur Erscheinung
gekommen, vielmehr erscheint auch hier directe Bildung von
Essigsdure. Wahrend ich in fast allen bisher erwéhnten Punkten
nur in so weit zu Ubereinstimmenden Resultaten mit denjenigen
Eschericlfs gekommen hin, dass B. lactis eine intensive Balir-
wirkung auf Zucker hat, konnte ich durchaus bestatigen, dass
eine der Eiweissfaulniss entsprechende Wirkung von dem
Bacterium auf die stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch
nicht ausgetbt wird, vielmehr fehlten, wenngleich ein gewisser
Verbrauch von X-haltigem Material statt hat, die Produite
der Eiweissfaulniss vollstandig. — Die hervorstehende Eigen-
schaft des Bacterium, Essigsaure zu bilden, veranlasst mich,
fur dasselbe den Namen B. aceticum vorzuschlagen, wn>
um so zweckmadssiger sein durfte, als schon einige in der
Milch vorkommende Bactérien den Namen B. lactis flhren.



