
532 

 ber die Bildung der Paramilohs ure durch G hrung 
des Zuckers 

VOn 

M. N e n c k i  und N. Sieber. 

(Vorgelegt in der Sitzung am 9. Mai 1889.) 

Beitterstellung der Reinculturen yon Rauschbrandbacillen 
haben wir gesehen, dass die aus der Geschwulst der Meer- 
schweinchen entnommene FlUssigkeit nicht allein die bisher als 
die einzige Ursache dieser Krankheit angesehenen beweglichen 
Bacillen, sondern auch einen ana~roben Mikrococcus enthalte. 
Diese Mikrococcen haben einen durchschnittlichen Durchmesser 
yon 0"6 t~. Sie besitzen keine Eigenbeweffung und erscheinen 
meistens in Form yon Diplococcen; doch auch in llingeren Glie- 
dern zu 3, 4--6 vereint; auch in Haufen~ ~thnlich den Staphylo- 
coccusformen. 

In hoher Cultur w~chst der Mikrococcus sowohl in Ni~hr- 
gelatine~ wie in glycerinhaltigem NKhragar. Sein Wachsthum~ 
namentlich bei Bruttemperatur ist ein sehr rasches. Schon 
innerhalb 24 Stunden nach der Impfunff tretcn die Colonien auf, 
die in den ni~chsten acht Tagen rasch an Umfang zunehmen. 
Spliter scheint ein Stillstand in der Vermehrung einzutreten. Sic 
verfiiissigen Ni~hrgelatine nicht. Sie f~rben sich nach G r a m  
auch mit wi~sserigem Methylenblau; am besten jedoch mit 
Z ieh l ' s che r  Fuchsinphenolli~sung. Die Coccen scheinen eine 
Kapsel zu besitzen~ doch gelang es uns nicht, dieselbe durch 
F~trbung deutlich zum Vorschein zu bringen. Wir bezeichnen 
diesen Mikroben aus welter unten anzufUhrenden Grtinden als 
Mik rococcus  ac id i  p a r a l a c t i c i .  Ob derselbe mit dem kiirz- 
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lich yon GSsta  G r o t e n f e l t  t bcschriebenen Streptococcus acidi 
lactici, mit dem er manche Ahnlichkeit hat~ identiseh ist~ wird 
man erst entscheiden kSnnen~ wenn der Grotenfelt'sche Pilz auf 
sein Verhalten zu Kohlehydraten genauer untersueht sein wird. 
Sterile Milch wird dureh unsern Mikrococcus bei Bruttemperatur 
naeh 48 Stunden zur Gerinnung gebracht. Bei Zimmertemperatur 
erst sparer. Er ist pathogen und bewirkt beim Meerschweinehen 
Phlegmonen, wclche unter geeigneten Umst~nden zu brandiger 
Nekrose und Tod des Thieres fUhren. Wir werden sparer hierauf 
zurUckkommen. 

Ar 1 oin g 2 land, dass die Culturen des Nikroeoceus septicus 
pucrperalis, namentlich abet die Bacillen des maligncn Oedems 
und des Rauschbrandes die verschiedenen Kohlehydrate ver- 
g~hren. Seine Angabeu abet die dabci auftretenden Producte 
sind ziemlieh dtirftig' und lauten wie folgt: 

,Si  l'on 6tudie les produits de ees fermentations~ on con- 
state: 

1. que les gaz sont constitu6s par un m61ange ~ proportions 
variables d'aeide carbonique et d'hydrog6ne; 

2. que la partie liquide~ /~ r6action plus ou moins acide 
suivant qu'on a ajout6 ou non de la craie ~ la mati~re fcrmentes- 
cible, d ~ a g e  une odeur laetique, et surtout butyrique~ prononc6c. 
Nos coll~gues, M. P6teaux et M. Cazeneuve, out bien voulu 
examiner ce liquide et y out constat6 chimiqucment la pr6senee 
de l'acide butyrique. L'alcool est absent. Au commencement de la 
fermentation~ surtout dans la lactose~ il existe des traces d'acide 
]actique. 3: 1me eertaine p6riode de la fermentation de l'amidon, 
on d6c~le manifestcment la glycose ~ l'aide de la liqueur cupro- 
potassique." 

