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ist. Auch m-Dinitrobenzol reagirt ganz glatt mit Natriummethylat, 
unter Bildung einer amorphen, gelLen Substanz. - In gleicher Weise 
gedenke icli noch amdere Sitrokiirprr, vor Allem auch Nitrosiiuren zu 
untersuchem , ebenso wie an Stelle YOII Methylalkohol Geniische des- 
selben mit hiiheren Alkoholen und diese selbst treten sollen. Die 
Einwirkung der Alkoholate scheint mit den1 wachsenden Molekular- 
gewichte der Alkohole an  Heftigkeit zuzunehmen; so wird z. 13. Na- 
triumanrylat voii Nitrobenzol ganz ittigeniein lebhaft und unter plotz- 
lichem Festwerden der ganzen Masse angegriffen. 

174. Albert  F i t z :  Ueber Spaltpilzg%hrungen. 
VII. Jlittheilung. 

(Eingegangen am 6. April.) 

Bacillus b u tjj lieus. 
It c i n c u 1 t u r. 

Die zur Cultiir voii Spaltpilzm bestimmten Fliissigkeiten mussen 
auf  110" C. erhitzt werden. Die Temperatnr von 100" reicht zum 
Sterilisiren nicht aus, dn  es Spaltpilzsporen giebt, die dieser Tempe- 
rattir widerstehen. Hequerner als in zageschmolzenen Riihren nimmt 
man das Erhitzeii anf 110" im I lampfkessel  vor; er ist unentbehrlich, 
weiin es sich um eine grosse Zahl kleiner Versuchsflaschchen oder 
uni eine grosse Fliissigkeitsmasse z. 13. 6 Liter Iiandelt, wie sie rioth- 
wendig ist,  wenii man die Ghhrungsprodukte genauer untersnchen 

Als Cultiirfliissigkeiten nehnie ich Liisiingeu 1 on 3 pCt. Ziicker, 
Mannit, Glycerin u. s. w. 1 p. m. Pleischcxtrakt nebst riner ent- 
sprecl~enden Menge yon reinem Calciumcarbonat. 

will 1). 

I) Mein Dampfkcssel ist im Innern 54 cm hoch und 38 cm breit; er kann 
mittelst SiebbBden je  nach Bedijrfniss in 1 oder 2.Etagen abgetheilt werden. 

Die Angabe von R o b e r t  Koch ,  G a f f k y  und LBffler (Mittheilungen 
aus Clem kaiserlichen Gesundheitsanit Bd. I ,  S. 322 ff.), dass Flissigkeiten im 
Dampf kessel nur ausserordentlich langsnin die Temperatur des Dampfes an- 
nehmen, kann ich nicht bestbtigen. Die Zahlenangaben ron Koch  ond Gen. 
sind pliysikalische Ungeheuerlichkeiten. Vermuthlich sind die von i h e n  be- 
nutzten Masimurnthermonieter unbrauchbar, oder die Danipftomperatur wurde 
unricbtig bestimmt. 

Der Raumersparniss wegcn unterlasse ich die Bcschreibung ineiner Ver- 
suclie iiber cliesen Gegenstand, der von keinem acitoren Interesse ist. Das 
Anwzrmen meines Dampfkessels bis zur Temperatnr von 1100 dauert je  naeh 
dem Gasdruck und dor Menge der Fliissigkeit 30 bis 45 Minuten; dsdann 
wird er noch 30 Minuten Iang auf dicser Temperatur erhalten. 
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Hevor die mit den Cultiirflussigkeiten beschickteii Kiilbc’ en in 
den Danipfkessel eingesetzt wcrden, erhalten sie den H r e f e  Id’schen 
Filtrirpapierverschluss, cine Kapsel, bestehend RUS 3 bis 4 HlHttern 
voii miigliclist dichtem Filtrirpapier. Ueber die Kapsel wird ein Kaut- 
schukblndchen gespannt. 

Die sterilisirteii Ciilturfussigkeiten, in eiii Thermostat von 35’) pe- 
setzt, bleiben monatelang pilzfrei. 

Das Abiiehmen der Kapseln Zuni Zwecke von Arissaaten oder 
von Probeeiitnahmen fiir die inikroskopische Untersuchiing geschieht 
in cinem gerlrin~igen Glaskasten, in welchem die Luft stets rnit 
Fcuchtigkeit gesiittigt ist wid folglich Pilzkeiine niir in rninirnaler %ah1 
siispcndirt enthblt. 

Icli iiberzeugte niich dawn , dass man sterilisirte Cultiirflissig- 
keiten lange Zeit offen im feiicliten Gl:isknstcn stehen lassen kann, 
ohne dass Pilzkeiine hiiieiiiger:itheii. 

Der Bodeii des Glaskastcns ist rnit drstillirtem Wasser bedeckt, 
die Soitenwande mit Piltrirpapier btlegt, diis eine groase Oberflbche 
bildet, von deni ails das Wiisser rerdmistci~ kanii. Eitiige Centiineter 
uber den1 Boden befindet sich ein zweiter tlurchliicl~erter 13oden. 

1)as Eritnehrneii von  h o b e n  geschieht, mittclst C;lasstiikic:, die 
diirch die Planinie gezogen und iin ferichten Glaskasten erk:tltet sind. 

Uni eine Reincultur eines g~lirringserregeiideii Spaltpilzes zri gc- 
wimien, ist es unbedingt nothwendig, von eiiicr eiiizigen Zelle als Aus- 
saat auszugehen. 

