Zur Chemie lier Bakterien.
I11. Mitteilung.
Uber die chemische Zusammensetzung der Diphtheriebacillen.

Sakae Tamura (Tokio).

(Aus dem hygienischen und d«?’m physiologischen Institut der Universitdt Heidelberg.)

(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar I'Mt.)

Die chemische Zusammensetzung der Bakterien stimmt in
ihren Grundziigen mit dem Bau der tbrigen Protoplasmen Uber-
ein, insofern sie die wesentlichen Bausteine der Proteinstoffe,
der Nucleinsubstanzen, der Phosphatide, sterinartige Korper
und Kohlenhydrate aufweist. Meine erste Mitteilung Uber die

Tuberkelbacillen und  tGber das Mykobacterium lacticola 1&ft
dies deutlich erkennen. Doch haben sich bestimmte Eigentim-

lichkeiten der genannten Bakterien ergeben, welche die Zell-
Substanz dieser Organismen auszeichnen. In quantitativer Hin-
sicht ist das Uberwiegen des Phenylalanins unter den Protein-
bausteinen bemerkenswert, in qualitativer Beziehung das Fehlen
des nicht oxydierten Schwefels in den Proteinen und besonders
das Auftreten des Mykols an Stelle der Sterine.

Diese Befunde regen zu der Frage an, bis zu welchem
Grade sich die Spezieseigentimlichkeiten und die biologischen
Eigenschaften verschiedener Bakterienarten in ihrer chemischen
Zusammensetzung auspragen. Ergibt die chemische Beschaffen-
heit der Bakterien Anhaltspunkte fir ihre Kilassifizierung ?

Aulierdem wurde durch meine Untersuchungen eine spezielle
Frage aufgeworfen. Nachdem ich das Mykol als Ursache der
Séurefestigkeit der vorhin genannten Bakterien erkannt hatte,
schien es mir wichtig, eine andere Bakterienart, welche die
Saurefestigkeit nicht zeigt, auf das Vorhandensein von Mykol
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S®. untersuchen. Ich wéhlte dazu die Diphtheriebacillen, welche
sich morphologisch und biologisch von den Tuberkelbacillen und

dem Mykobacterium lactieola erheblich unterscheiden.

Material.

Zunachst mufte ich versuchen, einen Nahrboden aus-
findig zu machen, welcher die Gewinnung hinreichender Material-
mengen und die leichte Trennung der Bakterienmasse von dem
Wachstumsmedium gestattet. Bekanntlich gedeihen Diphtherie-
bacillen besonders gut auf einer Fleischbriihe, die statt des
sonst gebrauchlichen Witteschen Peptons 2°/0 Chapoteau-
Pepton enthélt. Indes zeigte das Hautchen, das der Bacillus
auf dieser Bouillon bildet, bei langerem Aufenthalt im Brut-
schrank eine Neigung zum Sinken, welche die Trennung der
Bakterien von ihrer Nahrfllssigkeit bedeutend erschwert.

Um groRe Mengen von reinen Diphtheriebacillen leicht
zu bekommen, bewahrte sich mir folgendes Verfahren: 500 g
klein gehackte Hammelnieren werden mit 1000 ccm Wasser

gekocht und in gleicher Weise wie bei der Fleischwasser-
bereitung behandelt. Diesem Hammelnierenextrakt werden 20 g
Pepton-Chapoteau und 5 g Kochsalz hinzugesetzt und die
Mischung im Kolben in den Dampftopf bis zur Losung gestellt,
dann wird sie mit Natron vorsichtig alkalisch gemacht (Indi-
kator* Lackmus), alsdann wird filtriert und sterilisiert.

Diese  Hammelnierenbouillon mit Zusatz von Pepton-
Chapoteau wird in nicht zu hoher Schicht in Erlenmeyer-
Kolben geféllt (etwa 100 ccm in 300 ccm fassende Kolben, bei
solchen mit groRerer Bodenflache entsprechend mehr) und nach
Sterilisation mit frischer Diphtheriebacillenkultur so geimpft, daf
die Bacillenmasse sich auf der Oberflache schwimmend erhalt.