Um die Spaltungsproducte des Zuckers dureh die Rausch- 
brandbaeillen zu untersuehen~ verfuhren wir folgendermassen: 
2 Liter steriler Rinderbouillonaaus 1 Kilo Fleiseh wurden mit 
100 2 reinen schwach gegliihtenKalkcarbonat und 200g krystalli- 
sirten~ sogenannten amerikanischen, yon Tromsdorf in Erfurt 

1 Fortsehritte der Mediein, Jahrg. 1889, S. 12~. 
Comptes rend. T. 101, p: 820. 
Uber die Berei~ung derselben vergl. Fraenkel~ Grundriss tier 

Bakterienkunde, S. 85. 
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bezogenen Traubenzucker versetzt, hierauf noch an 2 Tagen bei 
100 ~ sterilisirt, dann mit Rauschbrandbacillen yon einer eben 
verg~thrten Eiweissl(isunff inficirt, die Luft aus dem Kolben dutch 
Kohlensiiure ausgetrieben und bei 38 ~ stehen gelassen. Sehon 
nach 24 Stunden land Gasentwickelung statt~ die an folgenden 
Tagen intensiver wurde. 

Das am dritten Tage aufgefangene Gas bestand aus 72~ 28 
u ~ C 02 und 27~ 74 Vol. ~ 13 2. 

Methan war nieht vorhanden. Am fiinften Tage~ als die Gas- 
entwickelung nachzulassen begann, wurde wieder eine Gasprobe 
entnommen und analysh't. Sie bestand aus 77,96u ~ CO 2 und 
21, 89 Vol. ~ H. Von da ab war die Gasentwickelung nnr eine 
sehr sehwaehe. Am 15. Tage wurde der Versuch unterbroehen 
und der Kolbeninhalt untersueht. Mikroskopisch fanden sieh in 
der schwaeh nachK~ise riechenden LSsung, nur die bewegliehen 
zum Theil sporenhaltigen Baeillen vor. 

Die FlUssigkeit enthielt noch unveriinderten Zueker~ und 
uwar betru~ die Menge desselben 69~ 6g. Sie wurde destillirt 
wobei abet nur Spuren tines Jodoform bildenden K~irpers ilber- 
gingen. Sie wurde daher mit Oxals~ure bis zur vollst~tndigen 
Ausfiillnng des gel~isten Kalkes versetzt, vom Kalkoxalat abfil- 
trirt und yon nenem destillirt. In das Destillat gingen die fltich- 
tigen Fettsiiuren~ aus Essigsaure nnd Buttersiture, vorwiegend 
aus der Letzteren bestehend~ tiber. IhreMenge war jedoch gering 
und betrug nnr einige c m  ~. Der RetortenrUckstand wurde jetzt 
auf dem Wasserbade bis zum Syrup verdunstet und mit Ather 
extrahirt. In den Ather ging Milehsiiure tiber, ihre Menge betrug 
tiber 50g und die Krystallwasser- und Zinkbestimmung ergaben, 
dass es Giihrungsmilehs~ure war. 0"8248g. bei 110 ~ getrocknet 
verloren 0"1502g am Gewicht : 18"21~ und hinterliessen nach 
Oem Gltihen 0"4488 g Zn 0 = 26"86% Zn. 

