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Krystall bekannt, bei den1 ohue Zustantlsanderung cler Auedehnungs- 
lioeftizieut bei iteigender Temperatur in der angegebenen Weise ab- 
nim nit. 

.J e ti a .  l\lineralogi>chea Institut, JIiirz 1 >)Oh. 

246. Eduard Buchner und Jakob Meisenheimer: 
m e r  Buttersaure-gbung. 

(I' o 1-1 ii n f i g e Id i t t e i l u  n g.) 

[:\us dem chem. Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochscliule zu Berlin.] 
(Eingegangen an1 16. April 1908.) 

Unter den Garungsvorgangen verdient die Bnttersaureg%rnng vom 
Standpunkt des Chemikers nus besonderes Iuteresse, weil dabei sowohl 
die sechsgliedrige Kohlenstoffkette des Traubenznckera , wie die drei- 
gliedrigen des Glycerins und der Milchsaure im wesentlichen uii ter 
Rilclung viergliedriger Kohlenstoffketten, namlich von it-Buttersztnre 
uiid n-Butylalliohol, zerfallen. Bei der Zersetzung des Glycerins rind 
der Nilchsaure handelt es sich somit. urn eine Synthese, n.3ihrt.nd ini 
allgenieinen die Garungserscheinungen auf den Abban lingerer Kohlen- 
doffketten in kiirzere hinanslaufen. Wir habeii deshalb eine nahere 
Untersuchung des chemischen Verlaufes dieser Vorgiinge begonneu, 
wobei iinser Augenmerk besonders auf die gleichzeitige cluantitative 
Ilestiminung der samtlichen Garprodukte gerichtet war. Aul3erdem 
x u r d e  versucht, das Verstandnis des Mechanismus der Reaktion durch 
rergleichencles Studium des Glycerin- und des Glucosezerfalls zn fiir- 
dern. 

Es sind eine ganze Reihe \-on Bakterieu bekannt geworden, i\-elche 
EuttersSiuregaruiig erregen. Zu unseren Untersuchungen diente der 
B a c i l l u s  b u t y l i c u s  r o n  A. F i t z ,  welcher dern einen von uns ron 
fruher her I) in Form eines Sporenpriparates uoch znr Terfiigoug 
stand. Dieser Spaltpilz gehiirt z u  den fnkultativ anserohen Organismen, 
vahrencl die am genauesten nntersuchten Ihttersauregiirungs-Erreger 
nach den umfangreichen Arbeiten Ton A. S c h a t t e n f r o h  und K. G r a B -  
I j e r g e r ? )  streug aneerob sind. Soweit die uorliegeuden dngahen er- 
kennen lassen, scheinen jedoch die mit den 7-erschiedenen Bakterieu 

I) B u e h n e r ,  Ztsehr. fur physiol. Chem. 9, 395 [1885]. 
2, Archiv fir Hygiene 3 i ,  54 [1900]; 42, 219 [I90211 48: 1 [1905]: 

60, 40 [1907]. 
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erhaltenen Produkte wenigstens in qualitativer Hinsicht dieselben zu 
sein. Auf die Beziehungen des Bacillus butylicus zu anderen Orga- 
nismen, insbesondere zum Granulobacter saccharobutyricum, mit dem 
er nach W. B e y e r i n c k l )  identisch sein soll, wird erst spater in der 
ausfiihrlichen Publikation eingegangen werden. 

Es liegen bis jetzt nur zwei vollstandig durchgefuhrte T'ersuche 
Tor. I3eim ersten derselben wurde G l y c e r i n  bei Anwesenheit anorga- 
iiischer Nahrsalze und von Calciumcarbonat vergoren. Die Garflussig- 
keit erfiillte einen 2 L-Kolben fast vollstandig, durch welchen ab und 
zu Luft hindnrch geleitet wurde. Die Gase passierten zanachst einen 
Trockenapparat , darauf zwei gewogene AbsorptionsgefaBe mit Kali- 
lauge und wurden schliel3lich iiber Wasser aufgesammelt. Dn sich 
der erste Kaliapparat nach 2 Monaten durch ausgeschiedenes Bicar- 
bond verstopfte, war eine Unterbrechung des Versuches fur kurze 
Zeit erforderlich, was zu geringen Gasverlusten gefuhrt haben wird. 
Infolge SuBerer Griinde muate der Versuch aufgearbeitet werden, 
bevor nlles Glycerin vergoren war. Da aber die Methode von S. Ze i se l  
nnd R. F a n t o 2 )  eine Bestimmung des unvergorenen Glycerins ge- 
stattete, sind dadurch keine weiteren Schwierigkeiten entstanden. 

