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ist. Auch m-Dinitrobenzol reagirt ganz glatt mit Natriummethylat,
unter Bildung einer amorphen, gelben Substanz. — In gleicher Weise
gedenke ich noch andere Nitrokorper, vor Allem auch Nitrosiuren za
untersuchen, ebenso wie an Stelle von Methylalkohol Gemische des-
selben mit hoheren Alkoholen und diese selbst treten sollen. Die
Einwirkung der Alkoholate scheint mit dem wachsenden Molekular-
gewichte der Alkohole an Heftigkeit zuzunehmen; so wird z. B. Na-
triumamylat von Nitrobenzol ganz ungemein lebhaft und unter plotz-
lichem Festwerden der ganzen Masse angegriffen.

174. Albert Fitz: Ueber Spaltpilzgihrungen.
VII. Mittheilung.

(Eingegangen am 6. April)

Bacillus butylicus.
Reincultur.

Die zur Cultur von Spaltpilzen bestimmten Fliissigkeiten miissen
auf 110°C. erhitzt werden. Die Temperatur von 100° reicht zum
Sterilisiren nicht aus, da es Spaltpilzsporen giebt, die dieser Tempe-
ratur widerstehen. Bequemer als in zugeschmolzenen Rdhren nimmt
man das Erhitzen auf 110° im Dampfkessel vor; er ist unentbehrlich,
wenn es sich um eine grosse Zahl kleiner Versuchsflischchen oder
um eine grosse Flissigkeitsmasse z. B. 6 Liter handelt, wic sie noth-
wendig ist, wenn man die- Gihrungsprodukte genauer untersuchen
willl).

Als Culturflissigkeiten nehme ich Lisungen von 3 pCt. Zucker,
Mannit, Glycerin u. s. w. 1 p. m. Fleischextrakt nebst einer ent-
sprechenden Menge von reinem Caleiumcarbonat.

) Mein Dampfkessel ist im Innern 54 cm hoch und 38 em breit; er kann
mittelst Siebbiden je nach Bedirfniss in 1 oder 2  Etagen abgetheilt werden.

Dic Angabe von Robert Koch, Gaffky und Liffler (Mittheilungen
ans dem kaiserlichen Gesundhecitsamt Bd. I, S, 322 ff.), dass Fliissigkeiten im
Dampfkesscl nur ausserordentlich langsam die Temperatur des Dampfes an-
nehmen, kann ich wicht bestitigen. Die Zahlenangaben von Koch und Gen.
sind physikalische Ungeheuerlichkeiten. Vermuthlich sind die von ihnen be-
nutzten Maximumthermometer unbrauchbar, oder die Dampftomperatur wurde
unrichtig bestimmt.

Der Raumersparniss wegen unterlasse ich die Beschreibung meiner Ver-
suche iber diesen Gegenstand, der von keinem weiteren Interesse ist. Das
Anwirmen meines Dampfkessels bis zur Temperatur von 110° dauvert je nach
dem Gasdruck und der Menge der Flassigkeit 30 bis 45 Minuten; alsdann
wird er noch 30 Minaten lang auf dieser Temperatur erhalten.
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Bevor die mit den Culturfliissigkeiten beschickten Kélbe' en in
den Dampfkessel eingesetzt werden, erhalten sie den Brefeld’schen
Filtrirpapierverschluss, eine Kapsel, bestehend aus 3 bis 4 Blittern
von moglichst dichtem Filtrirpapier. Ueber die Kapsel wird ein Kaut-
schukbéndchen gespannt.

Die sterilisirten Culturfliissigkeiten, in ein Thermostat von 37° ge-
setzt, bleiben monatelang pilzfrei.

Das Abnehmen der Kapseln zum Zwecke von Aussaaten oder
von Probeentnahmen fiir die mikroskopische Untersuchung geschieht
in einem gerdumigen Glaskasten, in welchem die Laft stets mit
Feuchtigkeit gesittigt ist und folglich Pilzkeime nur in minimaler Zahl
suspendirt enthélt.

Ieh iiberzeugte mich davon, dass man sterilisirte Culturfiissig-
keiten lange Zeit offen im feuchten Glaskasten stehen lassen kann,
ohne dass Pilzkeime hineingerathen. .

Der Boden des Glaskastens ist mit destillirtem Wasser Ledeckt,
die Seitenwiinde mit Filtrirpapier belegt, das eine grosse Oberfliche
bildet, von dem aus das Wasser verdunsten kann. Einige Centimeter
iiber dem Boden befindet sich ein zweiter durchléeherter Boden.

Das Entnehmen von Proben geschieht mittelst Glasstiibe, die
durch die Flamme gezogen und im feuchten Glaskasten erkaltet sind.

Um eine Reincultur eines gihrungserregenden Spaltpilzes zun ge-
winnen, ist es unbedingt nothwendig, von einer cinzigen Zelle als Aus-
saat auszugehen.

