Ueber das Vorkommen von Cellulose in Bacillen, Schimmel*
und anderen Pilzen.
Von ' "J

Isidor Dreyfuss.

(Der Redaction zugegangen am 27. Juli 1893.)

Seit Payenl) bestellt Uneinigkeit der Meinungen dar-
uber, ob die Cellulose, der Zellwandbestandtheil der Pflanzen,
ein chemisch einheitlicher Korper sei, hochstens durch soge-
nannte «incrustirende» Substanzen in ihrem physikalischen
Verhalten modiflcirt, oder ob der Begriff der Cellulose mehrere
Arten verschiedener Cellulosen umfasse.

Rudolf Reiss*) stellte die ganze beziigliche Litteratur
zusammen und kam schon auf Grund dieser Sammlung zu
dem Ergebniss, dass «die Einheitstheorie fir den Grundstofl
der Zellmembranen zweifelhaft geworden ist», durch die dar-
auf folgenden eigenen Versuche botanischer und chemischer
Natur aber wurde er darauf gefihrt, in den Zellwanden ver-
schiedener Pflanzensamen eine von der gewohnlichen Cellulose
verschiedene Substanz, «die Reservecellulose» mit Sicherheit
anzunehmen.' Diese Angabe nun, dass diese sogenannte Cellu-
lose kein einheitlicher Korper sei, wurde seitdem durch mehrer=
Untersuchungen bestatigt.

E. Schulze stellte die bisher bekannten Versuche der
Art in zwei Mittheilungen*) zusammen und reihte daran seine
eigenen, aus denen als unzweifelhaft hervorgeht, dass neben

\) Mémoires sur les développements des végétaux. 1844.
2) Ceher die Natur der Reservecellulose und dber ihre Auflésung-

weise hei der Keimung der Samen. Landwirthschaftl. Jahrblcher, Bd. K
s, 711.

3) Zeitschr; f. pliys. Chem., Bd. 14, S. *2*21, und Bd. IG, S. 387.
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der Cellulose, welche die bisher aufgestellten Merkmale tragt,
noch andere Cellulosen in den Pflanzenzellwanden enthalten
sind. E. 6chulze geht bei seinen Versuchen von der An-
jiabe Flechsig s!) aus, dass die Cellulose ein Anhydrid der
Dextrose darstelle und beim Kochen mit verdinnten Mineral-
sauren sich in diese Uberfuhren lasse. Er betont aber mit
Recht*), dass sich diese Angabe Flechsig’s nur auf einen
\ersuch mit einem einzigen Objecte, der Raumwollcellulose,
stutzt und macht nun selbst Versuche mit verschiedenen anderen
Pflanzen, aus denen sich als Resultat ergibt, dass, wie bei
der Baumwolle, so bei sammtlichen anderen unter-
suchten Pflanzen in der Cellulosenlésung nach
der Hydrolyse sich Traubenzucker nachweisen
lasse, dass aber neben diesem, und zwar manch-
mal in ganz betrachtlicher Menge, sich noch an-
dere Zuckerarten finden, die also, da sie naturlich
andere Anhydride haben wie die Dextrose,’ von
anderen Cellulosen abstammen miussen. AlleCellu-
losen aber, die sich so in den Zellwénden der Pflanzen nach-
weisen lassen, theilt er nach einem ganz anderen Gesichts-
punkte, ndmlich nach der L&slichkeit in verdinnten S&uren3)
in zwei grosse Gruppen: einmal in diejenigen, welche das
bisher als strenge Forderung aufgestellte Merkmal der Unlos-
lichkeit in verdinnter Sdure tragen, die «achten Cellu-
losen”, sodann die in verdinnter Salzsdure l6slichen und
also bei seiner Behandlung im Salzsdureextract befindlichen
Zellwandbestandtheile, die beim Kochen ebenfalls in Zucker
ubergehen, die er «Hemicellulosen» nennt..

So fand er neben dem Traubenzucker, thefis *von
achter», theils von «Hemicellulose» abstammend, u. A.
Mannose und Fentaglucose, und er schlagt vor, da die
betreffenden Cellulosen kaum isolirt gewonnen werden kdnnen,
einfach immer auf die Zuckerart zu untersuchen, die sie bei
«ler Hydrolyse liefern und sie auch nach diesen zu benennen,

) Zeitsehr. f. phys. Chem.. Bd. 7. S. 523.
*) 2. Mitthlg. (Zeitschr. f. phys. Chem., Bd. IC, S 389)
3) 2. Mitthl., S. 390.
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so nadmlich, dass man statt der Endung «-ose» die Endung
«-an» anluinge, z. B. das Anhydrid der Galactose Galactan
nenne, wie es in. einzelnen Féllen schon vorher gebrauchlich
gewesen. E. Schulze lésst die Frage zunachst noch offen,
ob, wenn sich irgendwo nach der Hydrolyse mehrere Zucker-
arten zugleich finden, dann dieselben aus einer Mischung oder
aus einer chemischen Verbindung verschiedener Cellulosen
hervorgegangen sein kodnnen.

Es erscheint nun auffallend, dass E. Schulze bei seinen
Versuchen, die zumeist im natdrlichen System ziemlich hoch-
stehende Pflanzen betreffen, gerade bei den Pflanzen, die von
den behandelten am niedrigsten stehen, den Palmaceen, von
der gewdhnlichen Cellulose verschiedene Cellulosenkorper nach-
'weisen konnte. Aus diesem Grunde scheint es wichtig, ' in
dieser Richtung den niedrigeren Pflanzen, besonders den Kryp-
togamen die Aufmerksamkeit zuzuwenden. Ich folgte gerne
der dahin gehenden Anregung des Herrn Prof. F. Hoppe-
Seyler, jene Untersuchungen auf Umwandlungsfahigkeit der
Cellulose in Dextrose und, wo es mdglich War, in andere
Zuckerarten, des fernem auf ihre Scheidung in «achte» und
in « Hemicellulosen » weiter auszudehnen gerade auf die im
System am niedrigst stehenden Korper, auf hohere Pilze,
Schimmelpilze und Bactérien. Eingeschlossen in die Versuchs-
reihe wurde auch ein Versuch mit verkasten tu bereu ldsen
Lymphdrusen, in denen, wie in allem tuberculdsen Ge-
webe und Blut, nach einer Angabe von Ernst Freund’)
Cellulose enthalten ist.