Auf diesem Nahrboden vermehren sich die Diphtherie-
bacillen sehr kraftig und bilden nach 24 standiger Bebritung
bei 36° C. ein dickes, glattes Hautchen, welches 2—3 mm hoch
an der Glaswand hinaufklettert. Die H&utchen sind im all-
gemeinen glatt, brichig, von wei3gelblicher Farbe und ohne

eigentliche Farbstoffbildung. Allméhlich nimmt der Belag an
Dicke zu, hat aber keine Neigung, zu Boden zu sinken, wenn
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man den Kolben ruhig stehen laRt. Nach 24 Stunden wurde
eine Ammoniakentwicklung wahrgenommen, die so stark war,
dall der ganze Brutofen mit einem eigentimlichen, an Harn-
zersetzung erinnernden Geruch angefullt wurde. Das Innengas
des Kolbens reagierte deutlich alkalisch gegen Lackmuspapier
und braunte gelbes Curcumapapier. Die Bacillen sind kurze,
dicke Stdbchen und haben alle morphologischen Merkmale der
Diphtheriebacillen.

Nach funftagiger Kultivierung wurden die Koélbchen vor-
sichtig dekantiert, sodaRR die Schwimmhdautchen an der Glas-
wand angehaftet blieben und nur die untenstehende Kklare
Bouillon entfernt wurde. Die in den Kdlbchen zurlickgebliebenen
Bakterien wurden mit Wasser auf Filtrierpapier gesammelt und
grundlich ausgewaschen, bis das Filtrat vom Nahrmedium ganz
befreit war. Die so gesammelte Békterienmasse war matt gelb-
weild und wurde im Trockenschrank unter allmahlicher Steige-
rung der Temperatur auf 90® C. eine Viertelstunde erhitzt und
darauf bei 37° C. ganz getrocknet. Der so getrocknete Diphtherie-
bacillus sah ganz braun aus und lieB sich leicht pulverisieren.

. Mit dieser Methode habe ich tGber 50 g Diphihericbacillen
in getrocknetem Zustande erhalten. Dieses Material hat 9,75%
Stickstoff.

Lipoidstoffe.

In den Tuberkelbacillen und Mykobacterium lacticola
hatte ich in allen Fraktionen der lipoiden Stoffe keine Substanz,
die Cholesterinreaktion zeigte, gefunden. Statt dessen erschien
ein hochmolekularer Alkohol, der alle charakteristischen Far-
bungsreaktionen der Bakterienkorper aufwies, das «Mykol».*)
In den Diphtheriebacillen ist die Menge der lipoiden Stoffe
nicht so groR wie in den Tuberkelbacillen und es war deshalb
sehr schwierig, an ihnen eine eingehendere chemische Unter-
suchung der Lipoide auszufiihren. Immerhin konnte ich fest-
stellen, daR in allen Fraktionen der lipoiden Stoffe von Diphtherie-
bacillen ebenso wie bei den friiher von miruntersuchten Bakterien-
arten keine Cholesterinreaktionen zu erhalten sind.

') Siehe diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 93.
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Die Untersuchung der lipoiden Stoffe wurde in ganz
gleicher Weise wie bei dem Tuberkelbacillus vorgenommen:
45 g der im Vakuum uber Schwefelsaure getrockneten Diphtherie-
bacillen wurden zuerst mit Ather (I) und dann mit Alkohol (I1)
-"'extrahiert. .- '

Das atherische Extrakt (1) war hellgelb, es wurde auf
ein kleines Volumen eingedampft und mit Aceton gefallt. Der
Niederschlag (l1a) bildete eine weiRe zusammengeballte Masse,
welche phosphorhaltig war. Zur weiteren Reinigung wurde
der Niederschlag in Ather gelost und mit Alkohol gefallt. Es
entstand ein weiler, flockiger Niederschlag, nach 3—4maliger
Reinigung wurde er aus heiRem Alkohol umkrystallisiert; so
bekam ich ganz weie wachsartige Massen, die bei 180° G.
schmolzen und keinen Phosphor enthielten. Diese wachsartige
Substanz erwies sich bei Farbungsversuchen als grampositiv,
aber nicht sdurefest (siehe unten).

Die phosphorhaltige Substanz, die aus atherischer Losung
durch Aceton geféllt, aber durch Alkohol nicht geféllt wurde,
wog 0,005 g und wurde nicht weiter untersucht.