Man bestimmt in einer gewdéhnlichen, noch unreinen Cultur mit
Hiilfe einer Zihlkammer annihernd die Zahl der Spaltpilzzellen, die
in einem Tropfen enthalten sind und verdiinnt dann einen Tropfen so
stark mit sterilisirtem, destillirten Wasser, dass im Durchschnitt auf
5 bis 10 Tropfen der verdiinnten, gut gemischten Flissigkeit eine
Spaltpilzzelle kommt. Man sidt dann in eine Serie von ca. 50 mit
Culturfliissigkeit beschickten und sterilisirten K6lbchen je einen Tropfen
ans und setzt sie alsdann in ein Thermostat von 37 Von den
50 Kélbchen werden i Laufe der nédchsten drei Wochen 5 bis 10 Ké1b-
chen Pilzentwickelung zeigen. In einem jeden dieser Kolbehen wird
die Pilzcultur unter sich einheitlich und rein sein, weil sie von einer
einzigen Zelle abstammt. Man erhilt so die verschiedenen Spaltpilze,
die in der urspriinglichen unreinen Cultur enthalten waren, jeden fiir
sich isolirt.

Hat man den Spaltpilz einmal rein, so ist es leicht, ihn bei
weiteren Culturen rein zu erhalten. Verschiedene kleine Vorsichts-
maassregeln, die dabeli zu beachten sind, sind so selbstverstindlich,
dass ich sie wohl nicht zu erwihnen brauche.
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Temperaturoptimum.

Es wurden 4 Thermostate auf die Temperaturen 319, 349, 37°%, 40°
eingestellt, Wihrend der ganzen Dauer der Versuche (4 Wochen)
schwankte die Temperatur in der Regel nur um 0.1°% ausnahmsweise
fir kurze Zeit nm 0.2%; bei einem der Thermostate kam auch einmal
fiir kurze Zeit eine Abweichung von 0.3% vor.

Die Temperatur von Wasser, das sich in ecinem Kolben im
Thermostat befindet, weicht von der aussen abgelesenen Temperatur
am 0.1° bis 0.2° ab.

Das Temperaturoptimam wurde zu ermitteln gesucht durch die
Gewichtsverluste der Gihrfliissigkeiten.

TUm Kork- oder Kautschukstépsel zn vermeiden, wurde der Hals
des Kolbens zu einer diinnen Rohre ausgezogen, rechtwinkelig ge-
bogen und ein angemessen grosses, U-formiges Chlorcalciumrohr damit
verbunden, das am anderen Ende durch ein Kautschukventil geschlossen
wurde.

Um zu priifen, ob diese Vorrichtung iberhaupt fiir den vorge-
setzten Zweck brauchbar ist, wurden die vier Apparate mit destillirtem
Wasser beschickt und 4 Tage lang in die Thermostate eingestelit.
Mittelst der Wage, dic ich fiir diese Versuchsreihe anwandte und die
ein Uebergewicht von 0.1 g deutlich anzeigte, konnte eine Gewichts-
dndernng nicht constatirt werden. Die Versuchsanordnung war somit
befriedigend brauchbar.

Es wurden nun die vier Kolben mit je 400 cecm Gihrfliissigkeit
(enthaltend 3 pCt. Glycerin, 1 p. m. Fleischextrakt und cine ange-
messene Menge Calciumearbonat) beschickt und nebst den Kautschuk-
rohrchen im Dampfkessel sterilisirt. Die Kolben wurden sodann auf
die betreffenden Temperaturen gebracht, vorsichtig mit Aussaat von
reinem Bacillus butylicus versehen, mit den Chlorealciumrdhren ver-
bunden nnd gewogen.

Nach 4 Wochen betrugen die Gewichtsverluste in Grammen:

31 34 37v 400
3.2 3.5 3.7 4.2
Von den untersuchten Temperaturen ist somit 40° die giinstigste.

Temperaturmaximum.

Es wurden zwei Thermostate anf die Temperaturen 42° und 46°
cingestellt und zwel Kolbchen mit sterilisirten Glycerinfleischextrakt-
lsungen ) eingesetzt. Nachdem die Kélbchen hinreichend lange darin
verweilt hatten, um die betreffenden Temperaturen anzunehmen, wurden
sie mit reiner Aussaat versehen.

1) Selbstverstindlich enthielten die Kélbchen auch Calciumcarbonat.
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Bei 429 trat Pilzvermehrung und stiirmische Gihrung ein. Bei
46Y trat selbst nach 3 Wochen keine Pilzvermehrung cin; die Aussaat
blieb regungslos. Letzteres Kolbchen wurde dann in ein Thermostat
von 37° gebracht; alsbald trat Pilzvermehrung und Githrung em. Die
Grenze liegt also zwischen 429 und 46°. Zur genaueren Bestimmung
der Grenze ging ich von 42° an aufwiérts mit Intervallen von 0.4 bis
0.5°. Die Fihigkeit, sich zu vermehren und Géhrung zu erregen,
nimmt dabej gradatim ab. Soweit meine Versuche bis jetzt reichen,
liegt die Grenze zwischen 45" und 45.5"; es ist iibrigens wobl mog-
lich, dass die Grenze ein wenig schwankt je nach dem Medium und
je nachdem die Zellen der Aussaat bereits mehr oder weniger gut an
dic hohe Temperatur angepasst waren.

Toédtung der Dauersporen.

Die Dauersporen des Bacillus butylicus kénnen die Siedetempe-
ratur einige Minuten lang ertragen!). Die Zeit wurde ein wenig ver-
schieden gefunden, wie es scheint. je naeh dem Alter nnd der Qua-
litiit der Sporen und je nach dem Medium?).

Bei drei Versuchsreihen mit sterilisirten und mit reiner Sporen-
aussaat verschenen Glycerinfleischextraktlosungen wurden folgende
Grenzen gefunden: 1) zwischen 3 und & Minuten, 2) zwischen 6 und
10 Minuten, 3) zwischen 15 und 20 Minuten.