Was zunéchst die hoheren Pilze betrifft, so ist man
sowohl unter Botanikern wie Chemikern noch sehr im Zweifel
Uber.die Natur ihrer Zellmembran. Wahrend C. Richter®)
eine eigene, von der gewohnlichen Cellulose verschiedene
«Pilzcellulose» leugnet, halt De Bary3) an dieser fest und
findet ihre Unterscheidungsmerkmale von der Cellulose héherer

") Wiener medic. Jahrbicher, 1880, S. 334.
*) Sitzungsber. d. Wiener Acad., Bd. 83, S, 494.
*) De Bary, Vergleichende Morphologie und Biologie der Pilze, 8. \
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Pflanzen in ihrer Unl6slichkeit in Kupferoxydammoniak, sowie
in dem Mangel der Jodschwefelsdaure-Reaclion. Jedoch werden .
wir weiter unten sehen, dass in beiden Punkten die Pilze
sich. nach gehdriger Behandlung ahnlich verhalten wie die
hoheren Pflanzen.

Wir kommen nun zu den Bactérien. Wahrend Uber die
chemische Zusammensetzung der Hefepilze seit lange und
(leissig gearbeitet wird, und speciell auch die Cellulose dabei
berticksichtigt wurde, wahrend ebenso der Chemismus der
Stoflwochselproduete der Spaltpilze schon mehrere Unter-
suchungen erfahren hat, war Uber die chemische Zusammen-
setzung der Spaltpilze selbst bis in die letzten Jahre Hinein
so gut wie gar nichts bekannt. Bricger') macht gelegent-
lich seiner Untersuchungen uber die Spaltungsproducte der
Bactérien allerdings auch schon Angaben Uber die chemische
Zusammensetzung der Bacillen selbst, aber er macht keine
Angaben Uber Cellulose.

Den Grund nun fir jene Thatsache, dass die analytische
Forschung die Ausscheidungsproducte der. Bactérien unter-
suchte, sich um die Urheber jener Metamorphose aber nicht
kiimmerte, suchten Nencki und Schaffer’), die'ersten
Untersucher auf diesem Gebiete, mit vollem Rechte nicht in
der-Schwierigkeit, die nothigen Mengen von Material zu be-
schaffen, sondern vielmehr darin, dass die Trennung der isolirt
zu behandelnden Cullurcn von der Nahrflussigkeit so ungemein
M'hwer fallt. Denn bekanntlich sind die Bacillen so Kklein,
dass sie bei unsern gewohnlichen Filtern anfangs, die Boren
pasairend, ins Filtrat gehen, nachher aber dieselben verstopfen
und ein weiteres Filtriren oder gar Auswaschen illusorisch
machen. Nencki und Schaffer lberwanden diese Schwierig-
'wt dadurch, dass sie die Culturen mit verdinnter Mineral-
fiurc fallten. Aber ihre Arbeit verliert hinsichtlich der Cellu-
ose dadurch sehr an Bedeutung, dass sie die Culturen nachher

(h N BLée%erSSPaltungsproducte der Bactérien. Zeitschr. (, Physiol
ernie," Bd. 9, S. 7.

J) Ueber die ehern. Zusammensetzung der Faulnissbacterien. Journal
L bract. Chenue, Bd. 20 (N. F.), S. 443.
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durch Leinwand abfiltrirten und mittelst Fliesspapiers trock-
neten. Dadurch musste natirlich fremde Cellulose in Menge
hineinkommen und zweifelhaft werden, ob die am Schluss
gefundene Cellulose von den Bactérien oder von jenen Fremd-
korpern herrthre. Ebenso verhdlt es sich mit den andern
Arbeiten aus demselben Laboratorium. So will Bovetl)
Cellulose in den Bacillen des Erythema nodosum, und Albert
Hammerschlag™) in Culturen von Tuberkelbacillen, ebenso
nachher Nadina Sieber3) in Schimmelpilzen nachgewiesen
haben. Aber alle diese Arbeiten leiden an dem oben ge-
nannten Mangel, der die Herkunft der gefundenen Cellulose
zweifelhaft macht. Durchaus ungentigend war auch in all
diesen Versuchen der Nachweis der Cellulose selbst, denn nach
der der Kupferprobe voraufgegangenen Behandlung konnten
wohl noch verschiedene reducirende Korper in der Substanz
enthalten sein. Ausserdem hatte Hammerschlag auch
Nahrlosungen, die sehr reich an Kohlehydraten waren und
so Fehlerquellen abgeben konnten.

Vorsichtiger war Livio VVincenzi*), der durch Asbest
abfiltrirte. Derselbe hatte aber in Bezug auf Cellulose nega-
tives Resultat.

Positiven Befund ergaben dagegen die Versuche von
A. Brown5) mit Bacterium xylinum. Besonders interessant
ist dabei die Beobachtung, dass die Cellulose nicht nur, wenn
sie aus Dextrose, sondern auch wenn sie aus Lavulose ge-
bildet war, beim Kochen mit verdinnter Sdure in Dextrose
ubergeht. Denn dadurch wird gezeigt, dass jene Bactérien
aus irgend welchen Kohlehydraten, nachdem sie dieselben

*) Feber die chemische Zusammensetzung der Bacillen des Erythema
nodosum. Monatshefte ¥ Chem., Bd. 9, S. 1154.

-) Bacteriologisch-chemisehe Untersuchungen der Tuberkelbacillen.
Monatshefte f. Chemiel Bd, 10, S. 9—18.

/') Beitrage zur chemischen Zusammensetzung der Schimmelpilze.
Journal far.pr. Chemie. Bd. 23, S. 418.

¥ Ueher die chemischen Bestandtheile der Spaltpilze. Zeitschritt
fur phys. Chemie, Bd. 11, S. 181.

-y Chem. Sue. 1887, 1, S. 043, sowie 1886, 1, S. 432. Ref.s. B-:
«l. deutsch, ehern. G., Bd. 20, Referats!). S. 580.
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assimilirt, Cellulose selbstandig zu bilden und ihrem Korper
anzusetzen vermaogen.