Man bestirnint in einer gewiihnlichen, noch unreinen Cultrir iiiit 
Hiilfe einer Zahlkarniner annr‘ihernd die %a.hl der Spalt,pilzzelleri, die 
in einem Tropfen erithalten sind und vcrdiinnt d a m  eineti Tropfett s o  
stark mit sterilisirteni , dest.illirten Wasser, dass in1 Durchschnitt auf 
5 bis 10 Tropftm der verdiiniiteii, gut gemischten Fliissigkeit eine 
Spaltpilzzelle komnit. Man sbt d a m  in cine Serie von ca. 50 mit 
Culturfliissigkeit beschickten rind sterilisirten Kiilbchen je einen Tropfeii 
a.iis urid setzt sie alsdann in ein Thermostat von 37”. Von den 
50 Kolbchen werden im Lmfe  der niichsten drei Wochen 5 bis 10 K61b- 
chen Pilzentwickelung zeigcn. In (inern jedeii dieser I<iilbchen wird 
die Pilzcultrir unter sich einlieitlich uiid rein seiii, weil sie von einer 
einzigen Zelle abstammt. Man erhllt so die verschiedenen Spaltpilze, 
die in der ursprunglichen unreiiien Cultur erithalten waren, jcden fur 
sicli isolirt. 

Hat  man den Spaltpilz einmal rein, so ist es leicht, ilin bei 
weiteren Culturen rein zii erhalten. Verschiedenc kleine Vorsichts- 
maassregeln, die dabei zu beachten sind, sind so selbstverstandlich, 
dass ich sie wohl nicht zu erwbhnen brauche. 



T e m  p e r a  t u r o p  t im uni. 
Es wrirden 4 Thermostate auf die Teniperatureii 310, 340, 370, 40° 

eiiigestellt. WBhrend dcr ganzen Dauer der Vcrsuche (4 Wochen) 
schwaiikte die Temperatur in der Regel nur  um 0.10, ausnahnisweise 
fur kurze &it. om 0.2O; bei einem der Therinostatc kam auch einnial 
fiir kurze Zeit eirie Abwekhung von 0.3" vor. 

Die Temperatur von Wasser, das sich in einem Kolben im 
T h e r ~ ~ ~ o s t a t  befiiidet , weicht voii der aussen abgelesenen Ternperatur 
lrim 0.1') bis 0.2'' ab. 

Das Temperaturoptirrium wurde zu erinittelri gesucht durcli die 
Gewichtsverluste der Giihrfliissigkeiten. 

Cm Kork- oder Kautschukstiipsel zu vermeiden, wurde der Hals 
des Kolbcns zu eiiier diinnen Riihre ausgezogen , rechtwinkelig ge- 
bogen und ein angemessen grosses, U-fiirmiges Chlorcalciuinrohr damit 
rerbunden, das am andereii Ende durch eiu Kantschukventil geschlossen 
w I d o .  

Urn zu priiferi. ob diese Vorri~litiiiig iiberhaupt fur den vorge- 
setzten Zweck brauchbar ist, wurden die vier Apparate mit destillirtem 
Wasser beschickt und 4 Tage laiig iii die Thcrniostate eingestellt. 
Mittelst der Wage,  die ich fur dime Versuchsreihc anwandte und die 
ein Uebergewiclit von 0.1 g deutlich anzeigte , konnte eine Gewichts- 
iindernng iiic.ht. conatatirt werden. Die V~~rsuclisaiiordnu~ig war somit 
befriedigend brauchbar. 

Es wurden nun die vier Kolbeii mit je 400ccm Gahrfliissigkeit 
(c~ltllalteiid 3 pCt. Glycerin, 1 p. 111. Fleischextrakt und eine ange- 
messwe Menge Calciumcarbonat) beschickt und iiebst den Kautschuk- 
riihrchen im Dampfkessel sterilisirt. Die Kolben wiirden sodann auf 
die  betreffenden Temperatureti gebraclit, varsichtig mit Aussaat von 
reinem Uacilbs butylicus versehen , rnit den Chlorcalciumriihren rer- 
bunden nnd gewogeii. 

Xach 4 Wochen betrugen die Gewichtsverluste in Grammen : 
31° 3 40 370 400 
3.2 3.5 3.7 4.2. 

Von den untersuchteii Temperaturen ist somit 40" die giinstigste. 

, 7  1 e m  p e r a  t u r m a  x i  m u  m. 
Es wurden zwei Therrnostate auf die Temperaturen 4-20 mid 46O 

eingestellt uiid zwei Kiilbehen mit sterilisirten Glycerinfleischextrakt- 
liisnrigen ') eingesetzt. Nachdem die Kolbchen hinreichend laiige darin 
vwweilt hatten, um die betreflenden Temperaturen anzunchmen, wurden 
sie mit reiiier Aussaat versehen. 

I) Sclhstvcrstlndlich enthielten die KBlbchen auch Calciumcarbonat. 
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Bei 4.30 trat Pilzvermehrung uiid stiirmische Giihrang ein. I3ei 
4Gu trat. selbst. nacdi 3 Wocheri keine Pilzvcrmehrung ein ; die Aussaat 
blieb reguiigslos. Letzteres Kijlbchcn wurclc daiin in ein Thermostat 
von 37" gebraclit j alsbald trat l'ilzvctriiielirung und Giihrting eiii. Die 
Grenze liegt also zwischw 42" wid 4Go. Zur geiiaut:reri Hestimmiiiig 
der Gr(:nzo ging ich VOII 42" an iiufiviirts iriit Intervalleii vou 0.4 Isis 
0.5". Die Fiihigkeit, sich zu vermchren iind Giihrung zii crregeii, 
riimrrit dabej gradah'n~ lib. Soweit meiiie Versuclie bis j r tz t  r(~ichen, 
lirgt die Grenze zwisclien 45'l und 45.5": es ist iibrigens wolil iniig- 
lich, dass die Grenzt: ein wenig schwaiikt je nach dem Medium i i n d  

je nachdem die Zellen der Aussaat bercits mehr oder weniger gut iin 
die hohe Temper:rtiir migepasst waren. 

T ii d t 11 ii g d e r D a 11 e I' s p ore  11. 

Die Dauersporen des Bacillus butylicus kijrineii die Siecleteiripe- 
ia tur  einige Jliriiiteii Iang ertrageii I ) .  Die Zeit wiirde eiii weiiig rer- 
schieden gefuriden, wie es scheint. je nacli deni Alter iiiid d(.r CJn:t- 
litiit der Sporen und je  nacli deni JIedium*). 