Bei einer Mannitreihe lag die Grenze zwischen 6 und 10 Minuten,

Bei zwel Traubenzuckerreihen lag die Grenze in dem einen Fall
zwischen 3 und 6 Minuten, In dem zweiten Fall zwischen 10 und
15 Minuten.

Die Dauersporen werden aueh schon weit unter 100° getidtet,
wenn sie genifigend lange Zeit den betreffenden Temperaturen ausge-
setzt werden.

Die Versuche wurden so gemacht, dass die Kélbchen mit Zimmer-
temperatur in Thermostate. die auf 700, 809, 90°, 95° eingestellt waren,
verschieden lange Zeit gesetzt wurden?). Bel 93° liegt die Grenze
zwischen 2 uud 6 Stunden, bel 90° zwischen 6 und Il Stunden, bei
80% zwischen 7 und 11 Stunden. Bei 70V ist nach 12 Stunden die
Keimfihigkeit noch nicht vernichtet.

1Y Die Flissigkeiten wurden direkt dber der Flamme zum Kochen erhitzt.

2) Vielleicht sind auch bei der Interpretation von Versuchen, die zu ver-
schiedener Zeit gemacht werden, die kleinen durch verschiedenen Barometer-
stand Dbedingten Siedepunktsdifferenzen nicht ausser Acht zu lassen.

%) Einige Controllversuche ergaben, dass die Temperatur der Fliissigkeit
im Kélbchen nach 1 Stunde noch 100 unter der Temperatar des Thermo-
staten ist.
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Die gegebenen Zahlen beziehen sich auf Glycerinfleischextrakt-
l6sungen. In Traubenzuckerlésungen?!) ist die Widerstandsfihigkeit
geringer. Versuche, die gleichzeitig unter genau denselben Verhilt-
nissen mit dem nimlichen Aussaatmaterial gemacht wurden, ergaben:
Bei 95° sind nach 2 Stunden die Sporen in Glycerinl§sung noch keim-
fibhig, in Traubenzuckerldsung bereits todt. Bei 90° sind nach 6 Stun-
den die Sporen in Glycerinlisung noch keimfiihig, in Traubenzucker-
16sung todt.

Auch in Glycerinsalmiakldsungen 2) sind die Sporen weniger
widerstandsfihig als in Glycerinfleischextraktlésungen. So liegt fiir
Glycerinsalmiaklésungen bei 90" die Grenze zwischen 21/ und 3 Stun
den, wihrend sie fiir Glycerinfleischextraktlsungen zwischen 6 und
11 Stunden liegt.

Aethylalkoholgrenze.

Nach zwei orientirenden Vorversuchen wurde folgende Versuchs-
reihe gemacht. Es wurden 6 Kélbchen mit Glycerinfleischextraktlésung
und steigenden Alkoholmengen beschickt. Das erste Kolbchen ent-
hielt 3.5 Gewichtsprocente Alkohol, das zweite 4, die folgenden 4.5,
5, 5.5, 6.

Das erste Kolbchen (3.5 pCt.) zeigte 8 Tage nach der Aussaat
Pilzvermehrung, nach weiteren 5 Tagen trat sehr sehwache Géhrung
ein, Das zweite Kolbchen (4 pCt.) zeigte 18 Tage nach der Aussaat
Pilzvermehrung; nach weiteren 6 Tagen trat eine kaum merkliche
Géhrung ein. Das dritte Kolbchen (4.5 pCt.) zeigte nach 16 Tagen
Pilzvermehrang; Gibrung trat nicht ein. In den iibrigen Kolbchen
war nach 3 Wochen, wo der Versuch abgebrochen wurde, keine Pilz-
vermehrung eingetreten.

Bei der Interpretation der Versuchsreihe ist zu beachten, dass
Alkohol verdunstet, und zwar ist die Menge desselben betrichtlich.

Bei Beendigung der Versuchsreihe wurde in allen 6 Kolbchen
das Gesammtvolumen Fliigsigkeit und die Menge des noch vorhandenen
Alkohols bestimmt; ich will nur die Zahlen aunfiihren, die hier von
Interesse sind. Das dritte Kolbchen enthielt noch 2.7 Gewichts-
procente Alkohol; das folgende Kélbchen, in welchem keine Pilzver-
mehrung mehr eingetreten war, noch 3.3.

Die Grenze liegt also zwischen 2.7 und 3.3 Gewichtsprocenten
Alkohol.

1) Dieselben werden im Dampfkessel ziemlich stark gebriiunt.

%) Man darf die Versuche erst nach mehreren Wochen abbrechen, da es
zuweilen sehr lange dauert, bis die Sporen in Glycerinsalmiaklésung auskeimen.
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Butylalkoholgrenze.

Nach einem orientirenden Vorversuch wurden 4 Kolbchen mit
Glycerinfleischextraktldsung und steigenden Mengen von normalem
Butylalkohol versehen; das erste Kélbchen enthielt 0.7 Gewichtspro-
cente, das zweite 0.9, das dritte 1.05, das vierte 1.2. Nach der Aus-
saat wurden die Kdlbchen zugeschmolzen. Naeh 3 Wochen wurde
die Versuchsreihe abgebrochen. In dem ersten und zweiten Kolbehen
war Pilzvermehrung (ohne merkliche Githrung) eingetreten, in dem
dritten und vierten Kolbehen nicht.