Hier anschliessen mochten wir einige Bemerkungen be-
treffend die Untersuchungen Ernst Freund’sl) lber Cellu-
lose in Tuberkeln und im Blute TuberkulGser. Denn sonder-
barer Weise bezient E. Freund die Cellulose, die er hier
findet, nicht auf Anwesenheit von pflanzlichen Organismen,
speciell von Bactérien, was doch so nahe l&ge, sondern er
betrachtet die Cellulose als «eines der chemischen Substrate
der bei der luberkulose auftretenden Wucherungen» und er-
innert, daran anschliessend, wie zur Parallele, an jene Fille,
wo schon friher Cellulose bei thierischen Organismen, wie
bei den Ascidien und Tunicaten, nachgewiesen sei. Was nun
aber die Art betrifft, wie E. Freund seine Untersuchungen
anstellte, so zeigt dieselbe verschiedene Mangel. Erstlich fehlt
uns jede Angabe dartber, wie weit bei den Untersuchungen
das Hineingelangen von fremder Cellulose vermieden wurde.
Dass hierauf wahrscheinlich keine Ricksicht genommen wurde,
darfen wir wohl aus dem Umstande schliessen, dass zu den
meisten der \ ersuche tuberkultses Lungengewebe, das ja seiner
Natur nach viel Cellulose intra Yitam aufgenommen haben
kann, verwandt wurde und so diesen méisten Versuchen von
vornherein der Werth des etwaigen Resultats geraubt wurde.
Aber auch bei den wbrigen Untersuchungen und von einer
etwaigen Unvorsichtigkeit abgesehen, ist der Nachweis der
Cellulose keineswegs ein sicherer, und das Gleiche,, was oben
bucits bezilglich der \ ersuche mit Bactérien gesagt ‘'wurde,
gilt auch hier. E. Freund extrahirt ndmlich die zerkleinerten
und gewaschenen Massen mit Alkohol, Aether und verdinnter
Mineralsdure, unterwirft die Gbrigbleibenden «Kiigelchen» der
Hydrolyse und dann der Tromm er’sehen Probe. Das Kupfer
wird reducirt, und nun hélt er die ganzen nach der Saure-
behandlung ungeldst bleibenden «Kiigelchen» fir Cellulose.
Dass bei dieser wenig durch- und angreifenden Behandlung
verschiedene reducirende Korper Zurtickbleiben konnten, die

y A a 0.
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keineswegs besonders resistent zu sein brauchten und desshalb
von der Cellulose sehr verschieden sein konnten, und dass
daher auf diese Art ein einwandsfreier Nachweis der Cellulose
nicht gelingen kann, liegt auf der Hand. Wir werden weiter
unten zeigen, wie wir die Cellulose isolirten, sodass nachher
nach der Hydrolyse jeder andere reducirende Koérper ausser
von der Cellulose stammender Dextrose ausgeschlossen war,
und so natdrlich obigen Uebelstand vermieden.

Wir sehen also, wenn wir die Ergebnisse der Litteratur
zusammenfassen, hinsichtlich der Bactérien keine unanfecht-
baren Versuche Uber Cellulose, hdchstens diejenigen wvon
A. Brown, und was die hoheren Pilze betrifft, Uneinigkeit,
ob sie «gewdhnliche» oder «Pilzcellulose» enthalten. Diese
Fragen behandeln die in Folgendem beschriebenen Versuche.

Der Weg, den ich im Allgemeinen einschlug, war in
Kirze folgender: Die Objecte wurden — in den ndéthigen
Fallen nach vorhergehender Zerkleinerung — mit Wasser
gewaschen, mit Alkohol, Aether, verdinnter Salzsaure (un-
gefahr 2u/0)i verdinnter Natronlauge (ebenfalls etwa 2°/0)
extrahirt, und zwar mit sammtlichen Extractionsmitteln langere
Zeit (einige Tage) stehen gelassen und dann erwéarmt. Der
nach der Extraction mit diesen vier Medien bleibende Rest
wurde sodann im Oelbad mit concentrirtem Aetzkali auf 180°
erhitzt. Denn bei dieser Behandlung bleibt, wie F.Hoppe-
Seyler*) gezeigt hat, die Cellulose vollstandig unverandert,
wahrend alle anderen organischen Substanzen sich zersetzen,
eine Angabe, auf die G. Lange*) sogar eine quantitative
Bestimmung der Cellulose gegriindet hat. An diesem Ver-
halten + der Cellulose gegen Aetzkali hat man eine scharfe
Grenze fur die Cellulose. Bis jetzt nun ist dies Verhalten
nur fir die eigentliche, die bisher aufgestellten Merkmale
tragende Cellulose, die also bei der Hydrolyse Dextrose liefert,
bekannt. Es koOnnte aber sehr wohl sein, dass bei den
Pflanzen noch andere Cellulosen Vorkommen, die andere i

[) Feber die Bildung von Huminsubstanzen, Zeitschrift fur [>ly~
' Cl)ein., Bdi XIII, S, 81. -MM
2) Zeitschr. f. phys. Chemie, Bd. X1V, S. iJ83.
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Zuckerarten liefern, und die gleichwohl jenes Verhalten zum
Aetzkali zeigen. Jedenfalls ist dieses Verhalten, diese eminente
Resistenz, fur Cellulose sehr charakteristisch, und man hat
darin ein vorzugliches Unterscheidungsmerkmal derselben gegen
eine grosse Zahl von Kohlehydraten und andere Korper, die
in den Pflanzen mit der Cellulose vereinigt Vorkommen. Ge-
stitzt auf diese Eigenschaft ist man im Stande, auch in
kleinen Quantitaten das Vorkommen der Cellulose festzustellen,
und was besonders wichtig und angenehm erscheinen-mag!
es bleibt bei dieser Behandlung sogar die Textur des Gewebes
volistdndig erhalten, wovon man sich durch das Mikroskop
leicht Uberzeugen kann. Man erhitzt nur mit sehr wenigl)
Wasser und viel Aetzkali langsam und die Textur bleibt dann
geschont. Die Anordnung bei der Kalischmelze war im Wesent-
lichen die gleiche, wie sie F. Hoppe-Seyler*) angegeben,
und ihre Schilderung mag desshalb hier unterbleiben.