Be; drci Versuclisreihcii mit sterilisirten ur id  iiiit reiner Sporen- 
anssaat rersehencvi C;lyccl.iriHeische?ttr.aktlijsiiiigeii wurdeii folgeiide 
Grt-nzen gefuiidcii: I )  zwischrri :i iirid 5 Minutcw, 2 )  zwischeii G riiid 

10 Miniiten, 3) zwisclieii 15 und 20 Miniiten. 
Bei eiiier Maiinitreilie lag die Greiize zwischcn G und 10 XIinuten. 
Uei zwei Traiibttnzuclierreilreii lag die Greiizc! in deiii eiiien Fall 

zwischen 3 n n d  6 Jlinotcn, in deiii zmc.iteii Fall zwisclien 10 uiid 
1.5 Minuteii. 

Die I)itiier~pore~i werdeii tincli sclioii weit unter 100u getiidtet, 
wenn sic geniigend Iaiige Zeit don bctrc#kndeii Tempcratiireii ausge- 
setzt werdeii. 

Die Versuclie wurden so geniacht, dass die I<iilbcheii rnit Zimnier- 
tempcratur in Therrnostate. dic: auf 70°, 80°, 90", 95" eingestellt waren, 
verscliiecleii lange %(,it grsetzt wnrdeii "). Hei !)5" liegt die Grriize 
nvischen 2 und G Sttiliden, bei 90') zwischen (i und 11 Stlinden, bei 
80" zwischen 7 wid 11 Stundeli. h i  70" ist iiach 12 Strinden die 
Kcimfiihigkeit. noch riicht vernichtet. 

') Die Fliissigkeiten aurcten dirckt uber der Flamme zum Koclien crhitxt. 
?) Vielleicht sirid aoch h i  dcr Interpretxtion ron  Versnchen, die zii ver- 

scliiedener Zcit gemaclit werden, die kleinen durch verschiedenen Raromctcr- 
stand bedingten Siedepiinktsdifferenzon nicht ausscr hcht zii lassen. 

3, Einige Controllversuche ergaben , dass die Teniperatnr der Fliissiglteit 
im Kblbchen nach 1 Stundc nocli 10" unter der Temperatar des Therino- 
staten ist. 
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Die gegebenen Zahlen bt&heii sich :tiif Glyccrinflrischextrakt- 
liisongen. In  Traubrnznckerliisiingen ') ist die Widerstandsfahigkeit 
geringer. Versuche , die gleichzeitig anter p i a u  denselben Verhiilt- 
nissen mit dein niimlichen Aussaatrnaterial gcmacht wurden , ergaben : 
Rri  95O sind nach 2 Stunden die Sporen iii Glycerinlosung noch keim- 
fiihig, in Traubenziickerliisung bereits todt. Bei 90" sind nach G Stun- 
den die Sporen in Glycerinliisung noch keimfiiliig, in Traubenzucker- 
liisung todt. 

Auch in GI?.ceriiisalriiiakliisurigen 2, sind die Sporen weniger 
widcrstandsfahig als in Glycerinflci.Jchextl.aktliisiingcxi. So lie@ fur 
Glycerinsalmiakliisurlgeli bei 90" die Grrnze zwischeri 21/2 und 3 Stun 
den. wiihrend sie fur Glyceriiifleischextraktliisungeii zwisrhen 6 und 
11 Stunden liegt. 

A e t h yl  a1 k o h o l g r e n z  e.  

Nach zwei orientireliden Vorversuchcn wiirde folgende Versuchs- 
reihe gemacht. Es wurden (i Kiilbchen n i t  Crlycel.infleischextr.aktliisiing 
und steigenden Alkoholmengen beschickt. Das erste Kiilbchen ent- 
hielt 3.5 Gewichtsprocente Alkohol, dau zweite 4 ,  die folgendeii 4.5, 
5, 5.5, 6. 

Das erste Kiilbchen (3.5 $3.) zeigt.e 8 "age m c h  der Aussaat 
Pilzverineliriing , riach weiteren 5 Tagen trat sehr schwache Gahrung 
ein. Das zweite Kiilbchen (4 pCt.) zeigte 13 Tage nach der hussaat  
Pilzvermehrung; nach weitereii 6 Tagen trat eint? kanm rnerkliche 
Gahrnng eiii. Ilas dritte Kiilbcheii (4.5 pCt.) zeigte nach 16 Tagen 
Pilzvernirxhrung; Giihrung trat nicht ein. 111 den ubrigen Kiilbchen 
war iiach 3 Wochen, wo der Versuch abgebrochen wnrde, keine Pilz- 
vermehrung einget re t en. 

Hei der Interpretation der Versuchsreihe ist ZII beachten, dass 
Alkohol verdunstet, uiid zwar ist die Mwge desselben betriichtlich. 

Rei Reendigung der Versuchsreihe wiirde in allen 6 Kiilbchen 
das Gesammtvolnnien Fliissigkcit nnd die Menge des iioch vorhandenen 
Alkohols bestimrnt; ich will nur die Zahlen aiifiiliren, die hirr von 
Interesse sind. Das dritte Kiilbchen erithielt noch 2.7 Gcwichts- 
procente hlkohol; das folgende Kiilbchen , in welchem keine Pilzver- 
mehriiiig mehr eingetrcten war, noch 3.3. 

Die Grenze liegt also zwischeii 2.7 und 3.3 Gewichtsprocenten 
Alkohol. 

I )  Dieselben werden im Dampfkessel ziemlich stark gebriunt. 
a) Man darf die Versuche crst nach mebreren M'ochen abbrecben, da cs 

zuweilon sehr lange dauert, bis die Sporen in Glycerinsalmiakltisung auskeimen. 
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B u t y 1 a 1 k o h o  1 g r e n z e. 
S a c h  einein orientirenden Vorversuch wurden 4 Kiilbchen mit 

Glyceririfleiachextraktliisiiiig und steigenden Mengeri von iiorrnaleni 
13utylalkohol versehen; das erste Kiillxhen cnthielt 0.7 Gewichtspro- 
cente, das zweite 0.9. das dritte 1.05, das vierte 1.2. Nach der Aus- 
saat wurden die Kiilbchen zugeschmolzen. Nach 3 Wochen wurde 
die Vcrsuchsreihe abgebrochen. In deni ersten und zweiteri Iiiil1)clicn 
war Yilzverniehrung (ohtie merkliche Giihrung) eitigetreten , i n  den) 
dritteii und vierten Kiilbcheii iiicht . 