Die Grenze liegt also zwischen 0.9 und 1.05 Gewichtsprocenten
Butylalkohol.

Buttersduregrenze.

Ls warden 3 Kolbchen mit Glycerinfleischextraktlésung und niit
0.05, 0.1 und 0.2 pCt. Butterséiure beschickt und mit Aussaat versehen.
In dem ersten Kolbchen trat Pilzvermehrung ein, in dem zweiten und
dritten nicht mehr.

Die Grenze liegt also zwischen (.05 und 0.1 pCt. Buttersiure.

Glyceringrenze.

3 Kélbchen wurden mit Fleischextraktlosung, Calciumcarbonat
und 15, 20, 25 pCt. Glycerin beschickt, sterilisirt und mit Aussaat
versehen. In allen Kolbehen trat Pilzvermehrang ein, im dritten erst
nach 4 Tagen. In den zwei ersten Kolbchen trat méssige Gahrung
ein, in dem dritten keine merkliche Gihrung. Bei Beendigung der
Versuchsreihe roch das erste und zweite Kolbchen stark nach Butyl-
alkohol, das dritte dusserst schwach.

Die Glyceringrenze liegt also noch iiber 25 pCt.

Kleine morphologische Notizen.

Die Breite der Vegetationszellen variirt ziemlich je nach, dem
Alter und je nach der Zusammensetzung der Culturfliissigkeit; in
jingerem Zustand sind sie diinner als in spiterem Alter; in eiweiss-
haltigen Nihrlosungen sind sie diion und lang; bei hohem: Gehalt an
Glycerin sind sie sehr dick.

Ziemlich auffallend ist die Aufbauchung der Zecllen, die in der
Regel (indess nicht immer) auf dem Hohepunkt der Gihrung eintritt;
sie erinnert sehr aun einen &hnlichen Vorgang bei dem Schimmelpilz
Mucor racemosus, bei welchem die Mycelzellen tonnenformig anschwellen,
sobald der in der Zuckerlésung absorbirte Sauerstoff verbraucht ist
und in Folge dessen die Gihrung beginnt.

In sehr seltenen Fillen bei ungiinstigen Ernihrungsbedingungen
findet man Zellen, die wurstformig und selbst hackenformig gekrlimmt
sind.
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Der Spaltpilz bildet keine Zooglocamassen und keine Haut auf
der Oberfliche.

Die Violettfirbung durch Jod findet nicht in jiingerem Zustand,
sondern erst in spiterem Alter statt, wenn die Zellen sich anschicken,
in Dauersporen iiberzugehen.

In eiweisshaltigen Kulturflissigkeiten erhélt sich die Vegetations-
form wochenlang, bevor sie sich anschickt, in Dauersporen iiberzu-
gehen, ebenso in Kulturflissigkeiten, die mit grossen Mengen von
Glycerin, Aethylalkohol und Butylalkohol!) beschickt waren.

Zuweilen gehen dic Vegetationszellen ausserordentlich rasch, schon
2 bis 3 Tage nach ihrer Bildung, in Dauersporen iiber, auch wenn
alle Nihrstoffe reichlich im Ueberschuss vorhanden sind; besonders
ist dies der Fall bei dem Spaltpilz in der gihrungsunfihigen Form?2).

In sehr seltenen Fillen, wic es scheint unter abnormen Ernihrungs-
bedingungen, errcichen einzelne Dauersporen die doppelte. bis drei-
fache Linge der normalen; zuweilen sind diese langen Dauersporen
schwach gekriimmt, wurstférmig.

Das Auskeimen der Dauersporen habe ich nicht direkt gesehen.
Die Sporen schwellen nach Aussaat in frische Kulturflissigkeit an,
verlieren ihren Glanz und nehmen dreieckige Form an; aus letzterer
ist mit einiger Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dass sie quer zur
Lingsaxe der Sporen auskeimen, ebenso wie die Sporen des ordindren
aérobischen Heu-Bacillus nach Brefeld’s Beobachtung.

Vergihrbare Substanzen.

Von dem Bacillus butylicus werden in Giihrung versetzt: Glycerin,
Mannit, Rohrzucker.

In Lojsungen von milchsaurem Kalk, milchsaurem Ammouniak,
glycerinsaurem Kalk, KErythrit, édpfelsaurem Kalk, weinsaurem Kalk,
weinsaurem Ammoniak , citronensaurem Kalk, Milchzucker, Quercit,
chinasaurem Kalk vermehrt sich zwar der Spaltpilz, er erregt jedoch
keine Giihrung, d. h. er kann bei Abwesenheit von Sauerstoff in diesen
Liosungen nicht leben.

Wie steht es nun bei den vergihrbaren Substanzen mit den
Gihrungsprodukten? Sind die Géhrungsprodukte verschieden je nach
den vergidhrbaren Substanzen, oder sind sie die nimlichen und nur
die relativen Mengen derselben verschieden? Bildet sich ausschliess-
lich Butylalkohol und keine Spur von Aethylalkohol, ausschliesslich
Buttersiure und keine Spur von Essigsiure und Capronsiure? Bildet
sich Bernsteinsiure?