Bleibt nun nach diesem Processe ein ungelOster Rest,
der nach Auflésung in concentrirter Schwefelsdure und Kochen
der verdinnten Lo6sung den Nachweis von Traubenzucker
gestattet, so darf es nach den oben citirten Versuchen
h Hoppe-Seyler’s als sicher hingestellt werden, dass
jener ungeloste Rest aus Cellulose bestand3) und es madg jetzt
erkannt werden, wie unsicher, von allem Anderen abgesehen,
die friheren Untersuchungen waren, die nach einfacher Ex-
traction mit Alkohol, Aether und hdchstens noch mit ganz
verdiinnter Natronlauge in dem Reste nach Cellulose suchten,
in einem Reste also, der ganz gut andere Kohlehydrate von
ahnlicher Zusammensetzung enthalten konnte, sowie andere
Kdoiper ), die nach dem Kochen mit Sadure Kupferoxyd redu-
ciroiT, ohne Traubenzucker zu sein.

) Die Substanzen sind, mit etwas Wasser befeuchtet, mit dein
I‘ifachen Gewichte Aetzkali zu erhitzen. Verdinntes Kali kann zersetzend
wirken (F. Hoppe-Sey 1ler).

2) A.a. O, S T77.

3) Auch Hemicellulosen konnen der Einwirkung ,des Aetzkali hei
lioher Temperatur Widerstand leisten.

4) F. Hoppe-Sey le r, Handbuch, 4. Auft. — Landwehr, Leber
Muem, Metalhumin und Paralbumin. Zeitschr.f. phys. Cbem,, Dd. $,S. 114.
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Es wurde also nach dem Erkalten die Masse — das
wenige Wasser war durch den Kihler abgelaufen — aus der
Retorte herausgewaschen, mit verdinnter Schwefelsdure an-
gesauert, und, da sich dabei in der Regel sehr viel Kohlen-
saure entwickelte, einige Zeit zum Absetzen des UngelOsten
im Vacuum stehen gelassen. Sodann wurde das Ganze durch
Asbest filtrirt, das auf dem Filter gebliebene gut gewaschen
und das ganze Filter im Luftbade bei 105° getrocknet, die
getrocknete Masse bis zur Durchtrankung des Asbestes mit
concentrirter Schwefelsdure Ubertropft und kurze Zeit Uber
Schwefelsdure stehen gelassen. Die Masse ward nachher mit
etwa der zwanzigfachen Menge Wasser Ubergossen, so dass
sie ungefahr 5°/0 Saure enthielt und Uber freier Flamme 1—2
Stunden erhitzt, noch heiss neutralisirt (in der Regel mit
Raryumcarbonal), filtrirt und eingedampft. Bei dem so ent-
standenen Syrup wurde sodann die Untersuchung auf Trauben-
zucker vorgenommen, und zwar bediente ich mich dabei in
sammtlichen Fallen sowohl der Trommer’sehen Probe, als
auch hauptsachlich der Phenylhydrazinprobe, in manchen
Fallen auch der Gahrungsprobe, indem dabei der Alkohol
mittelst der Jodoformprobe, die Kohlensdure mit Barytwasscr
nachgewiesen wurde.

Nattrlich wurde, wo es die Menge erlaubte, auch auf
die Loslichkeit in Kupferoxydammoniak gepruft. Jedoch er-
scheint diese Absicht von vornherein ziemlich aussichtslos bei
den Bactérien, wo man nach der Behandlung mit Natronlauge
Uberhaupt makroskopisch nichts mehr erkennen kann — was
schon Nencki und Schaffer berichten und auf die Ldsung
ihres Mycoproteins zuriickfihren —, vielmehr auf die Weiter-
behandlung des als Filter benltzten Asbestes angewiesen ist.

Selbstverstandlich musste bei der ganzen Procedur sorg-
sam darauf gesehen werden, dass keine Cellulose von aussen
in die zu behandelnden Massen hineingelangle, dass also vor
Allem sammtliehe Gegenstande, die irgendwie in Betracht
kamen, bestdndig vor Staub geschitzt waren und nie mit
Papier und dergl. in Berihrung kamen. Desshalb wurde m
durch Papier filtrirt, sondern immer Asbest benttzt und zwar
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vorher geglihter Asbest. Ebenso wurden bei Herstellung der..
Gulturen nur Asbest, nie Baumwollpfropfen als Verschluss

verwandt. Kurzum, bei dem ganzen Processe ging ich so
zu Werke, dass ich mich vor der Verunreinigung durch fremde

Cellulose vollstdndig geschitzt wusste.

Im Einzelnen nun stellten sich die Resultate, die ich in
der Reihenfolge gebe, in der die Versuche angestellt wurden
folgendermassen :

I. Eine Polyporus-Art.

Der zuerst zur Untersuchung gekommene Pitz, eine von

einem abgestorbenen Pappelstamme abgenommene Polyporus-
Art, ein besonders harter und zéher Pilz; wurde zuerst vollig

von den ausseren, mit Holz in Bertihrung gekommenen
belachten befreit und dann behandelt, wie oben geschildert.

Von der auf diese Weise erhaltenen LOsung wurde ein
Theil zur Untersuchung auf Traubenzucker verwandt. Dieselbe
reducirte alkalische Kupferlésung sehr stark und ergab bei

der Phenylhydrazinprobe einen Niederschlag, der unter dem
Mikroskop die bekannten Glucosazonkrystalle zeigte. Es muss

angenommen werden, dass der grdsste Theil aus Trauben-
zucker bestand.