Unser zweiter Versuch betraf die Vergarung von Glucose ,  ebeu- 
falls bei Gegenwart yon Calciumcarbonat und anorganischen NIhr- 
salzen. Die Kahrlosung wurde in einen groaen , mit Gummistopfen 
verschlossenen Kolben eingefullt , dep dann teilweise evacuiert und 
hierauf mit einem Rarometerrohr verbunden wurde. Wenn der Innen- 
druck infolge der entwickelten Gase etwa dem Luftdruck gleich ge- 
worclen war, was sich am Stande des Quecksilbers direkt zu erkennen 
gab, wurden die Gase jedesmal in eine leere Flasche abgesaugt und 
analysiert. Bei Unterbrechung des Versnches erfolgte die Austreibung 
der geliisteii Gase durch Erhitzen des ganzen Kolbens im siedenden 
Wasserbade unter Luftdurchleiten und ihre Bestimmung mie beim 
ersten Versuch. Nach anderthalb Monaten war der ganze Zucker 
Terschw unden. 

Es ergab sich, daB sowohl bei der Glycerin- als bei der Glucose- 
garung qualitativ dieselben Stoffe entstehen: n -B u ty la lk  o ho l ,  A t h  y l- 
a l k o h o l ,  n - B u t t e r s a u r e ,  E s s i g s a u r e ,  A m e i s e n s a u r e ,  Mi lch-  
s a u r e ,  K o h l e n d i o x y d  u n d  Wasse r s to f f .  Die gleichen Produkte 
sind auch schon von fruheren Forschern beobachtet worden. cbe r  
die cluantitativen Verhaltnisse gibt die folgende Tabelle Auskunft : 

') Vergl. dazu 0. Emmerling, diese Berichte 30, 453 [1897]. 
Ztschr. fur nnalyt. Chom. 43, 549 [1903]. 
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Beim Vergleich der Produkte aus Glycerin und aus Traubenzucker 
zeigt sich vor allem, daf3 aus ersterem Korper sehr vie1 grofiere 
Mengen -ion Alkoholen entstehen, wahrend aus dem Kohlenhydrat 
iiberwiegend Buttersaure und Essigsaure gebildet werden, was infolge 
des hoheren Prozentgehalts des Glycerins an Wasserstoff verstandlich 
ist. Besondere Beachtung verdient das Auftreten von Milchsaure, 
welche auch schon S c h a t t e n f r o h  und GraBbergerI)  bei der Butter- 
sauregarung durch anaerobe Bakterien regelmafiig gefunden haben. 
Andererseits wird aber bekanntermaaen Calciumlactat von denselben 
Organismen ebenfalls unter Bildnng von Butylalkohol bezw. Butter- 
saure vergoren 3. 

Von dem entwickelten Kohlendioxyd ist natiirlich nur ein Teil 
bei dem eigentlichen Garungsvorgang entstanden; der Rest mu8 an$ 
dem Calciumcarbonat durch die gebildeten Sauren in Freiheit gesetzt 
worden sein. Bringt man diesen Betrag, der sich aus der ermittelten 
Sauremenge leicht feststellen lafit, von dem gefundenen Kohlendioxyd 
in Abzug und berechnet dann aus den nachgewiesenen Garprodukten 
je nach ihrem Kohlenstoffgehalt die Menge Glycerin bez w. Trauben- 
zucker, aus welcher sie entstanden sind, so ergibt sich, daB in dem 
Glycerinversuch 83, in dem Glucoseversuch 85 OiO des Garmaterials 
in den Garprodukten wiedergefunden worden sind. In Berucksichti- 
gung des komplizierten Reaktionsverlaufs und der Schwierigkeiten der 
analytischen Bestimmungen konnen diese rorlaufigen Resultate als be- 
friedigende betrachtet werden. 

Wie laat sich nun erkliiren, daf3 sowohl Glycerin wie Glucose 
hauptsachlich Korper mit viergliedriger Kohlenstoffkette liefern? Der 
Schlissel dazu scheint uns in folgender Annahme zu liegen: zu- 
nachst wird die Glucose zu einem Kbrper mit dreigliedriger Kohlen- 
stoffkette abgebaut; es tritt auch bei der Buttersauregarung, ahnlich 
wie wir dies fiir die alkoholische Garung durch Hefe wahrscheinlich 

1) Brchiv fur Hygiene 37, 83 [1900]. 
a) Vergl. E. Buchner, Ztschr. f. physiol. Chem. 9, 396 [1885]; R .  GraO- 

berger und A. Schattenfroh, Archiv fur Hygiene 48, 22,83, 102 [1903]. 