Die Grcnze liegt also zwischen 0.9 und 1.05 Oewichtsprocenteu 
Biitylal kohol. 

€3 u t t e r s  I n r e g  r e  n z v. 

Es wiirden 3 Iiiilbchen iriit Glyc.eritifleiscliextraktliisung urid niit 
0.05, 0.1 uiid 0.2 pCt. T3uttersBure beschickt und mit Aussaat verseheii. 
In dein rrsteti Kolbchen trat I’ilz\crmehrittig ein, i n  den1 zweiteii und 
dritteii nirht niehr. 

Die Grenze liegt also zwisclieii 0.05 nnd 0 . 1  pCt. Butterslure. 

G 1 J r cr i i i  g r  enz  e. 
3 Iiiilbclieli wurden init Fleiscliextr~iktlii3iiiig, Ca1ciunicarl)onat 

urid 15, ‘LO , 2 5  pC,t. Glycerin beschickt , sterilisirt und mit Aiiss::at 
rersehcn. In :ilIeii Kiilbclien trat Pilzverniehrung ein, im dritteii erat 
nach 4 Tageii. In den zwei ersten Kiilbchen trat rniissige Galiruiig 
ein, in deni dritten keine tnerkliche Qiihrnng. Rei Beeiidigung der 
Versuchsreihe roch das erste und zweite Kiilbchen stark nach Rutyl- 
alkohol, das dritte Busserst schwach. 

Die Glyceringrenze liegt also noch uber 25 pet. 

K1 eii i  e m o r p  h o l o g i  scl ir  Sot i z e n  
Die Rreite dcr Vegetationszellen variirt ziernlich jc nach, dern 

Alter und je nacli der Zusanimcnsetzung der Cultnrfliissigkeit; in 
jungerein Zustand sind sie dunner als in spiiterem Alter; in eiweiss- 
haltigen Niihrliisungen sind sie diiiin und lang ; bei hoheni Gehalt an 
Glycerin sind sie sehr dick. 

Ziemlich auffalletid ist die Aufbauchung der Zellen. die in der 
Regel (indess nicht immer) auf den1 Hiihepunkt der Giihruiig eintritt; 
sic erinnert sehr an eirien Bhnliclien Vorgang bei den1 Schimmclpilz 
Mucor rumnosus, bei welchein die Mycelzellen tonnenfiirmig anschwellen, 
sobald der in der Zuckerliisung absorbirte Sauerstof verbraucht ist 
und in Folge dessen die Giihrung begiiint. 

In sehr selteneii F611en bei ungiinstigen E:rn&hrungsbedingungen 
findet man Zellen, die wiirstfiirniig und selbst hackenformig gekriimmt 
sind. 
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Der Spaltpilz bildet keine Zooglocamassen und keine Haut auf 
d e r  Oberflache. 

Die Violettfarbung durch J o d  findet nicht in jiingerem Zustand, 
sondern erst in spaterem Alter statt, wenn die Zellen sich anschicken, 
in  Dauersporen iiberzugehen. 

form wochenlang, bevor sie sich anschickt, in Dauersporen iiberzu- 
gehen, ebcnso in Kultorfliissigkeiten, die mit g o s s e n  Mengen von 
Glycerin, Aethylalkohol und Butylalkohol') beschickt waren. 

Zuwcilen gehen die Vegetationszellen ausserordentlich rasch, schon 
2 bis 3 'rage nach ihrer Bildung, in Dauersporeii iiber, auch wenn 
alle Xihrstoffe reichlich in1 Ueberschuss rorhanderi siiid; besonders 
ist dies d r r  Fal l  bei dem Spaltpilz in der gahrun~sunfihigeii Form2). 

In  sehr selteiien Fallen, wie es scheint unter abnormen Ernahrungs- 
bedingungen, erreichen einzelne Dauersporen die doppdte bis drei- 
fache LGnge der normalen; zuwrileri sind diesc langen Dauersporen 
schwach gekriimmt, wurstformig. 

Das Ariskrimen der Dauersporeii habe ich niclit direkt gesehen. 
Die Sporen schwellen nach Aussaat in frische Kulturflussigkeit an, 
verlieren ihren Glanz und nehmen drcieckige Form an; atis letzterer 
ist mit einiger Wahrscheinlichkrit anzunehnien, dxss sie ( p e r  zur 
Langsaxe der Sporen auskeinien, rbcwso wie die Sporen des ordinaren 
aFrobischen Heu-Bacillus nach B r e f  e l  d '  s Beobachtung. 

In eiweisshaltigen Kulturflussigkeiten erhalt sich die Veget a t' 1011s- 

V e r g a  h r b a r e  S u b s  t a n  z ell. 

Von dem Bacillus butylicus werdeii in Gihrung rersetzt : Glycerin, 
Mannit, Rohrzuckw. 

In  Liisungen von milchsaurem Kalk , milchsaureni Ammoniak, 
glycerinsaurem Kalk, Erythrit, lpfelsaurem Kalk, weinsaurem Kalk, 
weinsaurem Ammoniak , citronensarireni Kalk, Milchzucker, Quercit, 
chinasaurem Kalk rermehrt sich zwar der Spaltpilz, er erregt jedoch 
keine Giihriing, d. h. er kann hei Abwesenheit von Sauerstoff in diesen 
Liisungen nicht leben. 

W i r  stelit es iiun bei den rergllirbaren Substanzen mit den 
Glhrungsprodukten? Sind die Gihrungsprodukte verschieden je nach 
den vergahrbaren Snbstanzen, oder sind sie die nalnlichen und nur 
die relativen Meiigen derselben verschieden? Hildet sich ausschliess- 
lich Butylalkohol und keine Spur von Aethylalkohol, ausschliesslich 
Buttersaure und keine Spur von Essigsaure und Capronsaure ? Bildet 
sich Bernsteinsaure? 

l) Diese Boobachtung stimmt nicht niit einer friiheren Angabo (diese 
Berichte X, 276) ; ich muss den Widerspruch einstweilen unaufgekliirt lasscn. 