Mit dem Reste der vergohrenen Flissigkeit wurde
die Probe mit Phloroglucin und Salzsiure auf Pentagiucose
angestelll, deren Vorhandensein auch nach der Gahrung recht
«olil angenommen werden konnte, da ja die Xylose durch
Hefe unvergahrbar ist. In der Thal wurde auch durch Er-

itzen mit Phloroglucin und Salzsdure eine schone rothe Flissig-

en erzielt, die bei langerem Stehen immer dunkler und kirschen-
arbiger wurde. Des Vergleichs halber wurde nun dieselbe

trobe mit unvergohrener Flissigkeit gemacht, und auf-

a en er Weise fiel sie hier, wenn auch ebenfalls deutlich,
doch viel schwécher aus. Ein Versuch, den ich deshalb mit
| T ,6 alein anstell*e, hatte ein negatives Resultat. Viel-
eicht lasst sich jener Umstand, dass namlich Pcntaglucosen-
reaction Dbei vergohrener Flissigkeit deutlicher ist als bei
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unvergohrener, der Angabe von E. Schulzel) an die Seite
stellen, der auch bei seinen Syrupen nach Auskrystallisirung
und Entfernung des Traubenzuckers — ein VVorgang, welchem
hier die Entfernung durch Ga&hrung entsprache — eine viel
deutlichere Pentaglucosenreaction bekam, woraus er schliesst,
dass vielleicht die Gegenwart von Traubenzucker jeher Reaction
schadet. ~ ! '

Ein Theil des bei der Kalischmelze Ungel6sten war auf-
bewahrt worden. Dasselbe war in Kupferoxydammoniak fast
vollstdndig 16slich und Hess sich als weisser Koérper durch
verdinnte S&auren wieder ausféallen. Es Hessen sich die Par-
tikelchen unter dem Mikroskope durch Jod und concentrirte
Schwefelsdaure nur blass-violett farben, das bei der Kalischmelze
Ungeldste trug also nicht alle Merkmale der Cellulose, Jeden-
falls ist diese Violett-, nicht Blaufarbung die einzige auf-
fallende, aber scheinbar geringe Verschiedenheit.

Was nun die Umwandlung dieser Cellulose in verschiedene
Zuckerarten betrifft, so haben wir gesehen, dass in unserer
Endflissigkeit, die nach der beschriebenen Behandlung natlr-
lich nur «&chte Cellulose» enthalten konnte, nach der Hydro-
lyse hauptsachlich Dextrose, wie in allen bisher untersuchten
Pflanzen, nachzuweisen war, daneben aber eine gewisse Menge
von Pentakohlehydraten. Die «aichte Cellulose» des

behandelten Pilzes besteht also aus Anhydriden dieser
verschiedenen Zuckerarten.

ll« Agarieus campestris (Champignon).

Die Behandlung war im Wesentlichen dieselbe wie im
vorigen Falle und wurde nach mehrfacher Kalischmelze ein
grau-weisses Pulver erhalten, das sich, wenn auch schwer,
in Kupferoxydammoniak aufloste und durch verdinnte Sauren
daraus als weisser Niederschlag wieder erhalten werden konnte,
entgegen der Angabe f remy s!), nach der die Cellulose des
Champignon in Kupferoxydammoniak vollstandig unléslich
sein- soll.

J 2. Mittheilg,, S. 417.
2) Jahresbericht 50.
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Nachdeni das bei der Kalischmelze erhaltene Pulver i»
derselben We.se wie im vorigen Falle weiter behandelt wwt

c.hielt man eine Masse, welche alkalische Kupferlosung sehr
sa ¢ leducirte und bei Einwirkung von Bierhefe reichliche
ftjhrung zeigte. Die Phenylhydrazinprobe ergab einen Nieder-
“chlag, der unter dem Mikroskop Krystalle von der typischen

torm und Lagerung der Glucosazonkrystalle darbot, ]
aber durch ungewohnlich kieine Dimensionen ausreit

neten, so dass sogar starke Vergrosserung zu Hilfe genommen
werden musste. An der Identitat derselben konnte aber u *

soweniger gezweifen werden, als sie beim mehrfachen (m-
rystalhsirep aus Alkohol immer gleich blieben, als ferner

wie envalm, die Hefegahrung eine sehr starke war,Undals
dr. tens ja durch den vorigen Versuch bewiesen ist Aass

Pi etvorknommtFOy/ rOn Dfx,rosénanhydrid bei den hoheren

1 uzen vorkommt. Wir werden weiterhin in allen Fallen au
diese Formen stossen. Aber Form und Lagerung der Krystalle

«ar die gewohnliche-nur ihreGrosse differirtevon dergewohn-
cl. gesehenen —, und Gaél.rung und Reduction waren sel r
reichlich, was nach der Kalischmelze ,,ach den bisherig",, E -

? ™ngCn D,cht leichl elnom an”ern Koérper als der Cellulose und

aus gewonnenem Traubenzucker zugeschrieben werden kann.

ie Prufung mit Phloroglucinsalzsaure auf PentaAucosen
ergab nur einen leicht réth.ichen Schimmer, auchwvvA

. F

berhau nT!.-"2,1 Ve~~ubhen war gezeigt, dass die Pilze
te Celltl,’so» enthalten, und es

kognte
x.rirl]
A oe mu e niedrigsten PHZER; “W@n™Bactérien ¥4

FeinT-t | a™ITCnife konnten hier in allen Fallen, bei'der
von venvandtenTv T "t b°' Vcrhg,Inissm5ss|g grosser Menge

‘mntersudiung! =~ tuberkulOso «*Wo Lymphdrésen zur
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HI. Verkaste Lymphdrusen.

Eine grdssere Menge stark verkaster tuberkuléser Lymph-
drisen — Lunge wurde aus oben entwickelten Grinden nicht
gewahlt — wurde in der Reibschale zerkleinert und wie die
vorigen Objecte behandelt. Nach der Behandlung mit Natron-
lauge war in der mittlerweile beim O6fteren Filtriren hinzu-
gekommenen Asbestmasse makroskopisch nichts mehr zu sehen,
und auch mikroskopisch gelang es nicht, die von Freund
angeblich erreichte blaue Farbung mit Jod — Chlorzink zu
erzielen. Der Umstand, dass nach der Behandlung mit ver-
dinnter Natronlauge makroskopisch fast nichts mehr zu sehen
war, ist ein Beweis daflr, dass die Meinung Freund'’s, die
ganzen nach Behandlung mit verdinnter Saure ungeldsten
* Klgelchen» bestdnden aus Cellulose, auf Irrthum beruhen
muss. Nach der Extraction mit Natronlauge wurde die ganze
Asbestniasse in der Ublichen Weise mit concentrirtem Alkali
auf 180° erhitzt und dann wie in den vorigen Fallen weiter
behandelt behufs Umwandlung von etwa vorhandener Cellu-
lose in Dextrose. Diedann folgende Untersuchung auf Letztere
<*rgab deutliche Reduction von alkalischer Kupferlosung. Die
Phenylhydrazinprohe lieferte einen ziemlich reichlichen Nieder-
schlag und dieser bot tiberraschender Weise unter dem Mikroskop
dasselbe Bild, das er bei der Untersuchung von Agaricus cam-
pestris gezeigt hatte, namlich jene ausserordentlich kleinen
Krystéllchen, die aber vermodge ihrer Lagerung und Form
nidit anders denn als Glucosazonkrystalle gedeutet werden
kdnnen.