1413 

gemacht haben, M i l c h s i u r e  als Z w i s c h e n p r o d u k t ' )  auf. Stellt 
mail sich a-eiter niit H. d c h a d e 2 )  \or, dab am der JIilchshure in 
cler nlchsten Phase A c e t a l d e h y d  und Arne i sensau re  entstehen, 
30 lafit sich nun die Bildung der viergliedrigen Ketten auf eine eiii- 
fache Kondensation des Aldehyds z u  Aldol zuriickfuhren. Dieser letztere 
Korper kann sich dann entn eder direkt, Phnlich \Fie Glycerinaldehyd 
in MilchsGure iibergeht, in 13.~1 t t e r  s Zu r e  umlagern oder unter Wasser- 
abspnltung C r o t o n a l d e h y d  bilden, aelcher durch Redtilition B u t y r  - 
a1 deli y d bezw. -B ut y l a l  k o  h o l  liefern H ird. Der Athylalkohol 
entsteht aber auf dcm gleichen Wege \lie bei cler Hefegiirung. 

Die Borteile dieser Iletrachtungsweise sind folgende : 
1. Der Zerfall des Gljcerins und der Glucose \verden auf den- 

selbeu Vorgang zurdckgefuhrt, auf die Vergarung von Milchsiiure. Die 
Bildung der letzteren Substanz aus Glycerin ist iiicht nnwahrschein- 
lich; man darf sich niir erinnern, daS nach E. H e r t e r j )  beini 
Schmelzen \-on Glycerin niit Kalihydrat unter Wxsserstoffentu icklung 
M ilchsaure entsteht. 

2.  Die auffallende Tatsache, daB ein betriichtlicher Wechsel 
ZM ischen den Garprodukten stattfindet, daB bald niehr Milchsaure, 
bald uberwiegend Huttersiure gebildet mird , worauf besondera 
A. S c h a t t e n f r o h  und R. C r a B b e r g e r * )  hinweisen, findet nunmelir 
ilire Erklarnng. Die Bildung der Buttersiiure geht inimer fiber Milch- 
siiure. Das Uberwiegen der einen oder anclern ist Tom physiologischeii 
Zustand der Orgnnismen uncl von der Gardauer aldiiingig. 

3. IXe Entstehung yon Ktjrpern mit viergliedriger Kohlenstoff- 
liette aus solchen niit drei- nnd sechsgliedriger uird jetzt \. erstiindlich 
durch die Neigung zur Aldolbildung. 

4. Das Auftreten der verschiedenen Nebenprodukte 1PSt sich er- 
kliiren. Die A m e i s e n s a u r e  ist nach H. S c h a d e  direktes Giirpro- 
dukt und liefert im Falle weiterer Spaltung Rohlendioxyd und Wasser- 
atoff. Durch den letzteren wird der nach H. S c h a d e  bei der G h n g  
gebildete Acetaldehyd zii Athylalkohol reduziert, a elcher in erheh- 
licher Menge angetroffen Hurde. Ob die L s s i g s i u r e  direlit a m  
Zucker durch besondere Vorgange entsteht oder durch teilweise Ox?-- 

') Diese Bei-ichte 39, 3201 [1906]. auf die neneren Einwiinde \-on A. 
Slat o r  (Journ. Cheni. SOC. 93, 231 [1908]) werden wir spater znriickkoinnien. 

2, Ztschr. f .  physik. Chein. 60, 510 [1907]; Biochem. Ztschr. 7, 299 [1908]. 
;) DieseBerichte 11. 1167 [1878]: vergl. auch die AngahenvonM. Gl i i s r r  

und Th. N o r a w s k i ,  hlonatsh. f. Chem. 10, .57S [1SS9], ,sowie von J. U. X e f ,  
Ann. d. Chem. 335, 31G [1904]. 

4, Archiv fur Hygiene 87, 86 [1900]; 48, 82 [1903] 
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dation von Acetaldehyd, lfRt sich vorlaufig nicht entscheiden; erinnert 
sei an ihr regelmCBiges Auftreten in geringer Menge bei drr alko- 
holischen Garung durch Hefe. 