Das alkoholische Extrakt (II), welches Phosphatide
enthielt, wurde im Vakuum abgedampft und der Rickstand
mit Ather extrahiert. Die atherische LOsung wurde nach hin-
reichender Konzentration mit Aceton versetzt, so lange noch
Fallung eintrat. Diese Operation, die aus Acetonfdllung und
Atherlésung besteht, wurde dreimal wiederholt, dann I0ste
sich der Acetonriickstand klar in Ather. SchlieRlich wurde
diese Substanz einmal in Alkohol geldst. Auf diese Weise er>
hielt ich eine gelbbraune klebrige Masse, die in Ather und
Alkohol glatt léslich war. Die so von Fett befreite Substanz
wog 0,31 g. Die Analyse dieser Substanz fihrte zu folgenden
Ergebnissen:

0,1300 g Substanz, nach Neumann auf Phosphor untersucht,
verbrauchen 9,8 ccm «/,.Natronlauge, d. i. 3,9#/0 P.
0,1220 g Substanz, nach Kjeldahl auf Stickstoff untersucht,
verbrauchen 1,4 ccm n/to-Schwefelsaure, d. i. 1,0°/« N.

Das Verhaltnis P: N betragt 1 : 0,91. Hiernach ist kein
/ Zweifei, daB die Hauptmenge der Substanz aus Diphtherie-
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bacillen nicht die gleiche ist, wie aus Tuberkelbacillen und
Mykobact. lact.,* die sich als Diaminomonophosphatid erwies.
Man kann vielmehr aus den Analysen schlieBen, dal hier ein
Monoamino-monophosphatid, wie Lecithin, vorliegt.

Proteinstoffe.

Die in oben beschriebener Weise entfetteten und ge-
trockneten Diphtheriebacillen, deren Menge 40 g betrug, wurden
nun mit einer Mischung von zwei Teilen konzentrierter Schwefel-
saure und einem Teil Wasser zerrieben und dann mit Wasser
verdunnt, bis der Schwefelsdnregehalt ungefahr 5°/0 betrug.
Der bei der Verdinnung mit Wasser entstandene flockige Nieder-
schlag war gelbweild und amorph. Die Zerstérung des Bacillen-
leibes wurde dadurch so vollstandig bewirkt, dal man unter
dem Mikroskop keine unveradnderten Bakterien mehr sehen
konnte. Die Fliussigkeit (A) wurde von diesem Niederschlag
(B) abfiltriert. Die weitere Verarbeitung des Niederschlags
siehe unten. Lot

Das Filtrat (A) war klar, gelblich und reduzierte Kupfer-
I6sung bei alkalischer Reaktion. Es zeigte keine auf Eiweil
hinweisende Farbenreaktion. Um die reduzierende Substanz
abzutrennen, wurde das Filtrat mit Phosphorwolframséure ge-
fallt und vom Niederschlag abfiltriert. Dieses neue Filtrat (C)
wurde weiter fir die Untersuchung der reduzierenden Sub-
stanzen aufbewahrt. (Siehe V. Mitteilung.)

Der Phosphorwolframsaureniederschlag wirde mit 5°/oiger
Schwefelsaure ausgewaschen, dann mit Uberschiissigem Baryt
zersetzt und filtriert. Das Filtrat wurde nach Entfernen des
uberschussigen Baryts durch Kohlensdure eingedampft. Diese
konzentrierte LOsung zeigte die gleichen Reaktionen der Nuclein-
basen wie bei Tuberkelbacillen und Mykobact. lact.l) Sie wurde
mit Pikrinsdure versetzt, aber in diesem Falle war die Menge
des Pikrates zu gering, um eine Analyse auszufiihren. Nach
der Schmelzpunktbestimmung und der mikroskopischen Unter-
suchung ist Adeninpikrat anzunehmen.

*) Siehe I. Mitteilung: Diese Zeitschrift, Rd. 87, S. 100
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Der durch Wasser gefallte Niederschlag (B) wurde
mehrmals mit Wasser gewaschen, bis die Reaktion des Wasch-
wassers nicht mehr sauer war. Bei der wiederholten Waschung
mul? man dem Waschwasser etwas Alkohol hinzufugen, be-
sonders wenn die Reaktion fast neutral ist, sonst geht ein
Teil des EiweiRBes, das in Wasser loslich ist, verloren. Der
grindlich gewaschene Niederschlag wurde nochmals einer aus-
giebigen Extraktion mit Alkohol und Ather unterworfen. Die
aus 40 g entfetteter Diphtheriebacillen erhaltene Menge des
Niederschlags B betrug 26,5 g. Diese Masse bestand im wesent-
lichen aus EiweiB, enthielt keine reduzierende Substanz mehr
und zeigte fast alle bekannten Eiweilreaktionen (Riuretreaktion,
Xanthoproteinreaktion, MiHonsehe Reaktion, Tryptophanreak-
tion); nur die Schwefelbleireaktion war negativ. Also beziglich
der Farbenreaktionen stimmt sie mit der Eiweilmasse aus
Tuberkelbacillen und Mykobact. lact. gut Gberein. Sie enthielt
12,99°/« Stickstoff (bei Tuberkelbacillen 9,2 °/o; bei Mykobact.
lact. H,2°/0) und war teilweise l6slich in Wasser, verdinnter
Kochsalzlosung, verdiinnten Alkalien und konzentrierter Schwefel-
saure.