Ein Theil des Asbestes wurde mit Kupferoxydammoniak
Ubergossen. Eine Auflosung war naturlich nicht sichtbar,
doch wurde aus dem abfiltrirten Kupferoxydammoniak durch
verdunnte Salzsaure ein im Ueberschuss der Saure unléslicher
Niederschlag, also Cellulose, gewonnen, wie ja auch nach
Nagelil) die Cellulose der Essigmutter in Kupferoxydammoniak
I6slich ist.

Wie aus Obigem hervorgeht, konnte ich die Angabe
Freund’s, dass in tuberkulésen Geweben ein Korper vor-

¥ Journal f. prakt. Chemie, Bd. 17. S. 4*22.
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Landen sei, der in gewoéhnlichen Losungsmitteln unléslich
s,ch in concentnrter.Mineralsaure 16se, beim Kochen der ver-
dinnten Losung in Dextrose uUbergehe, der sieh weiterhin in

up eroxydammoniak 16st und daraus als weisser Niederschlag
wieder erhalten werden kann, bestdtigen und konnte diese,!

Korper, nachdem er sich einerseits beim Erhitzen mit concen-

Irirtem Aelzkah nicht gelost hatte, und nachdem andererseits
seine Lmwandlung ,n Traubenzucker durch die Phenylhydrazin-

probe viel sicherer nachgewiesen war als durch die Trim-
mer sehe Probe allem, um so gewisser fir Cellulose erklaren
mir ist diese sicherlich nicht in so grosser Menge und in Form
von Kiugelchen vorhanden, wie es Freund angibt.

Die Phloroglucinsalzsdureprobe (auf Pentaglucosen) ergab
nur einen schwach roéthlichen Schimmer. Die Untersuchung

a,l Mannose (Niederschlag durch essigsaures Phenylhydrazin
m der Kalte) ergab negatives Resultat.

Es konnte also im Wesentlichen nur die Cellulose con-
s atirt werden, welche bei der Hydrolyse Dextrose liefert, Ob

li'.'h" 1"""r’ l-cund will. als «chemisches Substrat» der
tuberkulosen Gewebe aufzufassen sei oder ob sie auf darin

enthaltene Bactérien zuruckgefihrt werden misse, das (ehren

TI\/T6 "Tnh3tn1Cnden Vorsuchemit Reinculturen, die in der
, T da3Sf be lieferten, wie die tuberkulésen Lymph'

Irtisen, also den Schluss rechtfertigen, dass die in den
u er u.6sen Geweben vorkommende Cellules!

enthaltencn

1VV. Bacillus subtilis.

Zur Erhaltung der Reincultur verfuhr ich nach Robert;
= = lans Buchner ), indem ich ein lleuinfus ! Stund.

A von ,Il\enj;)af:i‘lleao‘bedeckt hatte. »Nu-rl- Z r'at$

" fdran zu denken dieser sehr viel Heutheilchen ent:

") Untersuchungen Ober niedere Pilze, S. Ho, Anm.



haltenden Flissigkeit die Cellulose als Bestandteil der Bacillen
nachzuweisen, der Bacillus musste zuerst auf eine von fremder
Cellulose sowie auch von sonstigen Kohlehydraten freie N&hr*
i0sung Ubergeimpft werden. Dazuwurde die alte Pasteur’sehe
LOosung bendtzt, die auf einen Liter Wasser 10 gr. Pepton
und etwas Kaliumphosphat und Magnesiumsulfat enthalt. Mit
dieser Flussigkeit wurden mehrere grossere, 2—3 L. haltende
Kolben, sowie ein kleines, Kolbchen zur Halfte angefillt. Von
der dargestellten Cultur wurden nun auf das kleine Kolbchen
und erst von diesem aus nach einem Tage auf den Inhalt
der grosseren Kolben, der chemisch verwendet werden sollte,
ubergeimpft. Auf diese Weise erhielt ich Culturen, die von
Heu und sonstigen Verunreinigungen sicher frei waren. Die
Kolben wurden mit Asbest verschlossen.

Bezlglich des Verhaltens der Culturen auf diesem Nahr-
boden sah ich das Namliche, was G. Vandéveldel) in
seinen «Studien zur Chemie des B. subtilis» von seinen auf
Fleischextract I6sung geziichteten Culturen schildert. Am ersten
Tage tribt sich die Flussigkeit, wird am dritten Tage wieder
klarer, aber nicht mehr ganz klar, und zeigt nachher auf der
Oberflache eine derbe, graue, zusammenhangende Haut, die
nach einiger Zeit aufspringt und zu Boden sinkt, um ein.-
neue,, zartere Decke folgen zu lassen. Nach drei Wochen war
die ganze Flissigkeit von sich bewegenden Bacillen durch-
setzt, wie ich mich des Oeftern mittelst hangender Tropfen-
préparate Uberzeugte.

Auf diese Weise erhielt ich reichliche Mengen von Cul-
turen. Nun trat aber eine Hauptschwierigkeit heran, die
schon, wie erwahnt, von Nencki und Schaffer gebihrend
gewdtrdigt wurde, ndmlich die Culturen von der Nahrflussig-
keit zu trennen. Ich fdtrirte einfach durch gegliihten Asbest
ab, soviel Geduld und Zeit dies Verfahren auch fordert. Die
abfiltrirten Culturen wurden mit Wasser gewaschen, mit,
Alkohol, Aether u. s. w. exlrahirt, mit concentrirtem Alkali
auf 180° erhitzt und, wie bereits geschildert, weiter behandelt

") Zcitschivf. phys. Chemie, Bd. XIlII, S. 307.