) Diese Beobachtung stimmt nicht mit einer fritheren Angabe (diese
Berichte X, 276); ich muss den Widerspruch einstweilen unaufgeklirt lassen.
2) Siehe weiter unten.
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Es wurde eine Gihrfliissigkeit hergestellt von 6 L. Wasser, 180 g
Glycerin, 0.1 g phosphorsaarem Kali, 0.02 g schwefelsaurer Magnesia,
1 g Salmiak und 30 g reinem Calciumcarbonat. Die Fliissigkeit wurde
im Dampfkessel anf 110° C. erhitzt und nach dem Erkalten mit reiner
Aussaat verschen.

Die Giihrung dauerte 21 Tage. Alle vier Tage wurde mit der
nithigen Vorsicht eine Probe zur mikroskopischen Untersuchung ent-
nommen; letztere ergab nichts Abnormes.

Die Menge des wasserfreien Rohalkohols betrug 14.6 g5 er siedete
bei 115—1171/20, abgeschen von 0.4 g Vorlauf, der von 33 bis 115°
iberging. Mit 117'/,° war das Destillationsk6lbchen leer. Ausser
Butylalkohol batte sieh also eine minimale Menge von Aecthylalkohol
gebildet.

Die nach dem Abdestilliren des Alkohols restirende Flitssigkeit
wurde mit der nach der Menge des angewandten Caleiumecarbonats
berechneten Menge Salzsiure versetzt und destillirt.

Die Menge der fliichtigen Siure, durch Titriren bestimmt und als
Buttersidure bereehnet, betrug 31.3 g.

Aus dem letzten Destillat wurde zur Priifung auf Essigsdure das
Silbersalz dargestellt; es gab 64.7 pCt. Ag (essigsaures Silber verlangt
64.7 pCt. Ag); das Silbersalz, aus dem vorletzten Destillat, gab
62.3 pCt. Ag.

Die Hauptmenge der flichtigen Sdure wurde in bekannter Weise
verarbeitet und der fraktionirten Destillation unterworfen; es ging fast
Alles bei 160—165° iiber; die Menge der letzten von 163" bis cirea
200° siedenden Kraktion betrug 1.2 g.

Die fliichtige Stiure besteht also wesentlich aus Buttersiure; neben-
bei hatte sich cine minimale Menge von Essigséiure und Capronséure
gebildet.

Aus dem naeh dem Abdestilliren der flichtigen Sidure bleibenden
Riickstand ist die nichtfliichtige Siure mittelst Aether auszuschiitteln;
es ist das ausserordentlich zeitraubend; besser ist es, folgenden Weg
einzuschlagen: Man fillt den Kalk mittelst Soda aus, engt das Filtrat
ein, zuletzt auf dem Wasserbad zur Trockne und zieht wiederholt
mit absolutem Alkohol aus. Das Kochsalz bleibt ungelést; in Lisung
gehen milchsaures Natron und Trimethylenalkohol. Nach dem Ent-
fernen des Alkohols wird der Riickstand in Wasser gelist, angesiiuert
und wiederholt mit Aether ausgeschiittelt. Der Aether nimmt Milch-
sdure und ein wenig Trimethylenalkohol auf. Das Zinksalz der Milch-
siure wurde nach mehrmaligem Umkrystallisiren in farblosen, gat
ausgebildeten Krystillchen erhalten. Die Menge betrug 5.11 g; dies
entspricht 3.1 g Milchsiure. Die Analyse ergab:
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Gefunden Berechnet
I. II.
H: O 18.36 18.1 18.2 pCt.
Zn 27.0 26.7 26.8 »

Nach dem Ausschiitteln mit Aether wurde die riickstindige Flissig
keit mit Soda genau neutralisirt, eingeengt, zuletzt auf dem Wasser-
bad zur Trockne und wiederholt mit absolutem Alkohol ausgezogen.
Nach dem Entfernen des Alkohols hinterblieb eine syrupformige
Fliissigkeit, die bei 213—217° siedete und ohne Zweifel identisch ist
mit dem Freund’schen Trimethylenalkohol; die Menge desselben be-
trug 6.1 g. Fir die Mannitgihrung wurden 180 g Mannit und 45 g
Calciumecarbonat angewandt. Die Géhrung begann erst 11 Tage nach
der Aussaat!) und dauerte 15 Tage. Die alle 3 bis 4 Tage vorge-
nommene mikroskopische Untersuchung ergab nichts Abnormes.

Die vergohrene Flissigkeit reagirte sauer trotz des Ueberschusses
von Calciumearbonat 2).

Das wiissrige alkoholische Destillat reagirte sauer und enthielt
1.02 g Buattersiiure.

Die Menge des wasserfreien Roh-Alkohols betrug 18.25 g; er
siedete fast vollstindig bei 116—118%; unter 116° von 85° an begin-
nend gingen nur einige Tropfen ber. Mit 118° war das Destillations-
kolbchen leer.

Der Alkohol besteht also aus Butylalkohol mit einer Spur Aethyl-
alkohol.

Die Menge der fliichtigen Sdure, als Buttersiiure berechuet, betrug
63.8 g. Das letate Destillat gab cin Silbersalz mit 55.5 pCt. Silber
(Buttersaures Silber verlangt 55.4 pCt. Silber). Die Hauptmenge der
Sidure wurde in bekannter Weise verarbeitet; sie siedete fast voll-
stindig bei 160—164°; die letzten Tropfen gingen bei 165° iiber.

Die fliichtige Séure ist also ganz reine Buttersiure ohne Bei-
mengung von Essigsiure und Capronsiure.

Die Menge des milchsauren Zinks betrdgt 1.21 g entsprechend
0.73 g Milchsiure.