Wenn auch die Loslichkeitsverhaltnisse kein wissenschaft-
liches Einteilungsprinzip der Eiweil3korper darstellen, so ergibt
sich aus ihnen doch in unserem Falle, dal} die Proteinstoffe
der Diphtheriebacillen einen anderen chemischen Charakter
als die der Tuberkelbacillen und des Mykobact. lact. haben.

Zur GewiBheit wird diese Vorstellung auf Grund der
quantitativen Ergebnisse der Eiweildspaltung. Wenn es aller-
dings auch in keinem Falle gelungen ist, auch nur annéhernd
die Menge aller Spaltungsprodukte festzustellen, so zeigen doch
die bisher festgestellten Abbauprodukte des Diphtheriebacillen*
proteins im Gegensatz zu dem Tuberkelbacilleneiweily zum
mindesten bedeutende quantitative Unterschiede. "

Ich flihrte die Hydrolyse dieser Eiweilimasse aus Diphtherie-
bacillen aus, indem ich 25 g Substanz mit 25°/oiger Schwefel-
saure am RuckfluRkihler 14 Stunden lang erhitzte. Das braun-
schwarze Reaktionsprodukt zeigte keine Riuretreaktion mehr.
Die ausgeschiedene dunkle Masse, welche groRtenteils aus fett-
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sauredhnlichen Stoffen bestand, wurde nach dem Erkalten ab-
filtriert; ihre Menge betrug 1,2 g, also 4,8°/o der angewandten
EiweilBmasse. Dieselbe wurde mit Ather extrahiert. Die nach
Verdunsten des Athers hinterbliebene braune Masse wurde in
siedendem Alkohol geldst. Aus der Losung schied sich beim
Abkuhlen ein geringer flockiger Niederschlag aus. Die Menge
war zu gering fur weitere Untersuchungen, aber nach dem
Verhalten zu Farbstoffen kann man sagen, daft es kein Mykol
ist. Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und nach dem
Verfahren von Kossel und Kutscher ganz ebenso wie bei
Tuberkelbacilleneiweily verarbeitet.

Die hellgelbe von Huminstoff und Ammoniak befreite
Flussigkeit wurde bei Gegenwart von Schwefelsdure mit Phos-
phorwolframsaure gefalit.

Diaminosaurefraktion: Aus dem mittels Phosphor-
wolframsaure abgeschiedenen Niederschlag werden mit Hilfe
des bekannten Verfahrens Arginin und Histidin in das Pikro-
lonat, das Lysin in das Pikrat Ubergefiihrt. Alle diese Sub-
stanzen wurden durch den Schmelzpunkt identifiziert

Die Menge des Argininpikrolonats betrug 2,45 ¢

* \Y > Histidinpikrolonats 0,827 >

Lysinpikrat wog ' »

Um die Verschiedenheit der einzelnen Eiweil3korper auf-
zuklaren, hat man sich mehrfach bemiht, einzelne besser isolier-
bare Spaltungsprodukte, so die Diaminosduren, gquantitativ zu
bestimmen. Die nachstehende Tabelle gibt eine Ubersicht dieser
Eiweillbasen in den Diphtheriebacillen.

Tabelle |I.

In 25 g Eiweil3

des Diphtheriebacillus 4 in EiweiR

! g
Arginin . . . . . . . 1,005 4,25
Histidin - - - - . . . 0,1212 . . 0,485
Lysin _—_——— 0,838 3,34

Monoaminosijurefraktion. Sie wurde durch Baryt
von Schwefelsaure und Phosphorwolframsiure befreit und ab-
gedampft; der gesanjte Stickstoff in der L((isung betrug 1,783 g.

([a)
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Tyrosin: Um das schwer l6ésliche Tyrosin ganz zu ge-
winnen, wurde die Lésung verdampft, bis schon in der Warme
eine reichliche Kristallisation eintrat. Nach dem Erkalten wurde
filtriert und die Krystallmasse, welche ungefédhr 2 g betrug,
mit wenig Wasser ausgewaschen. Den Rickstand l6ste ich
dann in 100 ccm siedendem Wasser, kochte ihn mit Tierkohle,
dampfte das klare Filtrat bis auf 50 ccm (ein und liel} es in
der Kiilte stehen. Die Ausbeute an ziemlich reinen Tyrosin-
krystallen betrug 0,6 g. Die Mutterlauge von Tyrosin wurde
weiter abgedampft und fur die Leucin- und Isoleucinunter-
suchung aufbewahrt.