Wiufs Umwandlung von etwa vorhandener Cellulose in 7m t

Die am Ende resultirende Flussigkeit er-ab in ) u r

stellten Versuchen schworen ,u , f. “ Mal ahge-
alkalischer Kupferlosun»  Die* pr 7! '7° Rcduclioh von
wieder jene charak Sehen | . P robc ergab

[ m ol
?_slotgng%?lrls M"’dass di%»l_'lﬁ»!» n .°,! 0 W kenn(eg
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lurein Anhydrid der Dextrose erkli on F,
versuche reichte leider das Material nicht

V. Eiterbacillen.
Fm von Herrn Privatdocent Dr. Martin R «, i

s pyelogophrjiiscem, tuin dargestellter ERtent> s avur
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bedeckt war, die Gelatine bei 250 verflussigt, durcheinander-
geschuttelt, und so die Oberflache flir neue Generationen frei
gemacht wurde. Im Urin zeigte sich wenige Tage nach dem
Einbringen der Keime die Oberflache von einer grauen Schichte
bedeckt und spater die ganze Flassigkeit von”~Bacillen durch-
setzt. Jedoch war die Vermehrung hier eine weniger starke
als agf der Gelatilne-’BouiIIon. L v
Beide; Arten von Culturen, Gelatine sowohl wie Urin,
blieben mehrere Wochen stehen und wurden dann jede fir
sich untersucht. Unter dem Mikroskop boten beide das gleiche
Aussehen. Die Gelatine- Culturen wurden im Heisswasser-
trichter abfiltrirt und gewaschen. Im Uebrigen war die Be-
handlung die namliche wie im vorigen Falle. Ebenso stimmte
das Resultat genau mit dem vorigen Uberein: Die am Schltsse
des Versuches erhaltene Flussigkeit reducirte deutlich alkalische
Kupferlésung, und die Phenylhydrazinprobe ergab wiederum
jerm Krystéallchen, die uns in dieser Dimension jetzt schon
Bekannte geworden sind. Das vorhin Gesagte auch hier an-
gewandt, enthalt also auch dieser Bacillus «achte Cellulose»
im Sinne E. Schulze’s, und zwar wiederum solche, die bei
der Hydrolyse Dextrose liefert, also deren Anhydrid dar-
stellt. Zu Gahrungsversuchen, sowie zur Untersuchung auf
andere Zuckerarten fehlte leider auch hier das Material.

V1. Aspergillus glaucus.

Wahrend der beschriebenen Versuche waren auf den
aufbew ahrten alkalischen Ldsungen, die von den Extractionen
der verschiedenen Objecte mit Natronlauge herrihrten, dickte
Schimmelrasen und zwar solche von Aspergillus glaucus ent-
standen. Da dieselben durch bestandiges Zudecken vor Ein-
dringen von Staub geschitzt waren, konnten sie recht wohl
zur Untersuchung auf Cellulose verwandt werden. Ich ver-
fuhr mit den Schimmelpilzen ebenso wie mit den vorher-
gehenden \ ersuchsobjecten und erhielt am Ende eine Flissig-
keit, die Kupferoxyd deutlich reducirte und bei der Phenyl*

hydrazinprobe eben jene mit Ausnahme des ersten in allen
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vorhergehenden Féllen gefundenen Kryslallfiguren lieferte
diesmal etwas grower, aber immer noch starke Linsen ver-
C'Thilo Auch t,es* Scliinimclpilze enthalten also «achte

Un  WahrScheinlicl"vieder solche, die Dextrose

Damit scldiesse ich den ersten Theil meiner Mittheiluneen

Dieselben ergeben, dass sammtlicbe zurUntersucwWw/
gekommenen Pilzarten, sowohl die hoheren gToT e

My cel verbande bildenden, als auch besondirS

|—*-. 2388

10l mVaS Vcrhalten dieser Cellulose bei der Hydrolyse
°nm, so haben wir gesehen, dass sie, allen andern Ws,

m eismhten Pflanzen entsprechend, in sammitticlien Fallen
I<I; sn *>**>>* flherihren ness, bei dem einen der mi>

uch”™nb”eren Pilze jedoch auch PentaglucOsen ,<S *
Du den Bacter.cn und Schimmelpilzen auf diese lelzteren

@Og1T1rto
-ler Untersuchung des ersten Pilzes', in »o T ST EET
stimmend ungemein klein waren, aucli heim n '

|;obe gefundene Cellulose auf darin befindliche

- etenen zu beziehen, nicht aber, wie E F
lliciiteVis;cl,em,Sches SuDstrat» jener Gewebe zu *be-

S'S1SSsS f-icellulose,,» betrim, so

micht auf Hemicellulosen bezogen wmfan i

E£2h *** * «* M



jenen Extracten enthalten sein kodnnen, jene Deutung eine
ganz unsichere ist.

Betrachten wir das Gesammtresultat, so kann bei den
zuerst untersuchten Pilzen, besonders bei Polyporus als sicher
constatat werden, dass sie wirkliche Cellulose enthalten,
die durch Unloslichkeit beim Schmelzen mit Aetzkali Charak-
terisirt ist und zwar solche, die bei der Hydrolyse im Wesent-
lichen Traubenzucker liefert. In den anderen haben sich
allerdings auch Spuren gefunden von Korpern, die beim
Schmolzen mit Aetzkali einen Rickstand liefern, welcher die
Charaktere der eigentlichen Cellulose zeigt, aber in so geringer
Quantitat, dass eine weitere Untersuchung durchaus noth-
wendig erscheint, da von dem Glucosazon die ndheren Charak-
tere nicht weiter untersucht werden konnten ausser der
Krystallform, und auch die Reductionsprobe nur sehr schwach
ausfiel.  Ueberliaupt sollen bei der Schwierigkeit dieser Unter-
suchungen, die beschriebenen Versuche nur als Vorversuche
gelten, aber jedenfalls ist ihre Angangigkeit bei dem Mittel,
«las wir in dem charakteristischen Verhalten der Cellulose
gegen Aetzkali besitzen, diese auch in kleinsten Mengen sicher
zu bestimmen, unzweifelhaft.

Ist es nun auch zunachst noch nicht gelungen, flur ver-
schiedene Baderien verschiedene Cellulosen als fir die ein-
zelnen Arten charakteristische Bestandtheile nachzuweisen, so
muss, bei der von E. Schulze klar gezeigten Thatsache, dass
verschiedene Pflanzen verschiedene Cellulosen enthalten kénnen,
und bei dem obigen Befunde der beiden hoheren Pilze,
jene Thalsachen auch fir die Klasse der Fungi beweist,
dennoch die Mdoglichkeit einer chemischen Unterscheidung
mancher Ba rien zugegeben werden. Insbesondere ist es
nicht aiisges  »ssen, dass auf diese Weise der Streit tber dir
Identitdt oder Nichtidentitdt mancher Bacterienarten einst
einem Ausgleiche n&her gebracht werden kann.