2) Siehe meiter unten. 



874 

Es wurde eine Giihrfliissigkeit hergestellt von G L Wasser, 180 g 
Glycerin, 0.1 g phosphorsanrcni Iiali, 0.02 g schwcfelsuurer Magnesia, 
1 g Salrniak nnd 30 g reiiiem Calcinmcarbonat. Die Fliissigkeit wurde 
irn Dampfkessel auf 1100 C .  erhitzt nnd nach dern Erkalten mit reiner 
Anssaat versehen. 

Die Giihriing danerte 21 Tage. Alle vier Tage wiirdc mit der 
niithigen Vorsicht eiiie Probe zur mikroskopischen Uiitersnchung ent- 
nomnien; letztere ergih nichts Abnormes. 

Die Menge des wasserfreien Rohalkohols tietriig 14.6 g; er siedcte 
bri 1 15-l171/*o, abgeschen ron 0.4 g Vorlauf, der r o i l  85" bis 115" 
iiberging. Mit 1 1 7 I / p  " war das 1)c.stillationskijIbcheri Ircr. Ansscr 
13iitglalkohol hatte sich also cine rriiiiiiriale Menge von Ac~thylalkoliol 
gebildet. 

Die iiach dein Abdestilliren tlrs Alkohols restireride Fliissigkc.it 
wnrde init drr niicli der Menge dcs angewandten Calrinincarl)oi,:tts 
berechileten Menge Salzsiiure rersetzt. und d(dl1ir t .  

Die M c q e  der fliichtigcn Siiure, diircli Titriren bestimmt nnd ah  
Huttersiiure berechriet, betrug 31.3 g. 

f l u s  deni letzten Destillat w i d e  zur I'riifiuig auf Essigsiiure das  
Silbersalz dnrgestcllt,; ('8 gab 64.7 pCt. Ag (essigsaures Silber verlangt 
64.7 pCt. Ag); das Silbersalz, ails den] vorletzten Destillat: gab 
62.3 pCt. Ag. 

Die I-Iauptmenge der fliiclitigeri Siirire wiirdo in bekannter Weise 
verarbcitet und der fraktionirten Destillation miterworfen; es ging fast 
Alles 1x4 160-1G5° ubw;  die Merige der letzten von 165'' \)is circa 
ZOO0 siedenden Praktion betrng 1.2 g. 

Die fluchtige Siiure bestelit also wesentlich aiis Uutterslure; nebcri- 
bci hatte sich cine minimale hlenge von Essigsiiure und Calironslrire 
gebildet. 

Aus dern nach dern Abdcstillireii der fliichtigen Siiiire blcibenden 
Riickstand ist die riichtfliichtige Siiure mittelst Aether auszuscliutteln; 
es ist das ausserordcntlich zeitraubend ; Lesser ist es,  folgenden Weg 
eiiizuschlagen: Man fiillt den Kalk mittelst Soda aus, engt d:is Filtrat, 
ein, zuletzt, auf deiri Wasserbad zur Trorkne und zieht wiederholt 
rnit absolut.em Alkoliol ails. Das Kochsalz bleibt ungeliist ; in Liisung 
gehen milchsanrc~s Natron und Trimethylerialkoliol. S a c h  dern Ent- 
fernen des Alkohols wird der Riickstand in Wasser geliist, aiigesluert 
und wiederliolt mit Aether ausgescliiittelt. Der ne ther  nirnmt Milch- 
slnre und eiii wenig Trimetliyleiinlkohol auf. Das Zinksalz der Milch- 
slure wurde nach mehmialigeni Cmkrystallisireri in  farblosen , gut 
ausgebildeten Kiystiillchen erhalten. Die Menge betrug 5.11 g; dies 
entspricht 3.1 g Milchsanre. Die Analyse ergab : 
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Gefunden Berechnet 

HzO 18.36 18.1 18.2 pCt. 
zn 27.0 26.7 26.8 )) 

I. 11. 

Kach dem Ausschiitteln rnit Aether wurde die riickstandigc Fliissig 
keit mit Soda genau neutralisirt, eingeengt, zuletzt auf dent Wasser- 
bad zur Trockne und wiederholt rnit absolutem Alkohol ausgezogen. 
Nach den1 Entfernen des Alkohols hinterblieb elne syrupfiirmige 
Fliissigkeit, die bei 213-217" siedete und d i n e  Zwcifel identisch ist 
rnit dern F r e u n d  'schen Trimethylenalkohol; die Meiige desselben be- 
trug 6.1 g. Fir die Mannitgiihrung wurden 1x0 g Mannit uiid 45 g 
Calcinnicarbonat angewandt. Die Giihrung begann erst 1 1 Tage nach 
der  Aussaat I )  und dauerte 15 Tage. Die alle 3 bis 4 Tage vorge- 
nommene mikroskopische Untersuchung egab  nichts Abnormes. 

Die vergolireiic Fliissigkeit r e q i r t e  sauer trotz deu Ueberschusses 
von Calciumcarbonat 2). 

Das wiissrige alkoholische Destillat reagirte sailer uiid enthielt 
1.02 g Buttersiiure. 

Die Menge des wasserfreien Roh-Alkohols betrug 18.25 g; er  
siedete fast vollst2ndig bei 116-llXo; unter 116'' von S5O an begin- 
nend gingen nur einige Tropfeii iiber. Mit 1 18'' war das Dcstillations- 
kiilbchen leer. 

Der  Alkohol besteht also aus Butylalkohol rnit einer Spur Aethyl- 
nlkohol. 

Die Menge der fliichtigen Saure. H I S  But te rshre  berechilet, betrug 
63.8 g. Das letzte Destillat gab ein Silbersalz init 55.5 pCt. Silber 
(Huttcrsaures Silber verlangt 55.4 pCt. Silber). Die Hauptmeiige der 
Siiure wurde in bekannter Weise verarbeitet; sie siedete fast voll- 
stiindig bei 160-164"; die letzten Tropfen gingen bei 165" fiber. 