Das nochmals aus heiflem Wasser umkrystallisierteTyrosin-
priiparat schmolz bei 293° (unkorr.) und gab folgende Zahlen:

3.1(1 mg Substanz: 0,206 ccm NI) (11 767 mm).
C6HuXOr RBcr. N: 7,7f>. gef. N: 7,91 %k

Leucin: Als die Mutterlauge der Tyrosinkrystalie weiter
bis auf 20 ccm abgedampft wurde, schieden sich reichlich
weilRe Krystalle aus, die bei mikroskopischer Untersuchung aus
charakteristischen «Leucinkugeln* und nadelformigen Krystallen
bestanden. Die ganze Masse betrug 1,2 g. Um das Leucin
moglichst von dieser Mischung zu trennen, habe ich die ganze
Masse in 500 ccm Wasser geldst, eine Stunde mit Uber-
schissigem, frisch gefalltem Kupferoxydhydrat gekocht, ab-
liltriert, den Ruckstand wiederholt mit Wasser ausgekocht, bis
das Filtrat nicht mehr gefarbt war und die vereinigten Filtrate
(zusammen 800 ccm) bei Zimmertemperatur Gber Nacht stehen
lassen. Die ausgeschiedenen hellblauen Krystallschuppen wurden
mit 50 ccm Wasser ausgekocht. Es verblieb ein Rest von
0,25 g schwer loslichem Kupfersalz, das hauptsachlich aus der
Leucinverbindung bestand. Ein Teil desselben, der mit siedendem
Wasser umkrystallisiert wurde, ergab nach dem Trocknen den
folgenden Stickstoffgehalt .

3.6H mg Substanz: 0,25 ccm N (10,5°. 767 mm).
(CeH.JNO.i.Cu. Ber. N: £,67%. gef. N: 8,39°/0.

*) Die Elementaranalysen wurden in allen Fallen nach Pregl
ausgefuhrt.
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Ein anderer Teil des Kupfersalzes des Leucins wurde
mit Schwefelsdure geltst und mit Schwefelwasserstoff das
Kupfer entfernt. Das klare Filtrat von CuS wirde mit Baryt
neutralisiert. Die freie Aminosaure wurde mit Alkohol gefalit.
Die so erhaltenen Leucinkugeln erschienen aus deutlich radial
gruppierten, sehr dinnen Blattchen zusammengesetzt und
schmolzen in geschlossenen Rohrchen bei 275° C. (unkorr.).

Die Analyse ergab folgende Zahlen:

3,07 mg Substanz: 0,270 ccm N (11.5¢ 761 mm).
C6Hi80,N. Ber. N: 10,69@/0, gef. N: 10,59°/»

Also kann es kein Zweifel sein, dal der aus dem
Diphtheriebacilleneiwei’3 in dieser Weise erhaltene Korper mit
dem gewodhnlichen Leucin identisch ist. Seine in dieser
Weise gefundene Menge ist aber viel geringer als die tat-
séchlich in der EiweiBmenge vorhandene.

Isoleucin: Die vom Leucinkupfer abfiltrierte hellblaue
Losung wurde bis zur Trockene abgedampft und der getrock-
nete tiefblaue Rickstand mit Methylalkohol extrahiert. Das
in Methylalkohol l6sliche Kupfersalz wurde abgedampft und
wieder in Methylalkohol gelost. Dieses Verfahren habe ich
dreimal wiederholt; auf diese Weise habe ich 0,3 g eines blau
violetten Kupfersalzes, das vollkommen in kaltem Methylalkohol
I6slich war, erhalten.

Die Analysen ergaben folgende Zahlen:

1,19 mg Substanz: 0,294 ccm N (11°, 759 mm).

3,610 » 5,920 mg CO02, 2,26 mg H,0, 0,885 mg CuO.

(C6HWNO2)2Cu. Ber.: C44,47°o, H 7,47V, Cu 19,63°/«, N 8,07V
Gef.: C44,72®/«, H 7,017, Cu 19,59.°/«, N 8,42V

Die Formel stimmt also mit der der Leucine Uberein
und die Lo6slichkeit weist auf das Isoleucin hin.

Der in Methylalkohol unl6sliche Rickstand bestand aus
blauen Krystallen, welche in Wasser leicht léslich waren, und
wurde nicht weiter untersucht.