Nach dem Behandeln mit absolutem Alkohol wurde das Koch-
salz mit 85procentigem Alkohol wiederholt ausgezogen; nach dem
Entfernen des Alkohols wurde der Riickstand in Wasser gelost, an-
gesfiuert und mit Aether ausgeschiittelt; es wurde so 0.01 g Bernstein-
siiure gewounen.

1) Bei Anwendung von Salmiak als stickstoffhaltigem Nihrstoff und bei
minimaler Aussaat findet die Pilzvermehrung anfangs zuweilen sehr lang-
sam statt.

%) Bei mehrtigigem Stehen wirde ibrigens ohne Zweifel die Flissigkeit
neutral geworden sein,
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Ausser milchsaurem und bernsteinsaurem Natron wurde von dem
Alkohol eine kleine Menge einer braunen, schmierigen, hygroskopischen,
in Aether unléslichen Substanz, die Fehling’sche Lésung reducirt,
ausgezogen.

Zur Rohrzuckergihrung wurden 180 g Robrzucker und 70 g Cal-
ciumcarbonat genommen. Die Géhrung begann 8 Tage nach der Aus-
saat und dauverte 25 Tage.

Die vergolirene Fliissigkeit reagirte sauer; das alkoholiseche Destillat
enthielt 0.3 g Buttersiiure.

Die Menge des Rohalkohols betrug 0.92 g; er siedete fast voll-
stindig bei 110—118%; unter 110° von 85° an beginnend gingen drei
Tropfen iiber.

Der Alkohol besteht also wesentlich aus Butylalkohol.

Die Menge der fliichtigen Sdure, als Buttersiure berechnet, betrug
80.4 g.

Das letzte Destillat gab ein Silbersalz mit 64.3 pCt. Ag; es ist
also Essigsiure vorhanden. Die Hauptmenge der Siure siedete fast
ganz bei 160 —1659; eine minimale Menge ging bei 165—1759 iiber;
es ist also eine sehr kleine Menge Capronsdure vorhanden?).

Die Menge des milchsauren Zinks betrug 0.82 g, entsprechend
0.49 g Milchsédure.

Bernsteinsiiure war nur spurenweise vorhanden.

Ausserdem war vorhanden eine kleine Menge einer braunen,
schmierigen, hygroskopischen, Fehling’sche Losung reducirenden
Substanz.

Im folgenden stelle ich die Resultate, auf 100 Theile berechnet,
iibersichtlich zusammen:

: . 100 100 100

Es gaben: Glycerin Mamnit | Invertzucker
Butylalkohol . . . . 8.1 10.2 0.5
Buttersdure . . . . 174 354 42.5
Milehsdure. . . . . 1.7 0.4 0.3
Bernsteinsiure . . . — 0.01 Spur
Trimethylenalkohol . . 3.4 — —
30.6 46.0 g 43.3

) Wie schon in friheren Mittheilangen erwihnt, entsteht bei all’ diesen
Gahrungen eine Spur einer héheren, festeren Fettsiure, die mit den Wasser-
dimpfen flichtig ist und das Destillat tribt. Speciell bei der Rohrzucker-
gihrung war die Menge grosser, als bei der Glycerin- und Mannitgihrung.
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Die Verschiedenheiten der drei Gdhrungen treten vielleicht am deut-
lichsten hervor, wenn man folgende Vergleiche macht: Bei der Glycerin-
géhrung ist das Molekiilverhiltniss von Alkohol und Siure (Butter-
siure und Milchséiure zusammengerechnet) wic 1:2, bei der Mannit-
gihrung wie 1:3; bei der Rohrzuckergihrung ist der Alkohol nur
minimales Nebenprodukt.

Verlust der Fihigkeit, Gihrung zu erregen.

Der Bacillus butylicus kann die Féhigkeit, Gihrung zu erregen,
d. h. bei Abwesenheit von Sauerstoff zu leben, durch verschiedene
Einfliisse verlieren.

Einer dieser Einfliisse ist hohe Temperatur. Eine Serie von
sterilisirten, mit reiner Sporenaussaat verschenen Glycerinfleischextrakt-
16sungen wurden verschieden lange Zeit gekocht, ndmlich 1, 3, 6, 10,
15, 20 Minuten. Nur in den zwei ersten Kolbchen trat Pilzvermehrung
ein, in den ibrigen waren die Sporen todt. In dem Kdilbchen »1 Mi-
nute« trat Gihrung ein, in dem Kolbehen »8 Minuten« dagegen nicht.

Bei einer anderen Versuchsreihe, wobei die nimlichen Zeiten ein-
gehalten wurden, trat in den drei ersten Kolbchen Pilzvermehrung
ein; in den iibrigen waren die Sporen todt. In keinem einzigen der
drei ersten Kolbchen trat Gihrung ein.

Genau dasselbe Resultat gab eine Serie von Mannitfleischextrakt-
l6sungen; in den drei ersten Kolbchen trat Pilzvermehrung, aber keine
Gihrung ein; in den iibrigen Kolbchen waren die Sporen todt.

Eine Serie Traubenzuckerfleischextraktlosungen (1, 3, 6, 10, 15,
20 Minuten ergab: In den vier ersten Kélbchen Pilzvermehrung, die
zwei letzten todt. Die Kolbchen »1 Minute« und »3 Minuten« géihren;
die Kolbchen »6 Minuten« und »10 Minuten« gihren nicht.