5 .  Die hauptsachlichsten Garungsvorgange merden als nahe ver- 
wandte Prozesse erkannt. Der Zusanmenhang zwischen der Butter- 
sauregarung und der alkoholischen Giirung durch Hefe ist soebeu 
mehrfach klargelegt worden. Die hlilchsauregiirung erscheint als eine 
Vorstufe sowohl der alkoholischen als der Buttersauregarung. Bhn- 
liche Betrachtungen lassen sich leicht auch auf die Methangarung cler 
Cellulose ubertragen , bei welcher , analog wie bei der Buttersaurega- 
rung Ameisensiure in Koblendioxyd und Wasserstoff ’) zerfallt, Essig- 
saure in Kohlendioryd nnd Methan gespalteu wird. Bei allen diesen 
durch Mikroorganismen bewirkten Umsetzungea treten riioglicherweise 
dieselben oder sich sehr nahe steheude Enzyme in Tatigkeit. Auch 
mit anderen Vorgingen in den Lebewesen bestehen vielleicht enge 
Beziehungen, namlich mit dem Ubergang von Kohlenhydraten in 
Fette ‘). Bei der Buttersauregarung wird aus deiii Traubenzucker 
eine richtige Fettslure niit vollstandig reduzierter Kohlenstoffkette ge- 
bildet. Ahnlich mag wohl auch durch eine fortgesetzte Aldolkonden- 
satiori 3, der Aafbau der Palmitin- und Stearinsaure aus Zucker er- 
folgen. 

Eine Anzahl dieser Hypothesen wird sich vielleicht experimentell 
priifen lassen. Anf rein chemischem Wege ist die Bildung von Butter- 
siiure aus Milchsaure durch Schmelzen mit AIkali ‘) erzielt und beim 
Erhitzen von Glycerin niit Kalinmhydroxpd ’) wahrscheinlich gemacht 
worden. Ebenso hat E. D u c l a u x  6, nachgewiesen, daB aus Calciuni- 
lactat durch Einwirkung des Sonnenlichts bei Gegenwart von Qneck- 
silbersalzen Bildung von buttersauren Salzen erfolgt. Endlich erhielt 
vor kurzem 0. Makow ka‘) durch Schmelzen von Palladiumacetylen 
mit IWi quantitativ Ruttersaure; diese letztere Reaktion kaun kauni 
anders als iiber Zwischenprodukte wie Aldol bezw. Crotonaldehyd ver- 
laufen, worauf auch schon der Verfasser hinweist. 

Einige Versuche zum Nachweis, da13 es sich auch hei der Butter- 
sauregarung urn die Wirknng von Enzymen handelt, haben bis jetzt 

1) Vergl. H. Franzen und G. Braun, Biochem. Ztschr. 8, 29 [1908]. 
2) Vergl. Emil Fisoher, Organische Synthese und Biologic, Berliu, 

3, Vergl. H. St. Raper, Chem. Zentralbl. 1908, I, 223. 
’) F. Hoppe-Seyler, Ztschr. fur physiol. Chem. 2, 14 [1878]. 
5, E. Herter,  diese Berichte 11, 1167 [1S7S]. 
6, Bull. SOG. chim. p2] 47, 385 [1887]; Annal. de 1’Institut national agronom. 

’) Diese Bericlite 41, 828 [1908]. 

J. Springer, 1908, 11. 

10, 29 [1886]. 
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nicht zum Ziele gefuhrt, was angesichts des hochst koniplizierten Vor- 
gauges der Buttersiiurebildung nicht zu verwundern ist. Die Arbeiten 
werden auch durch die Anwesenheit der sehr widerstandsfiihigen 
Dauersporen des Bacillus butylicus, welche die Acetonbehandlung le- 
bend iiberstehen, wesentlich erschwert. 

E x p e r i ni e n  t e 11 e s. 
Zur Bestimmung der gebildeten Alkohole in den vorliegenden 

Tersuchen I .  und 2. wiirden die vergorenen Flussigkeiten zur Halfte 
abdestilliert. Mit den Alkoholen ging dabei ein gelbliches, in Wasser 
unlosliches, iibel riechendes 61 iiber, welches beim Kochen mit Blei- 
carbonat dieses infolge Bildung von Bleisulfid schwarzte. Es bestand 
demnach, jedenfalls zum Teil, aus S c h w e f e l v e r b i n d u n g e n ,  deren 
Natur indessen wegen zu geringer Menge hisher nicht aufgeklart wer- 
den konnte. Durch wiederholtes abwechselndes Destillieren mit Saure 
iind Alkali lie13 sich das 01  fast vollig entfernen. In dem auf ein 
kleines Volumen zuruckgefuhrten Destillat murde zunachst die Ge- 
samtmenge der vorhandenen Alkohole nach R. G a u n t  l) ermittelt. 
Zur Bestimmung des Verha l tn i s se s ,  in welchem A t h y l -  und B u -  
t y 1 a1 k oh  o 1 in der wahigen Fliissigkeit vorlagen, diente das Ver- 
fahren Ton E. D u c l a u x 3 ,  welches darauf beruht, da13 die Yisco: 
s i t  a t  einer wa13rigen Losung schon durch die Gegenwart geringer 
Mengen von Athyl- oder Butylalkohol in sehr verschiedenem MaBe 
geandert wird. Die Viscositat wurde in hiichst einfacher Weise mit 
dem D uclansschen Tropfenzihler gemessen; die Zahl der Tropfen, 
in welchen ein bestimmtes Volumen der Losung (2 ccm) \-on be- 
konntem Gesamtgehalt an Alkoholen aus einer engen Offnung aus- 
BOD, gestattete ohne weiteres, das Verhaltnis von Athyl- zu Butyl- 
alkohol sus einer vorher aufgestellten Tabelle zu entnehmen. Eiiie 
grode Zahl von Kontrollbestimmungen iiberzeugte uns von der 
Brauchbarkeit der Methode; die Fehler diirften keinesfslls 10 o/o er- 
reichen. 