Prolin: Die vom rohen Tyrosin abfiltrierte braungelbe
FlUssigkeit wurde bis zur Trockene abgedampft und dreimal
mit absolutem Athylalkohol ausgekocht. Die nach dem Ver-
dunsten der alkoholischen Lésung zurtickbleibende Aminosaure
wurde zur Reinigung wieder mit Athylalkohol aufgenommen.
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Der Von unl6slichen Substanzen abgetrennte Alkohol wurde
nochmals abgedampft und der Rickstand mit Gberschiissigem
Kupferoxydhydrat gekocht. Die tiefblaue Losung wurde auf
dem Wasserbade abgedampft, wobei ein blaugriines Kupfersalz
ausschied. Sein Gewicht betrug gegen 1 g. Dieses Kupfer-
salz wurde mit absolutem Athylalkohol geldst und vom geringen
unléslichen Salz befreit.

Dieses in Athylalkohol losliche Kupfersalz wurde durch
Zusatz von Ather als flockiger, hellblauer Niederschlag gefallt

und abgesaugt. Das im Vakuumexsikkator getrocknete Salz
war grun gefarbt und wog 0,84 g.
Es ergab folgende Zahlen:

5,64 mg Substanz: 0,450 ccm N (11,5°, 761 mm).
C|0H|E04N,Cu. Ber. N: 9.63%, gef. N: 9,58°/..

Es ist somit 1-Prolinkupfersalz.

Dann wurde das freie Prolin mit Schwefelwasserstoff aus
seinem Kupfersalz dargestellt und in der bekannten Weise die
Phenylisocyanatverbiodung sowie deren Hydantoin gewonnen.
Das Hydantoin zeigte den Schmelzpunkt 143° C., was auch
der 1-Prolinverbindung entspricht.

Die Analyse des Hydantoins ergab folgendes:

3,19 mg Substanz: 0,343 ccm N (11,5°, 764 mm).
rl2H(N8Os Ber. N: 12,96®/0, gef. N: 12,97%.

Aus dem in Alkohol unldslichen Kupfersalz wurden folgende
Zahlen gefunden:

6,24 mg Substanz: 0,510 ccm N (12", 765 mm).
CIOHIflOAN,Cu. Ber N: 9,63"/«, gef. N: 9,84%.
Die Menge war zu wenig, um daraus die freie Amino-

saure zu erhalten. Diese Substanz ist aber wahrscheinlich
r-Prolin.

Valin: Der in Athylalkohol unlésliche Teil wurde mit
Methylalkohol extrahiert, aus dieser Losung schied sich beim
Eindampfen eine Monoaminosaure aus, deren Gewicht 0,8 g
betriig und deren Kupfersalz groRtenteils in Methylalkohol 16s-
lich und schon blauviolett war.

Dieses in Methylalkohol l6sliche Kupfersalz wurde bei
100° C. getrocknet, wieder im kalten Methylalkohol geldst, von
dem unloslichen Rickstand abfiltriert und abgedampft. Das
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auf diese Weise wiederholt gereinigte Kupiersalz, das leicht
in kaltem Methylalkohol I6slich war, ergab folgende Zahlen:
3,45 rrig Substanz: 0,265 ccm N (12®, 763 mm).
3,705 > > 540 mg CO,, 2,32 mg H*0, 1;04 mg CuO.
CJHANOMCu. Ber: C 40,58*/«, I' 6.81°0, Cu 21,48°/«, N 9,48>. V
Gef.. C 39,75, H 7,00°/0, Cu 22,43®/®, N 9,24°/®.

Also stimmen die Analysen mit dem erwarteten Valin-
salz nicht gut Uberein. Zur Erzielung eines reineren Pra-
parates wurde daher das ganze Kupfersalz in Methylalkohol
gelost und mit Hilfe von Schwefelwasserstoff die freie Amino-
saure regeneriert.

Die freie Aminosaure wurde in bekannter Weise zuerst
in die Phenylisocyanatverbinduog und diese in das Hydantoin
Ubergefuhrt. Letzteres schied sich 6lig aus. Die 6lige Masse
wurde mit 100 ccm Ather ausgeschittelt, die atherische Losung
wurde abgedampft, der Rickstand nochmals in heiBem Wasser
gelost und in der Kalte stehen gelassen. Dann erschien das
Hydantoin teils in Krystallen, teils noch in 6liger Beschaffen-
heit* Zur Entfernung des Ols habe ich das dariiberstehende
Wasser abgegossen und den Ruckstand mit wenigem Alkohol
vorsichtig abgespilt. Die 6lige Masse l6ste sich spielend in
Alkohol, wahrend die krystallinischen Ausscheidungen ungel6st
zurtickblieben.