Wir wiederholten den Versuch mit der Abiinderuug, dass 
der Zucker nicht in Rinderbouillon~ sondern in Hefeabkochung 
aufgeli~st wurde. Ein Liter Hefeabkochung~ 25gC03 Ca und 100g 
Dextrose wurden steril gemaeht und mit einer Rausehbrand- 
eultur; die lange, bewegliche Baeillen und viele Sporen enthielt~ 
inficirt. Die Luft wurde auch hier, wie in allen folgenden Ver- 
suchen~ durch Kohlens~ure ausgetrieben. Am folgenden Tage 
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lebhafte Gasentwiekelung, dis am siebenten Tage ganz aufh~rte. 
Die, wie im vorigen Versuehe verarbeitete N~hrl~sung enthielt 
G~hrungsmilehs~ure. 0"2203g des Zinksalzes vefloren bei 110 ~ 
0"0397g an Gewieht oder 18"0~ . 

Wird eine zuekerhaltig'e N~hrl~sung nieht mit einer Rein- 
eultur, sondern mit der serSsen Flt~ssigkeit aus der Gesehwulst 
des rausehbrandkranken Thieres geimpft, so entsteht eben- 
falls G~hrungsmilehs~ure. Eine sterile N~hrl~sung, welehe 
auf 3 Liter Wasser 3g Pepton (Chapoteau), 100g amerikanisehen 
Traubenzueker und 509 Caleiumearbonat enthielt , wurde mit 
einer solehen serSsen FlUssigkeit infieirt. Die Oasentwiekelung" 
begann hier erst am dritten Tage. Am seehsten Tag'e wurde der 
Versueh unterbroehen nnd die Nghrltisung, in welcher sieh be- 
wegliehe Stttbchen vorfanden, wovon nur wenige sporenhaltig 
waren, wie oben verarbeitet. 0"36409 des erhaltenen Zinklaetats 
verloren beim Trocknen 0"06599 an Gewieht = 18"1%. 

Aus diesen Versuehen, und wit haben noch mehrere mit 
gleichem Resultate angestellt~ geht mit Sieherheit hervor, dass 
die Rauschbrandbaeillen den Zueker zuniiehst in die g'ewtihnliche~ 
sogenannte Gahrangsmilehs~ture verwandeln; aus der hieraut 
unter Kohlensgure und Wasserstoffentwiekelung Buttersi~ure ent- 
steht. Die Zersetzung des Zuckers ist keine vollst~ndige, indem 
auch naeh li~ngerem Stehen, und wenn die Gasentwickelnng auf- 
gehSrt hat, die N~thrlSsung noeh unveriinderten Zueker enthi~lt. 
IJervorheben mSehten wit noeh, dass dis Rausehbrandbaeillen aus 
tier ZuekerlSsung beimMeersehweinehen keine Erkrankung metir 
hervorrufen. 

Etwas anders verhlilt sieh der aus den Rausehbrandge- 
sehwt~lsten yon uns isolirte Mikrocoecus. Er vergghrt ebenfalls 
Zueker und viel intensiver und vollstgndiger~ als wie die Rauseh- 
brandbaeillen. Die hier eutstandene Nilehs~ture ist aber die 
Fleiseh- oder Paramilehs~ture, deren Zinksalz in Wasser leiehter 
15slich, nur zwei Molektile Krystallwasser enth~lt und optiseh 
activist. Wir bezeiehnen daher den yon uns isolirten Mikroeoeeus 
als 3 l ikrocoeens  acidi  para lae t ie i .  