Die B e s t i m m u n g  der Mi lchsau re  erfolgte in gewohnter Weise 
durch erschopfendes Ausiithern eines abgemessenen Teiles des ange- 
siiuerten Destillationsruckstnndes; sie kam in Form ihres Zinksalzes 
znr Wagung. Eine Priifung des von A. Par the i13)  rorgeschlagenen 

') Ztschr. fur analyt. Chem. 44, 106 [1905]. 
'j Trait6 de Microbiologie 4, 26 [1901]. 
3, Ztschr. f. d. Untersuchung der Nahrungs- u. GenuBmittel 5, 1053 [1902]. 

Nach A. Bistrzycki und B. v. Siemiradzki (diese Berichte 39, 55 [1906]) 
entwickelt Milchsaure mit konzentrierter Schwefelsaure nur 80-850/0 der 
theoretischen Menge Kohlenoxpd. 
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Verfahrens zur quantitativen Analyse der Milchsaure ergab, entgegen 
der Nitteilung YOU G. Paris'),  stets zu niedrige Werte, und zwar im 
gunstigsten Falle um 7O/0. Dagegen zeigte ein Kontrollversucb, daB 
die Methode der Milcbsaurebestimmung . in Form des Zinksalzes niit 
reinen Milchsaurelosungen sehr gute Zahlen liefert. Eine LSsung, die 
der direkten Titration nach dem Erhitzen rnit uberschussiger Natron- 
huge zufolge 1.18 g JIilchsaure enthielt, gab 1.925 g lufttrocknes Zink- 
salz, entsprechend 1.17 g Milchsaure. Selbstverstandlich werden die 
Resultate ungenauer, wenn die Milchsaure aus kompliziert zusammen- 
gesetzten Gemischen, wie sie im allgemeiiien in den Garungsfliissig- 
keiten vorliegen, herausgeholt werden muS; aber dasselbe gilt noch in 
verstarktem MaBe fur die Pa r the i l s che  Methode. 

Aus dem Rest des Destillationsruckstandes wurden nach dem An- 
ssuern rnit Phosphorsaure die fliichtigen Sauren, also A m e i s e n s a u r  e, 
E s s i g s a u r e  und Bu t t e r s i iu re  mit Dampf abgetrieben. Im Destillate 
lie13 sich die Ameisensaure leicht und genau durch Erhitzen eines ab- 
gemessenen Teiles mit Quecksilberchlorid und Natriumnitrit a) er- 
mitteln. Die ubrig bleibende Hauptmenge wurde neutralisiert, einge- 
engt und zur Zerstorung der Smeisensaure nacb D. S. Macnai r3)  
rnit Chromsaure nnd Schwefelsaure gekocht. Schwierigkeiten bot die 
T r e n nu n g des nunmehr noch vorhandenen Gemenges von E s s i  g - 
s l u r e  und Bu t t e r sau re .  In dem Glucoseversuch wurde ein NHhe- 
rungswert in der Weise erhalten, da13 die mit Natronlauge genau neu- 
tralisierte Losung mit Silbernitrat fraktioniert gefallt und die Silber- 
salze analysiert wurden. Da dabei die Gesamtmenge der vorhandenen 
Sauren in die Silbersalze umgewandelt und als solche ausgefallt worden 
waren (die Abscheidung der letzten Fraktion erfolgte durch Zusatz von 
dlkohol), so lie13 sich aus den Silberzahlen immerhin mit einiger An- 
naherung auf das Verhaltnis zwischen Essig- und Buttersaure schlieben. 
Eine genauere Bestimmung gestattete die zweite hfethode, welche im 
Glycerinversuch zur Verwendung kam. Diese, YOU E. D u c l a u x  4, 
beschrieben, grundet sich auf die verschiedene Fliichtigkeit beider 
SHuren rnit Wasserdampf; die Essigsaure geht vie1 langsamer iiber als 
Buttersaure. Destilliert man nun eine abgemessene Menge (1 10 ccm), 
fkngt je 10 oder 20 ccm gesondert auf und titriert diese fur sich, so 
kann man aus den gefundenen Zahlen unter Beriicksichtigung der vor- 
handenen Gesamtmenge ron Sauren auf den relativen Gehalt an Essig- 