Die fliichtigc S%ure ist also ganz reine Ruttcrsiiure ohlie Rei- 
nierigung von Essigszure uiid Caproiisiiure. 

Die Menge des niilchsauren %inks betragt 1.21 g eutsprechend 
0.73 g Milchsiiure. 

Nach den1 13ehaiideln rnit absolutem Alkohol wurde das Koch- 
salz niit 85 procentigeni Alkohol wiederholt aasgcmqpi; iiach dem 
Entfernen des Alkohols wurde der Ruckstand in Wasser geliist, an- 
grsiiuert und mit Aether ausgeschiittelt; es wurde so 0.01 g Bernstein- 
s2ure gewonnen. 

1) Rri Anwendung von Salmiak als stickstoff haltigeni Nihrstoff und bei 
minimaler Aussaat findet die Pilzvermehrung anfangs xuweilen sehr lang- 
Sam statt. 

9) Bei mchrtigigem Stehen wiirde iibrigens ohne Zweifel die Fliissigkeit 
neutral gewordcn sein. 
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Butylalkohol . . . . 
Buttersiiurc . . . . 
Milchsiiare. . . . . 
Bcrnsteinsiiure . . . 
Trirncthylenalkohol . . 

Ausser rnilchsaurem und bcrnsteinsaurem Natron wurde von dem 
Alkohol eine kleine Menge einer braunen, schrnierigen, hygroskopischen, 
in hether  unliislichen Siibstanz , die F e h l  ing'sche Liisung reducirt, 
ausgezogen. 

Zur Rohrzuckergahruug wurden 180 g Rohrzucker uiid 70 g Cal- 
ciumcarbonat genomrnen. Die GBhrung begann 8 Tage nach der Aus- 
saat und dauerte 25 Tage. 

Die vergolirene Fliissigkeit reagirte sauer; das alkoholische Destillat 
enthielt 0.3 g RuttersBure. 

Die Menge des Rohalkohols betrug 0.92 g; er siedete fast voll- 
standig bei 110- 118"; uriter 1 loo voii 850 an beginnend gingen drei 
Tropfen iiber. 

Der  Alkohol besteht also wesentlich aus B.utylalkoho1. 
Die Menge der fliichtigen SBure, als Buttersgure berechnet, betrug 

80.4 g. 
Das letzte Destillat gab ein Silbersalz rnit 64.3 pCt. Ag;  es ist 

also Essigsaure vorhanden. Die ITnuptrnenge der SBure siedete fast 
ganz bei 160-165O; eine minimale Menge ging bei 165-175O iiber; 
es ist also eine sehr kleine Menge CapronsLure vorhanden'). 

Die Meiige des milchsauren Zinks betrug 0.82 g, entsprechend 
0.49 g Milchsilure. 

RernsteinsLure war nur spurenweise vorhanden. 
Ausserdem war vorhandeii eine kleine Menge einer braunen, 

schmierigen, hygroskopischen , F e h 1 i n  g ' sche Liisung reducirenden 
Substanz. 

Irn folgenden stelle ich die Resultate, auf 100 Theile berechnet, 
iibersichtlich zusarnmen : 

s. 1 10.2 ~ 0.5 
17.4 35.4 ' 42.5 

1.7 0.4 , 0.3 
I 

- 
- 
o.O1 i 3.4 

100 1 100 100 
Glycerin 1 Mannit ~ Invertxucker Es gahcn: 

I 

Es gahcn: 100 

') Wic schon in friiheren Mittheilongen crmahnt, entsteht boi all' diesen 
Giihrungon oine Spur einer hoheren, festercn Fettshre, die mit den Wasser- 
diimpfen fltichtig ist und das Dcstillat trtibt. Specie11 boi der Rohrzucker- 
giihrung war die Menge grbsser, als bei der Glycerin- und Mannitgiihrung. 
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Die Verschiedenhriten der drei Gahrungen treten vielleicht am deut- 
lichsten hervor, wenn man folgende Vergleiche macht : Bei der Glycerin- 
gahrung ist das Molekiilverhaltniss von Alkohol und Satire (Hutter- 
sbure und Milchslure ztisamme~igerechnet) wie 1 : 2 ,  bei der Mannit- 
gahrung wie 1 : 3; bei der R o h r z n c k e r g ~ h r n ~ i ~  ist der Alkohol niir 
minimales Nebenprodnkt. 

V e r l u s t  d e r  F a h i g k e i t ,  G a h r u n g  z u  e r r e g e n .  

Der  Bacillus butylim kann die FBhigkeit, Giihrung ZLI erregen, 
d. h. bei hbwesenheit von Sanerstoff zu leben, durch verschiedene 
Einfliisse verlieren. 

Einer dieser Einfliisse ist hohe Temperatur. Eine Serie von 
sterilisirten, rnit reiner Sporenaussaat versehenen Glycerinfleischextrakt- 
liisungen wiirderi verschieden lange Zeit gekocht, niimlich 1, 3, 6, 10, 
15, 20 Minuten. Nur  in den zwei ersten Kolbchen trat Pilzvermehrung 
ein, in den iibrigen waren die Sporen todt. I n  dem Kiilbchen ))1 Mi- 
nute(( trat Giihrung ein, in dem Kiilbchen ))3 Minutencc dagegen nicht. 

Bei eiuer anderen Vcrsuchsreihe, wobei die nlrnlichen Zeiten ein- 
gehalten wurden, trat in den drei ersten Kiilbchen Pilzverrnehrung 
eim; in den iibrigen waren die Sporen todt. I n  keinem einzigen der 
drei ersten Kijlbchen trat Gahrung ein. 

Genao dasselbe Resultat gab eine Serie von Mannitfleischextrakt- 
liisungen ; in  den drei ersten Kijlbchen trat Pilzvermehrung, aber keine 
Gahrung ein; in den iibrigcii Kiilbchen waren die Sporen todt. 