Eine andere Traubenzuckerserie (1, 3, 6, 10 Minuten) ergab: In
den zwei ersten Kélbchen Pilzvermehrung, aber keine Giéhrung; die
zwei letzten K§lbchen todt.

Die Fihigkeit, Gihrung zu erregen, kann auch schon unter 100°
verloren gehen.

Zwei Kolbchen mit Glycerinfleischextraktlosung wurden 2 und
¢ Stunden lang in ein Thermostat von 95° eingesetzt. In dem Kélb-
chen »2 Stunden« trat Pilzvermehrung, aber keine Giihrung ein; in
dem Kolbchen »6 Stunden« waren die Sporen todt.

Eine Serie von Kélbchen mit Glycerinfleischextraktlgsungen wurden
9, 2, 3, 3%, 4, 45, 5, 52, 6, 11 Stunden in ein Thermostat von
90° eingesetzt. Mit Ausnahme des letzten trat in allen Kolbchen Pilz-
vermehrung ein. In den drei ersten Kolbehen trat Giihrung ein mit
deutlich abnehmender Intensitiit; in den iibrigen Kélbchen trat keine
Gihrung ein.
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Zwei Versuche bei 80° ergaben: Nach 7 Stunden tritt noch Pilz-
vermehrung, aher keine Gihrung mehr ein.

Bei 70° ist nach 12 Stunden die Gihrfihigkeit noch nicht auf-
gehoben.

Die Fihigkeit, Githrung zu erregen, wird ausser durch hohe
Temperatur auch aufgehoben, wenn dem Spaltpilz sehr reichlich und
andauernd Sauerstoff dargeboten wird.

Wenn man z. B. eine einzige Zelle in eine verhiltnissméssig
grosse Menge Kulturfiiissigkeit ausséiit, so wird die Gihrfihigkeit be-
trichtlich herabgestimmt und oft auch ganz aufgehoben.

Ebenso verhilt es sich, wenn man den Spaltpilz bei sehr reich-
lichem Luftzutritt viele Generationen hindurch in einer Kulturfliissigkeit,
in welcher er keine Giéhrung verursachen kann, kultivirt.

Es wurden vier grissere Kolben mit Fleischextraktlosung be-
schickt, sodass die Fliissigkeit nur eine diinne, der Luft reichlich aus-
gesetzte Schicht bildete. Die vier Kolben wurden sterilisirt und mitttelst
eines Platindrathes eine minimale Aussaat in einen derselben gemacht.
Nach vier Tagen wurde mittelst des Platindrathes eine Spur der
Fliissigkeit in den zweiten Kolben iibertragen; so wurde fortgefahren
bis zum letzten Kolben. Von Letzterem wurde eine Aussaat in eine
Glycerinfleichextraktlisung gemacht: es trat Pilzvermehrung, aber
keine Gihrung ein.

Dersetbe Versuch wurde mit vier Kolben mit milchsaurer Kalk-
fleischextraktlosung gemacht, genau mit dem nidmlichen Resultat.

Ferner wird die Gihrfiihigkeit herabgestimmt durch Kultur bei
459 C,

Die Analogie der giihrungserregenden und der krankleiterregenden
Spaltpilze ist in die Augen springend. Bei dem Spaltpilz der Hiihner-
cholera und bei dem Milzbrandbacillus kann, wie Pasteur zeigte,
die Fahigkeit Krankheit zu erregen gradatim herabgesetzt werden bis
zur villigen Aufhebung, und zwar geschieht dies durch Kultur bei
sehr reichlichem Sauerstoffzutritt.

Enzyme?).

Der Bacillus butylicus producirt ein Enzym, das den Rohrzucker
inventirt. In cine sterilisirte Rohrzuckerfleischextraktlésung wurde
cine minimale Aussaat gemacht und von Zeit zu Zeit Proben ent-
nommen zur Prifung mit Fehling’scher Lisung. 6 Stunden nach
der Aussaat fand noch keine Reduktion statt; nach 24 Stunden wurde

) Anstatt des ungeeigneten Ausdruckes »ungeformtes Ferment« oder
»unorganisirtes Ferment« benutze ich das von Kihne vorgeschlagene Wort
»>Enzyme,
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starke Pilzvermehrung, Beginn der Géhrung und schwache Reduktion
konstatirt. Nach 48 Stunden reducirte die Fliissigkeit sehr stark.
Eine spitere Wiederholung des Versuches ergab das nimliche
Resultat.

Milchzucker wird von dem Spaltpilz nicht in Géhrung versetzt
und zwar deshalb nicht, weil er kein Enzym bildet, das den Milch-
zucker hydratisirt. Durch Saure hydratisirter Milchzacker wird durch
den Spaltpilz leicht in Gihrung versetzt. Der Spaltpilz verhalt sich
also gegen den Milchzucker ebenso wie Bierhefe und Mucor racemosus.
Beide letztere vermehren sich zwar in Milchzuckerldsung, erregen
aber keine Giihrung, weil sie kein linzym bilden, das den Milchzucker
hydratisirt; durch Sédure hydratisirter Milchzucker wird durch sie leicht
in Giéhrung versetzt. Sehr wahrscheinlich giebt es Spaltpilze, die ein
Enzym produciren, das den Milchzucker hydratisirt; die alkoholische
Giihrung der Milch, die den Kumys liefert, ist vermuthlich so zu
interpretiren: ein Spaltpilz und Bierhefe unterstiitzen sich gegenseitig;
der Spaltpilz (der kein Gélrungserreger zu sein braucht) bildet ein
Enzym, das den Milchzucker hydratisirt, und die Bierhefe vergihrt
dann den hydratisirten Milchzucker.