Diese farblosen kugelig gruppierten Hadelkrystalle schmol-
zen bei 125« G. (unkorr.) und ergaben folgende Zahlen:

2,90 mg Substanz: 0,311 ccm N (15@, 759 mm).
Ci*HI6NsOr Ber. N: 12,84®/0, gef. N: 12,70°/o.
Diese stimmen somit in ihrem Stickstoffgehalt mit dem

Valin-Hydantoin Uberein.
Die Olige Masse wurde noch nicht weiter untersucht.
Einen orientierenden Uberblick tber die im Eiweil ent-
haltenen Gruppen ermoglicht die nachstehende Tabelle, welche
die oben erhaltenen Resultate der Spaltung des Diphtherie-
bazilleneiweilRes enthalt. (Tabelle II.)

Farbungsverfahren.

Das Gramsche Verfahren hat fir die Differentialdiagnostik
der pathogenen Mikroorganismen eine weitgehende
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Tabelle 1.
| i Mg e

EiweiR g

[T R BV S S STERY P
iesamtslickslofT . . .., , .., . .| 32647 129588 100,00
A. HasenstickstofT . . . . .. . . .l 05511 2,2044 16,89
in Arginin * .. ... . ... 03475 13000 R
' Histidin ... .. .. .1 00336 01344 1,03
j IA'sih i INimo  geag 493
. Ammoniak - - - ... . .| 00088 00352 : 0,27
I* Monoaminosaure-N . .7 * ;. ...; 17830 71320 5462
in Tyrosin . v ..o .--] 00464 01856 1,42
LBiicin . .o T TNROU g aen0 0,70
Isoleucin - - ... .. ] 0,0260  0,1040 0,79
Prolin . . . .. ... .1 0090 03840 2,94
» Valin . .0 0] 0095 (3820 2,92
andere Aminosauren . .| 14963  59g5) 45 82
il X in unbekannter Form .~ = = . 10,9306 37224 28,51
in llumin .~ . .| 08080 . 32320 24,75
. Silberniederschlag . .~ = . . 00282 01128 0,86
Filtrat des Lysinpikrates . . _ 0,0944 | 03776 . 289

erlangt, weil eine Reihe von Bakterienarten bei der Behand-
lung nach dieser Methode sich stets gefarbt und eine Reihe
sich stets ungefarbt zeigt. Die Diphtheriebacillen féarben sich
gewoOhnlich nach dieser Methode gut. Nach der Ansicht von
Czaplewskil) soil die Gramsche Reaktion an aus dlteren Kuh
turen stammenden Bakterien schlecht oder gar nicht eintreten,
jedoch blieb meine 5tagige Kultur der Diphtheriebacillen auf
Hammelnierenbouillon mit Pepton-Chapoteau durch die Be-
handlung nach dem urspriinglichen Gramschen Verfahren gut
gefarbt, wurde aber durch den Salzsaurealkohol nach Gunther
vollstandig entfarbt.

Die mit Ather und Alkohol extrahierten Diphtheriebacillen
waren nach dem Gramschen Verfahren schlecht farbbar; sie
gaben bei der Behandlung mit absolutem Alkohol den Farb-

¥ Hyg. Rundschau, 1896.
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Stoff leichter ab, als die nicht entfetteten. Ahnliche Feststellungen
hat Fritz Reichertl) auch an anderen Bakterien gemacht.

Tabelle HI.
Deckglaspraparat nach Arilin getiirbt. . V

Diphthericbacillen Entfettete Diphtlleriehaciilen
Differenzierung Nachfarbung  piferenzierung  Nachfarbung
absolutem Alkohol losung absolutem Alkohol ?ar?g;&:}cghsm-

nach 3 Min. sehwarzblaii schwarzblau nach 3 Min. blaRblau violett

* 5" [ VA, blauViolett i'5 > violettrot

S blau S "o,

Die Nachfarbungen wurden nach den Differenzierung«m in absolutein
Alkohol ausgefiihrt.

Aus dem &therischen Extrakt (1) habe ich, wie oben er-
wahnt (S. 292), einen weiliflockigen Niederschlag mit Alkohol
gefallt, Diese in Alkohol schwer l6slichen lipoiden Stoffe wurden
auf dem Deckglas aufgestrichen und mit Anilinwassergentiana-
violett gefarbt. Sie nahmen sehr gut den Farbstoff an und
farbten sich violett. Wenn man auf dieses violett gefarbt#
Praparat eine Jodjodkalilésung wirken liefl3, so veranderte sich
die Farbe in blauschwarz. Diese fur die grampositiven Hak
terien charakteristische Anderung des Farbtons blieb hei der
Behandlung mit absolutem Alkohol bestehen.