Eine Sene  Traubenzuckerfleischextraktliisungen (1, 3 ,  6, 10, 15, 
20 Minuten ergab: In den vier ersten Kiilbchen Pilzvermehrung, die 
zwei letzten todt. Die Kdbclien )) 1 Minute(( und ))3 Minuten(( gahren; 
die Kiilbchen ))6 Minuten(( und ))lo Minutemu gahren Iiicht. 

Eine andere Traubeiizuckerserie (1, 3, 6, 10 Minuteii) ergab: In 
den zwei ersten Kijlbchen Pilzvermehrang , aber keine Gahrung ; die 
zwei letzten Kiilbchen todt. 

Die Fahigkeit, GLhrung zu erregcn, kann arich schon unter 100O 
verloren gehen. , 

Zwei Kiilbchen mit Glycerinfleischextraktliisung wurden 2 und 
G Stuiiden lang in ein Thermostat von 95" eingesetzt. In  dem K61b- 
chen z2 Stundencc trat Pilzvermehrung, aber keine Gahrung ein; in 
dem Kdbchen ))6 Stundencc waren die Sporen todt.. 

Eine Serie von Kiilbchen mit Glycerinfleischextraktliisungen wurden 
2, 2'12, 3, 3'12, 4, 4'12, 5 ,  5'12, 6, 11 Stunden in ein Thermostat von 
900 eingesetzt. Mit Ausnahme des letzten trat in allcn Kiilbchen Pilz- 
vermehrung ein. In den drei ersten Kiilbchen trat Glhrnng ein rnit 
deutlich abnehmender Intensitat; in den iibrigen Kolbchen trat keine 
Giilirung ein. 



Zwei Versuche bei 80° ergaben: S a c h  7 Stunden tritt noch Pilz- 
vermehrung, aher keine Glihrung niehr ein. 

Rei 70° ist nach 13 Stunden die Glhrfihigkeit noch iiicht auf- 
gehoben. 

Die Fahigkeit, Giihrung zu erregen , wild ausser durch hohe 
Tcmperatur auch aufgelioben , wenn dcm Spaltpilz selir reichlich iind 
andauernd Satierstotr dargeboten wird. 

Wcnn man z. I<. eine einzige Zelle in eine verlidltiiissriiassig 
grosse Menge Kulturfliissigkeit aussiit , so wird die Gahrfiihigkeit be- 
traclitlich herabgestimmt und oft auch ganz aufgehoben. 

Ebeiiso rerhiilt ( IS  sich, weriIi man den Spaltpilz bei sehr reich- 
lichem Liiftzutritt r i d e  Generatioiic.n hindiirch in einer Kulturfliissigkeit, 
in welcher er keine Gahrung verursachen kann, kultivirt. 

Es murden vier griissere Kolben mit FleischextraktlBsung be- 
schickt, sodass die Fliissigkeit nur cine diinne, der Luft reichlicli aus- 
gesetzte Schicht bildete. Die vier Kolben wurden sterilisirt und mitttelst 
eimes Platindrathes eine minimale Ausssat in einen derselben gemacht. 
Nach vier Tagen wurde mittelst des Platindrathes eine Spur  der 
Fliissigkeit. in den zweiten Kolben iibertragen; s o  wurde fortgefahren 
bis Zuni letzten Kolben. Von Letzterem wurde eine Aussant in ( h e  
GlyceriIiflcichextraktliisnrlg gemacht: es trat Pilzvermehrung, aber 
keinc Giihrung ein. 

Derselbc Versuch wiirde rnit vier Kolben rnit milchsaurer Kalk- 
fleischestraktliisung gemacht, genau mit dem niimlicheii Resultat. 

Feriier wird die Giihrfiihigkeit herabgestimmt durch Kiiltur bei 
450 c. 

Die hrialogie der giihiungserregcnden und der kranklit?iterregeriden 
Spaltpilze ist in die Augen springend. Rei dem Spaltpilz der Hiihner- 
cholera und bei den1 Milzbrandbacillus kann, wie P a s  t e u r  zeigte, 
die FBhigkeit Krankheit zii erregen gradatini hernhgesetzt wcrden bis 
ziir vijlligen Aufhebung, rind zwar geschieht dies durch Kultiir bei 
sehr reichlichem Sauerstoflzutritt. 

E n z y m e I). 
Der Bacillus but,yZicus producirt ein Enzyni , das den Rohrzucker 

inventirt. In eine steriliuirte RohrzuckerfleischextraktlBsiing wurde 
eine miriirnale Ausssat geniacht und von Zri t  xu Zeit Proben ent- 
nommcn zur Priifung mit F c h 1 i ng 'scher Liisung. G Sturiden nach 
der Aussaat fand noch keirie Reduktion statt; nach 24 Stunden wurde 

I) hnstatt des ungeeigneten husdruckes )) ungcformtes Fermcnta oder 
aunorganisirtes Ferment(. benutze ich tlas ron K iihn c vorgesclilagcne Wort 
nEnzynia. 
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starke Pilzvermehrung, I3eginn der Gahrcing und schwache Reduktion 
konstatirt. Nach 48 Stunden reducirte die Flussigkeit sehr stark. 
Eine spiitere Wiederholung des Versuclres ergab das iriimliche 
Resultat. 

Milchzucker wird von dem Spaltpilz nicht in Giilirung versetzt 
und zwar deshalb nicht, weil cr kein Enzym bildet, das den Milch- 
eucker hydratisirt. Durch Siiure hydratisirter Milchzucker wird durch 
den Spaltpilz leicht in Giihrung versetzt. D e r  Spaltpilz verhdt  sich 
also gegen den Milchzucker ebenso wie Hierhrfe und Mucor rucemo~us. 
Reide letztere rerrnchren sich zwar in Milchzuckerliisi~ng, erregen 
aber keine Giihrung, wril sie kein I h z y m  bilden. das den Nilchzucker 
hydratisirt : durch Saure hydratisirtcr Milchzucker wird dorch sie leicht 
in Giihruirg \ ersetzt. Sehr wahrscheinlich giebt es Spaltpilze, die ein 
Enzyrn produciren , das den Milchzucker hydratisirt j die alkoholische 
Gdhrung der Milch, die den Kurnys liefert, ist verrnuthlich so zu 
interprctiren: ein Spaltpilz und Bierhefe unterstiitzen sich gegenseitig; 
der Spaltpilz (der kein Gahruiigserreger zu sein braucht) bildet ein 
Enzym, das  den Milchzucker hydratisirt , und die Bierhefe vergahrt 
dann den hydratisirten Milchzucker. 