1) Chem. Zentralbl. 1908, I, 773. 
E. Buchner, J. Meisenheimer und H. Schade, diese Berichte 39, 

3) Ztschr. fur analyt. Chem. 27, 398 [1888]; Chem. News 56, 229 [188'iJ, 
4, Trait6 de Microbiologie 3, 384 [1900]. 

4226 [1906]. 
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und Bueersiiure schlieBen und diesen mit Hulfe einer von D u c l a u x  
aufgestellten Tabelle berechnen. Vielfache Analysen rnit reinen Essig- 
saure- und ButtersHurelasungen und mit Gemengen von beiden be- 
wiesen uns, daB die Methode auf etwa 5-10°/0 genaue Werte liefert. 

Die D u c l a u x s c h e n  Methoden zur Bestimmung des Athyl- nnd 
Botylalkohols , bezw. der Essig- und Butterskure neben einander 
konnen naturlich nur  dann Verwendnng finden, wenn aul3er dieseu 
keine anderen Alkohole oder Sauren vorliegen. DaB diese Voraus- 
setzung in unserem Falle zutrifft, davon haben wir uns in eineni irii 
groBeren MaBstabe durchgefuhrten Versuche (s. u. Nr. 3) iiberzeugt, 
bei welchem so vie1 von dem Alkohol- und Sauregemisch erhalteu 
wurde, daB zur Trennung durch fraktionierte Destillation geschritten 
werden konnte. Es ergab sich die Abwesenheit von Propylalkohol 
und Propionsaure. 

Etwa 50 g kaufliches Glycer in ,  0.1 g Kaliumphosphat, 0.05 g Mag- 
nesiumsulfat und 1 g Ammoniumsulfat wurden in Wasser zu genau 1 1 gelht, 
mittels eines weiteren 1 Wasser in den Garkolben iibergefiihrt und nach Zusatz 
von 10 g Calciumcarbonat sterilisiert. 10 ccm dienten zur Glycerinbestim- 
mung; nach deren Ergebnis kamen insgesamt 45.1 g Glycerin in Anwendung. 
Am 16. Mai 1907 wurde mit 10 ccm einer etwa 8 Tage alten Reinkultur des 
Bacillus butylicus in der gleichcn Nahrlosung geimpft und der Kolben iuit 
dem schon oben kurz beschriebenen Apparat verbunden. Die Bakterien ent- 
wickelten sich bei 370 nur Iangsam; erst nach 4 Wochen war deutliche 
Garrung zu bemerken. Am S. Juli verstopfte sich der Kaliapparat; trotz 
aller Vorsicht ging tnfolge des im Innern entstandenen Cberdrucks beim 
Auswechseln ein geringer Teil der Garungsgase verloren. Wegen des Ferien- 
beginns muSte der Versuch am 5. August 1907 unterbrochen werden, ehe die 
Garung zu Ende war. Zu diesem Zwecke wurde der Kolben l-l’,’~ Stunden 
im siedenden Wasserbde erhitzt und gleichzeitig Luft hindurch geleitet, um 
alle Garungsgase auszutreiben und in die Vorlagen iiberzufhhren. Nach Aus- 
einandernehmen des Apparates wurde die Garfliissigkeit etwa zu 2i3 abdestil- 
liert, der Ruckstand auf genau 1 1 aufgefiillt und in 10 ccm davon der Gly- 
ceringehalt bestimmt. Es waren im ganzen noch 20.1 g Glycerin vorhanden, 
mithin 25.0 R vergoren. - In dem vorgelegten Kolben hatten sich bis zur  
ersten Unterbrechung 4.3 1 feuchtes Gas (760 mm, 203, am SchlnB nochmals 
5.5 1 (758 mm, 16O) angesammelt. Gas I bestand aus 55.60i0 Waserstoff, 
6.3:/0 Sauerstoff und 38.1 O/O Stickstoff, Gas I1 enthielt 58.4°/0 Wasserstoff, 
7.8O/o Sauerstoff und 33.8O/0 Stickstoff 1). Daraus berechnen sich insgeeamt 
0.196 g + 0.267 g = 0.463 g Wassers toff .  Gleichzeitig waren in den Kali- 

1. 