Das alkoholische Extrakt (Il) enthélt ebenfalls nach Gram
farbbare lipoide Stoffe. Die in heilem Alkohol gelésten und
m der Kalte gefallten lipoiden Stoffe waren ganz weill und
ebenso gut farbbar wie die aus dem é&therischen Extrakt er-
haltenen.

Beide aus atherischem und alkoholischem Extrakt er-
haltenen jipoiden Stoffe waren leicht loslich in Ather. Petrol
alher, Chloroform und Xylol, schwer I6slich in Aceton und
kaltem Alkohol. Diese lipoiden Stoffe waren mit wasseriger
Methylenblaulésung weder in der Warme noch in der Kalte
farbbar, nahmen aber mit alkalischem Methylenblau (Loffler-

, *) Fritz Richert. Beitrdge zur Gram-Farbung, Dissertation
Heidelberg, 1913.
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schem Methylenblau) sofort eine blaue Farbe an. Wenn man
diese lipoiden Stoffe mit Carboifuchsin behandelte, so féarbten
sie sieh schon rot, wurden jedoch in Alkohol oder 3°/oigem
HCI-Alkohol sofort farblos. Deshalb sind diese farbbaren
lipoiden Stoffe nicht identisch mit Mykol, dem farbbaren hoheren
Alkohol in sdurefesten Bakterien.

Uber ihre chemische Natur wei man heute noch nichts,
jedoch kann man aus obigem Ergebnis schliel3en, dal} die Farb-
barkeit der Diphtheriebacillen zu dieser Lipoidsubstanz in
inniger .Beziehung steht.

Zusammenfassung.

Zum Schlul? mogen einige der wichtigsten Ergebnisse
dieser Untersuchungen noch einmal hervorgehoben werden:
' Durch Alkoholextraktion wurde in Diphtheriebacillen ein
Monoaminomonophosphatid gefunden.

Das Vorhandensein von Adenio in Diphtheriebacillen ist
sehr wahrscheinlich.

Unter den EiweilRbausteinen wurden die folgenden Amino-
sauren gefunden: Arginin, Histidin, Lysin, Tyrosin, Leucin,
Isoleucin, r- und 1-Prolin, Valin und durch Reaktion Trypto-
phan. Dagegen tritt keine Schwefelbleireaktion ein.

Die quantitativen Verhaltnisse dieser Aminosauren in den
Diphtheriebacillen sind aus den Tabellen (I und Il) zu ersehen.

Die Proteine der Diphtheriebacillen unterscheiden sich
in ithren Loslichkeitsverhaltnissen von den aus Tuberkelbacillen
und Mykobacterium lacticola gewonnenen.

Die mit Ather und Alkohol extrahierten Diphtheriebacillen
sind nach dem Gramsehen Verfahren mit absolutém Alkohol
leichter zu entfarben, wie die nicht entfetteten.

Aus dem &therischen und alkoholischen Extrakt wurde
eine lipoide Substanz gewonnen, welche nach Gram charakte-
ristisch farbbar ist.

Gegenuber den friher von mir untersuchten, Tuberkel-
bacillen und dem Mykobacterium lacticola wurden bisher folgende
Unterschiede gefunden:
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Mykol war beim Diphtheriebacillus nicht nachweisbar.

Unter den Phosphatiden wurde beim Diphtheriebacillus

ein Monoamidomonophosphatid, bei den beiden vorhingenannten
Bakterien ein Diaminomonophosphatid nachgewiesen.

lacticola sind reich an Phenylalanin, im Protein der Diphtherie**
bazillen ist entweder Uberhaupt kein Phenylalanin vorhanden
oder die Menge dieses Bausteins ist bedeutend geringer, hin-
gegen Uberwiegt in den Diphtheriebacillen die Menge des
Tyrosins. E

Eine Ubereinstimmung ergibt sich in bezug auf das Fehlen
des unoxydierten Schwefels unter den Proteinbausteinen und
in der auRerst geringen Menge des Ammoniaks, welche bei
der Hydrolyse der Proteine frei wird.

Die Gram-Farbung scheint bei allen drei untersuchten
Spezies auf der Gegenwart lipoider Stoffe zu beruhen.
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