Der  Spaltpilz prodiicirt kein Enzym, das den Harnstoff hydra- 
tisirt '). Zwei Kijlbchen mit Harn wurden bei gewiihnlichem Druck 
10 Minutcn lang gekocht?); eines der Kiilbchen wurde nach den1 Er- 
kalten rnit Aussmt versehen; das andere diente als Kontrolle. Der  
Spaltpilz verniehrte sich gut und ging nach einiger Zeit in Dauer- 
sporen iibcr. Rei I3eendigong des Versuches war  der Harn kaum 
merklich alkalisch. Der Kontrolllrarn blieb pilzfrei. 

1) Ich rechne die sogenannte Harnstoffgihrung nicht zu den Gihrungs- 
erscheinungen ; sie gehijrt zu einer ganz anderen Klasse von Erschcinungen, 
niimlich zu den Hydratationen. - Der Harnstoff6pa~tpi\z hildet ein Enzpm, 
das den Harnstoff hydratisirt, Blinlich wie viele niedcre Pilze ain Enzym 
produciren, das den Rohrzucker invertirt. - Mit Unrecht werden ron einigen 
Autoren die Gihrungserscheinungen und die Hydratationen zusammengeworfen 
und dadurch bei Fernerstehenden, die nicht in der Lage aind sich n in  selbst- 
s t indips  Crtheil iiber diese Dinge zu bilden, cine heilloso Konfusion erzeugt. 
- Die Gahrungserscheinungen und die Hydratationen sind chemisch und 
physiologisch ganz heterogeno Dinge: das Zusarnmeiiwerfen riihrt wohl nur 
von den1 gusserlichon Un~stand her, dsss man zufiilliger- und unzweckrn5ssiger- 
weise in beidcn Fallen das Agens mit dem namlirhen Wort >>Ferment<< be- 
zeichnete. 

2) In1 Dampfkessel sterilisirter Harn konnte zu dem Versueh nicht ver- 
wendet merden. da bei 1100 der Harnstoff schon zersetzt wird; auch in diesem 
alkalischen Ham vermehrt sich dcr Spaltpilz gut und geht nach einiger Zeit 
in Dauorsporrn iiber. 

Hprichtc d. L). chem. Gesellachaft. J:ilirg. X\-. 58 
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I)er Spaltpilz bildet kein Eiizym, das Starke verziickert. Es 
wurde ein Gemenge von Wasser, Starke, Fleischextrakt und Calcium- 
carbonat in1 Dampfkessel sterilisirt und iiach deni Erkalten rnit n u s -  
saat versehen. Der Spaltpilz verniehrt sich gut ;  es tritt jedocli keine 
Verzuckerung und folglicli auc.li keiiie Gghriing ein. Der Versuch 
wurde rrtehrmals wiederholt rnit dem namlichen Resultat. 

I r h  erinnere hierbei daran, dass ich friiher eirien Spaltpilz linter 
deli IIfindeii hatte, der Stiirke. die nirht citinial verkleistert zii sein 
braucht, rascli iind stiirrriisch vergahi-t. Ohne Zweifel wird daliei 
die Stiirke znerst verziickert durch ein voii dem Spaltpilz producirtes 
Enzyrn. 

I>er Spaltpilz producirt ein Enzyrn, das unliisliche Eiweissstoffe 
langsmi liist. Seruni-Albiinin, frisch bereitetrs Fibrin, Kleber: fett- 
freies Casei‘n wurden init Wasser und Fleischextrakt irn Dampfkessel 
sterilisirt und iiach dem Erkalteii mit Aussaat. versehen. Im Larife 
dcr nachsteii Wocheii wordeii die Substanzen langsain geliist bis auf 
einen kleinen Rest.. Ex fand keine Gaseiitwickelung statt; es trat 
kein Flulnissgeruch aiif. Dies(? Versuclie erinneni sehr an den Vor- 
gang beim 1angs:rrneii Reifen des IiBses, das ebenfalls, wie es scheint, 
durch ein voii Spaltpilzen producirtes Hnzyni bedingt, wird und wobei, 
wie es scheint, das Casei’ii hpdratisirt wird. 

Nach einigen Wochen wurden die Fliissigkeiten untersucht : sie 
reagireii alkaliscli, sie zeigeri nicht die Hioretreaktion; beim Kochen 
findet keine Ausscheiduiig statt, beini Kochen iiach dem Bnsauern 
iiur eine geringe Triibung ; durch absoluten Alkohol findet Fallung statt. 

In den Kont.rollkolhchen waren die Subsknzen unveriindert ge-  
blieben. 

Saet man den Spaltpilz in sterilisirte Milch, so vermehrt er sich 
darin gut.. Die Milch wird niclit sailer, sie kann es aucli nieht werderi, 
denn der Spaltpilz Lildet, wie ich oben zeigte, kein Eiizym, das den 
Milchzucker hydratisirt. Die Milch wird im Gegeutheil alkalisch. 
Das Casei’ii wird ebenso verandert wie in dem oben beschrieberien 
Versuch. Die Milch nimmt eiii eigenthiimliches Aussehen an;  sie 
bildet riiimlich, abgesehen von der aufschwirninenden Fettschicht und 
einem geritigeii Ihdensatz, cine iiiir sehwach trube, fast klare und 
dnrclisichtige Pliissigkeit, welche iiach deni Ansauern nur eine geriige 
Triibung giebt. Die ebenfalls im Darnpfkessel sterilisirte Kontrollmilch 
hat ein norniales husseheri und giebt iiach dern Ansliuern eine starke 
Fallung. 

S t r a s s  b u r g ,  Privatlaboratoriorn. 