Neben den bisher Dberichteten chemischen Versuch
gingen solche anderer Art einher, welche die Farbung -
Bacillen heiraten. Es schien namlich interessant, nach tk
Extrahirung mit den verschiedenen Medien jedesmal die Fail"
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kiaft der Bacillen auf Zu- oder Abnahme zu prifen und
dadurch zu erfahren, oh, eventuell durch wefchéa

Lxtrahens der die Farbe bindende Ko&rper eirt-
[1°cge™ ""eride- Auch A. Hammerschlag-) hatte sei
darauf geachtet. Er prufte seine Tuberkelbaeille» 1,

v si : | _ A .

t SIS mﬁ ﬁ‘ﬁrc])ln%ll, Rgﬁher und NatLrJ(%'nr a&éveaCI\VSH» On%%;th\r/n
tralurt hatte, auf ihre Farbbarkeit und fand, das, £1d

heser Behandlung ihre Form, wenn auch in manchmifetwas

zerrissenem Zustande, im Wesentlichen bewahrt | &kl

An imfarbstoffen jedoch sich nicht mehr farben la, 1.  Er
sthliesst daraus, dass das durch die Natronlauge entzogene
Eiweiss den Farbstoff binde. Gzorene

A priori konnte angenommen werden d'i™™ rlic r™n t

>~
‘ == dulose bei dieser <<mi1<rochemischen Reaction»*!

mcl.t The.l nehme; denn erstens farben sich ja mit denselben
aiben auch die Kerne «tierischer Zellen und zweitens sehen

ir m der Industrie, wie, um Cellulose zu farben, sogar kraf-
ge Beizen angewendet werden mussen. Dass aber die Bul

an eine solche Beize nicht in sich schliessen, werden wir

kriffnlich‘B h”’8 dI'" CellUIOSO VOrauSzUSehen- W lie FM>c-

IXISSrrr““N*

sigh elnS RPN EFariee BIsEPReTHESR HNGRERIIHOR0RIhETWiaS

mcersitalsmechaniker Albrecht in Tubingen Verfertigter
Apparat, der es gestattet, sechs Deckglaspraparatc zu glc d.er
/ zu farben sie alle gleich lange in de, Farbe zu | In

Nntw L 18 nahherige ‘g'-chsfuhigkeit ihrer Farbe-

Kla,t wesentlich zu erhdhen.

vu I,S,° ‘rurden denn in obiger Hinsicht alle Objecte uuter-
( ,( AJsnah.ne der Lymphdrisen), die auch chemisch

'J A-a. 0., Tafel I. Fig. 2.
) Carl Fi aiik'e 1, Grundriss der Bacterienkimde, S. Gl.
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behandelt waren. Ausserdem Tuberkelbacillen, und zwar
sowohl aus der Wand von Cavernen einer tuberkuldsen Lunge,
die ich der Gite des Herrn Professor Dr. von Recklinghausen
verdanke, als auch aus Reinculturen, die mir Herr Privatdocent
Dr. E. Levi liebenswirdiger Weise Uberliess, wofir ich;diesen
Herren an dieser- Stelle herzlich danke.

v Alle Objecte zeigten nun bei der Farbung Ubereinstim-
mende Resultate. Nach Behandlung mit Alkohol zeigt die
Farbekraft keine Veranderung, ebenso nach der mit Aether
und mit Salzsdure. Nach der Behandlung mit Natronlauge
dagegen farbten sich die Bactérien und Schimmelpilze sowohl
wie die Fasern der grossen Pilze nur an ganz vereinzelten
Stellen, offenbar an solchen, wo die Natronlauge nicht gentigend
eingewirkt hatte. Das Cellulosepulver dagegen, das von den
hoheren Pilzen durch die Kalischmelze erhalten war, verhielt
sich den Anilinfarbstoffen gegentber volistandig negativ.

Wir sehen also aus Obigem, dass der die Farbe bindende

Bestandtheil ein in verdinnter Natronlauge l6slicher, in Alkohol,
Aether und verdinnter Mineralsdure unléslicher Korper sein
muss. Daraus geht auch hervor, dass die Annahme A. Ham mer-
sehlag's, die Eiweisskorper wirden den Farbstoff binden, nicht
das Richtige treffen kann, denn diese gehen ja als Acidalbumine
mit S&ure in Losung, und musste in diesem Falle die Farbungs-
fahigkeit bei der Behandlung mit Saure schwinden. Was nun
aber einen Korper betrifft, der den oben aufgestellten For-
derungen entspricht, so kdnnen hier wohl nur die NucleTne
in Betracht kommen. Dieselben sind in Alkohol, Aether und
verdunnter Mineralsdure unléslich, in verdinnter Natronlauge
dagegen l6slich, sie sind in thierischen und pflanzlichen Zellen
gleich verbreitet, und sie sind es desshalb, die wahrscheinlich
jene Verbindungen mit den Anilinfarbstoffen eingehen.

Bemerkt mag werden, wenn auch ohne vorlaufig einen
Schluss daraus zu ziehen, dass Natronlauge, in der aus Eiter
gewonnenes Nuclein gelost war, auf Anilinfarbstoffe viel wenig» r
zerstorend einwirkte als reine Natronlauge. Jedenfalls steht
die Annahme, dass die Nucleine die Farbstoff bindenden Kaorper
seien, mit der Kernlosigkeit der Bactérien nicht im Wider-
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Sp™ d®nn, F,chLd,e HeCepilze scheinen ja kernlos und
enthalten trotzdem betrachtliche Mengen von Nucleinen, die
a'so durch den ganzen Zellleib verbreitet sein missen, wozu
auc i dm diffuse ja m der Peripherie sogar oft noch starkere
Fillbung der Pilze stimmen wiirde.

Zum Schluss ist es mir eine angenehme Pflicht, meinem
hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Hoppe-Seyler fir
* Anre®n« zu (licspl' Arbeit und das lebhafte Interesse
das er derselben fortwahrend entgegenbrachte, herzlichen
Dank zu sagen.