Der Spaltpilz producirt kein Enzym, das den Harnstoff hydra-
tisirt1). Zwei Kélbchen mit Harn wurden bei gewdhnlichem Druck
10 Minuten lang gekocht?); eines der Kdlbchen wurde nach dem Er-
kalten mit Aussaat versehen; das andere diente als Kontrolle. Der
Spaltpilz vermehrte sich gut und ging nach einiger Zeit in Dauer-
sporen iiber. Bei Beendigung des Versuches war der Harn kaum
merklich alkalisch. Der Kontrollharn blieb pilzfrei.

1) Ich rechne die sogenannte Harnstoffgihrung nicht zn den Gihrungs-
erscheinungen; sie gehdrt zu einer ganz anderen Klasse von Erscheinungen,
nfimlich zu den lydratationen. — Der Harnstoffspaltpilz bildet ein Enzym,
das den Harnstoff hydratisirt, dhnlich wie viele niedere Pilze ein Enzym
produciren, das den Rohrzucker invertirt. — Mit Unrecht werden von einigen
Autoren die Gihrungserscheinungen und die Hydratationen zusammengeworfen
und dadurch bei Fernerstehenden, die nicht in der Lage sind sich ein selbst-
stindiges Urtheil tiber diese Dinge zu bilden, eine heilloso Konfusion erzeugt.
— Die Gihrungserscheinungen und die Hydratationen sind chemisch vnd
physiologisch ganz heterogeno Dinge: das Zusammenwerfen rihrt wohl nur
von dem Ausserlichon Umstand her, dass man zufilliger- und unzweckmassiger-
weise in beiden Fillen das Agens mit dem nimlichen Wort »Ferment« be-
zeichnete.

% Im Dampfkessel sterilisirter Harn konote zu dem Versuch nicht ver-
wendet werden, da bei 110° der Harnstoff schon zersetzt wird; auch in diesem
alkalischen Harn vermehrt sich der Spaltpilz gut und geht nach einiger Zeit
in Dauersporen iber.

Berichte d. D. chem. Gesellschaft. Jahrg. XV, 58
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Der Spaltpilz bildet kein Enzym, das Stirke verzuckert. Es
wurde ein Gemenge von Wasser, Stirke, Fleischextrakt und Caleium-
carbonat im Dampfkessel sterilisirt und nach dem Erkalten mit Aus-
saat versehen. Der Spaltpilz vermehrt sich gut; es tritt jedoch keine
Verzuckerung und folglich auch keine Gihrung ein. Der Versuch
wurde mehrmals wiederholt mit dem nidmlichen Resultat.

Ich erinnere hierbei daran, dass ich friiher einen Spaltpilz unter
den Hidnden hatte, der Stirke, die nicht einmal verkleistert zu sein
braucht, rasch und stiirmiseh vergihrt. Ohne Zweifel wird dabei
die Stiirke zuerst verzuckert durch ein von dem Spaltpilz producirtes
Enzym.

Der Spaltpilz producirt ein Enzym, das unlisliche Eiweissstoffe
langsam 16st.  Serum-Albumin, frisch bereitetes Fibrin, Kleber, fett-
freics Casein wurden mit Wasser und Fleischextrakt im Dampfkessel
sterilisirt und nach dem Erkalten mit Aussaat versehen. Im Laufe
der nichsten Wochen wurden die Substanzen langsam gelist bis auf
einen kleinen Rest. Es fand keine Gasentwickelung statt; es trat
kein Fiulnissgeruch anf. Diese Versuche erinnern sehr an den Vor-
gang beim langssmen Reifen des Kiises, das ebenfalls, wie es scheint,
durch ein von Spaltpilzen producirtes Enzym bedingt wird und wobei,
wie es scheint, das Casein hydratisirt wird.

Nach einigen Wochen wurden die Flissigkeiten untersucht: sie
reagiren alkalisch, sie zeigen nicht die Biuretreaktion; beim Kochen
findet keine Ausscheidung statt, beim Kochen nach dem Ansiuern
nur eine geringe Triibung; durch absoluten Alkohol findet Fillung statt.

In den Kontrollkélbchen waren die Substanzen unverindert ge-
blieben.

Siiet man den Spaltpilz in sterilisirte Milch, so vermehrt er sich
darin gut. Die Mileh wird nicht sauer, sie kann es auch nicht werden,
denn der Spaltpilz bildet, wie ich oben zeigte, kein Enzym, das den
Milchzucker hydratisirt. Die Mileh wird im (egentheil alkalisch.
Das Casein wird ebenso verdndert wie in dem oben beschriebenen
Versuch. Die Milch nimmt ein eigenthiimliches Aussehen an; sie
bildet niimlich, abgesehen von der aufschwimmenden Fettschicht und
einem geringen Bodensatz, cine nur schwach triibe, fast klare und
durchsichtige Flissigkeit, welche nach dem Ansduern nur eine geringe
Triibung giebt. Die ebenfalls im Dampfkessel sterilisirte Kontrollmilch
hat ein normales Aussehen und giebt nach dem Ansiduern eine starke
Fillung.

Strassburg, Privatlaboratorium.