I) Es war also weniger Sauerstoff im Verhaltnis zum Stickstoff vorhanclen 
a1s der normalen Luftzusammensetzung entspricht. Das Defizit diirfte z u m  
Teil auf Sauerstoffverbrauch wahrend der Girung, zum Tail auf selektive 
Absorption durch das Sperrwasser zuruckzufiihren sein. 



1418 

apparaten 10.52 g K o h l e n d i o x p d  absorbiert worden. M e t h a n  war niclit 
rorhanden. 

Das die Alkohole enthaltende w&ige Destillat wurde nach der \-erehi- 
gung mit dem'Antei1, welcher bei der Garung in das Schwefelsiure- und Chlor- 
calciunirohr mitgerissen war, auf 400 ccui konzentriert. Depression 0.60O0, ent- 
sprechend 1.41 O!O Alkohol, berechnet auf -1thylalkohol. Ein Teil dieser Fliis- 
sigkeit t u r d e  so stark verdiinut, da13 die Konzentration noch 0.5 O/O Athyl- 
alkohol entsprach. Yon dieser LBsung flossen 2 ccm a m  dem D u c l a i i x -  
schen Tropfenzahler bei 15O in 121 Tropfen aus. Aus dieser Zahl ergibt sich 
nach besonderen, mit einem Gemenge der reinen Alkohole angestellten Ter- 
suchen das Verhaltnis von .ithylalkohol zu Butylalkohol wie 46 : 54 (in Mole- 
kulargewichten). Es berechnen sich so schlieBlich: 2.60 g .i t hy la lko l io l ,  
4.90 g n - B u t y l a l k o h o l .  

Dei- nach dem Abdestillieren der Alkohole vcrbleibende Riickstand wurde 
zunachst zur Priifnng auf eventuell gebildetes Trimethylenglykol l) 3 Tage im 
Pipsclien Apparat rnit ather extrahiert; es gingen nur unwagbare Spuren in 
den ;ither. Die Losung wurde jetzt stark eingedampft und auf 250 ccm auf- 
gefhllt. Davon dienten 150 ccm zur Milchsiurebestimmung; es wurden 0.84 g 
Zinklactat gefunden. Daraus berechnen sich auf die Gesamtmenge: 0.84 g 
Mi lchsau re .  - Die noch iibrigen 100 ccm gaben bei der Destillation mit 
Phosphorsaure ein Destillat , welches 22.0 ccm n/s- Natronlauge zu neutrali- 
siercn imstande war; auf die Gesamtmenge berechneu sich daraus 55.6 ccni 
Ilh-Laugc. Von der darin enthaltenen fliichtigen Saure erwiesen sich 1.01 g 
als d m e i s e n s a u r e .  Diese entsprechen 43.9 ccm n/s-Lauge, mithin bleiben 
fur die andern fliichtigen Saurcn nur .11.7 ccm. Das l'erfahren der fraktio- 
nierten Wasserdampfdestillation von D u c l a u  x ergab. nach Zerst6rung der 
Ameisensaure mit Chromsgure ein Verhalt.nis von Essigshure zu Buttersaure 
wie 2 : 1 (nach Molekulargewichten). Danach berechnen sich: 0.24 g E s s i g -  
s a u r e ,  0.1s g B u t t e r s a u r e .  

2. 20.0g Glucose  wurden i n  einem Litcr der gleichen anorganischen 
Nahrlosung wie in 1. gelost und nach Zusatz von 15 g Calciumcarbonat in 
eiiiem 5-I-Kolben sterilisiert. Am 22. 6. 1907 wurde dcr Kolbeninhalt mit 
10 ccin einer etwa 8 Tage alten Keinkultur des Butylbacillus in zweiprozen- 
tigcr Glucoselosung geimpft, der Kolben mit Gummistopfen verschlossen uud 
auf e t m  300 mni evakuiert. Tersuchstemperatur: 30-400. Die Garung setzte 
rasch und sturmisch binnen 2 Tagen ein und vollendete sich in 3-4 Woehen. 
Als der VersuCh am 6. 8. 07 aufgearbeitet wurde, war mit Fehl ingscher  
Liisung k e i n  Zucke r  mehr nachmeisbar. Wahrend der Garung waren 0.326 g 
Wasse r s to f f  und 9.62 g I i o h l e n d i o x y d  entwickelt. worden. Die aufgc- 
fangenen Gase entbielten auch in diesem Versuche weniger Sauerstoff (im 
ganzen - 0.564 g), als aus der Zusammensetzung der Luft und dcm vorge- 
fnudenen Stickstoffgehalt zu berechnen war. 

Das alkoholhaltige Destillat der Garfliissigkeit zeigte nach der IConzen- 
tration auf 300 ccm eine Gefrierpunktsdepression von 0,0900, was einem .ithyl- 

l) E. B u c h n e r ,  Ztschr. f .  physiol. Chem. 9, 409 [18851. 
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alkoholgehalt Ton 0.2 1 O/o entsprechen wiirde. Durch nochmaliges Destillicren 
wurde der Gehalt auf O.5Oi0 erhbht. 2 ccm lieterten nunmehr im Tropfcn- 
zihler bei 150 106 Tropfen. Daraus ergibt sich das Verhaltnis .4thylalkohol 
:Butylalkohol wie 86: 14; entsprechend 0.55 g . \ t h y l n l k o h o l  und 0.14 g 
n - B u t y l a l k o h o l .  

Von den1 nach Abdestillieren der -klkohole hinterbleibenden Hiickstsnd 
wurde zum Nachweis eventuell gebildeten Glycerins oder Trimethj-lenglykols 
eine Probe mit Jodwasserstoffsaurc erhitzt: Es entstand in der Vorlage nur 
soviel Jodsilber, als 0.27 g Glycerin fiir die Gesamtmenge entspricht. Weiter 
wurden gefunden: 2.0 g M i l c h s a u r e  und 0.68 g Ameisensaure .  Die 
auBerdem vorhandenen fliichtigen Sauren neutralisierten 167.9 ccm 1iZ-n. Sa-  
tronlauge. Ton diesen fliichtigen Sanren wurde ein Teil mit Silbernitrat frak- 
tioniert gefallt. 1. Fraktion: 4.0 g:  55.9 " l o  A#. 2.2 g: 57.0 ')i0 
Ag. 111. Fraktion. 1.3 g: 61.S O/O B g .  IV. Fraktion (mit Blkohol niederge- 
schlagen). 0.9 g: 62.2 O i 0  Ag (ber. auf C2H30aAg: 64.7 O/O, auf C+HrO2>\g: 
55.4 O/O Ag). Demnach stehen Essigsiiure und Buttersaure zu einander etwa 
im Gemichtsverhiiltnis von 2 :7 oder nach Molekulargewichten von 2 9 : i l .  So 
ergeben sich im ganzen: 1.5 g E s s i g s L u r c  und 5.2 g B u t t e r s a u r c .  

Im folgenden Versuche wurden nur die Alkohole und fliichtigen Siuren 
beriicksichtigt: 20 1 Nahrlijsung, enthakend G l y c e r i n  und 2 O:'o Fleisch- 
extrakt, wurden in 5 5-l-Kolben verteilt, nach Zusatz von jc 25 g Calcium- 
carbonat sterilisicrt und mit dem Butylbacillus geimpft. Nach l0-tiigiger Gri- 
rung boi 30-400 wurden daraus isoliert: 55 g iiber Kaliumcarbonat getrock- 
nete Alkohole, 23 g Bleiformiat und 17 g eines Gemenges von Calciumsalzcn 
fliichtiger Fettsiuren. Weitere 4 1 dcrselben Nahrlosung lieferten in 6 \Yoclien: 
24 g Rohalkoholc, 22 g Bleiformiat iind 12.5 g Calciumsalze. Ein achtnialigos 
Frakt,ionieren der vereinigten Alkohole ergab folgende Ihkt ionen:  I. 77-85'): 
24 g. 11. GleichmaBig iibor das Teniperaturintervall 85-1100 verteilt 5 g. 
111. 110--116°: 45.1 g. Es waren demnach nur .'Cthyl- und n-Bulylalkohol, 
kcin Propylalkohol vorhanden. 

Von den zwei Calciumsalzprobcn murde je 1 g mit Chronisaure gekocht 
und dann nach der Methode der fraktionierten Dampfdestillation anf iliren 
Gehalt an Essigsaure und Butkersaure gepriift; in beiden Fallen ergab bicli 
genau ubereinstirnmend das Verhaltnis Essigsiure zu Buttersaure wie 2 : 1 
(vergl. auch Versuch 1). Der Rest der Calciumsalze wurde mit konzentrierter 
Schwefelsaure destilliert und das Ubergehende fraktioniert. Ein dreimaliges 
Durchlraktionieren lieferte folgendc b'raktionen: I. 100-1 100: 4.5 g. T I .  
110-125°: 9.5 g. 111. 125-145O: 1.5 g. IV. 145-162O: 3.5 g. Die erstcn 
Fralitionen bestanden offenbar wesentlich aus Essigsaure, der noch Anieisen- 
saure beigemengt war, die vierte aus Buttershre.  Propionsaure war in irgend 
erheblicher Mengc sicherlich nicht vorhanden. 

11. Fraktion. 

3. 