Ein Liter Rinderbouillon~ 509 GO 3 Ca und 100g Dextrose 
wurde mit den Coeeen inficirt. Sehon'naeh 18 Stunden bei Brut- 
temperatur begann die Gasentwiekelung, welehe allm~hlieh 
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immer starker wurde~ so dass die Fliissigkeit stark schi~umte. 
Die Gasentwickelung dauerte bis zum sechsten Tage. Am 
neunten Tage wurde der Kolben geSffnet, wobei tin sehwacher, 
nicht unangenehmer Geruch nach K~se auftrat. Bei der mikros- 
kopischen Un!ersuehung wurden nut die Mikrococcen gefunden. 
Die vergiihrte FlUssigkeit, welehe nur Spuren unzersetzten 
Zuckers enthielt, wurde jetzt mit Oxalsiiure, bis zur vr 
Ausfi~llung des gel~isten Kalks versetzt~ filtrirt, eingedampft und 
mit Ather extrahirt. Nach Abdestilliren des ~_thers wurde der 
Rtickstand mit viel Wasser versetzt und mit Zinkhydroxyd 
gekocht. Aus dem eingedampften Filtrate krystallisirte alas Zink- 
lactat aus~ das einmal aus Wasser umkrystalisirt, folgende 
Zahlen ergab: 0.279g des lufttrocknen Salzes verloren bei 110 o 
0"0358g --  12"83~ H~O und hinterliessen nach dem Gltihen 
0'0809g Zu0=26.69~ Zn. Wir k~innen bier nicht genau die 
Ausbeute an Milchsiiure angeben~ doch betrug siejedenfalls mehr 
als die H~lfte des angewendeten Zuckers. Der Versueh wurde 
ceteris paribus wiederholt. Zur Aussaat diente die gleiche Cultm- 
der Koken~ und es wurde nur Paramilchs~ure erhalten. 0"3856g 
des Zinksalzes verloren bei ]10 ~ 0"049tg an Gewicht--12"88% 
und hinterliessen nach dem Gllihen 0'1215g Zn0--26"69~ Zn. 
Aus der vergiihrten LSsung wurden Ubertragungen des Mikro- 
coccus auf~i~hrgelatine undAgar in ~hoher Cultur" gemacht nnd 
durch Infection yon den Culturen aus, yon ~euem nur Paramilch- 
saute erhalten~ so dass es jetzt eine leiehte Sache ist, diese bis 
jetzt schwer zug~tngliche Saure sich in grossen Mengen zu ver- 
schaffen. Von besonderem Interesse ist noch folgender Yersueb~ 
bei welehem die znr Infection verwendete Cultur nicht rein war 
und ausser dem Mikrocoecus acidi paralactici auch noch Bacillen 
oder deren Sporen enthielt. 

200g Dextrose und 100g C03Ca in 2 Liter Rinderbouillon 
wurden nach der Sterilisation mit einer ~tlteren Agarcultur des 
Mikrococcns inficirt. Schon nach24 Stunden land eine lebhafte 
Gasentwickelung statt und die Fltissigkeit sehaumte stark. Am 
dritten Tage wurden innerhalb 3 Minuten 44cm s Gas aufge- 
fangen~ deren Analyse folgendes Resultat ergab: 
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Aufgefangenes 
Gasvolumen Hgdruck in m m  

44 695 

n~eh Absorbtion der Kohlens~ture: 

31" 4 369 

nach Zusatz yon Sauerstoff: 

53" 7 467 

nach der Verpuffung: 

23 '4 332 

naeh Zusatz yon Kali: 

23 327 

Das Gas bestand demnaeh 

37"31 Vol. ~ H 2. 
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Auf 0 ~ und 760ram 
Druck reducirtes 

Temperatur Volnmen 

11" 6 38"00 

12 14"18 

12 30"9 

12 9"5 

10" 4 9"52 

aus 62"69 Vol. ~ CO~ und 

Am sechstcn Tage liess die Gasentwickclung nach und 
hSrte am achten Tage ganz auf. Am zehnten Tag'e wurde der 
Kolben geSffnet. Die mikroskopisehe Uutersuehung zeigte, dass 
die vergiihrte Liisung ausser dem M. aeidi paralactici noch ziem- 
lieh viele bewegliche Bacillen enthielt. In der LSsung war keine 
Spur Zucker mehr vorhanden. 

Ein geringer Theil wurde davon in sterile RShrchen ab- 
gegossen und die Itauptmenge, da sie einen alkoholischen 
Geruch besass, aus einer tubulirten Retorte destillirt. Das 
Destillat gab mit Jod und Kalilauge viel Jodoform; wesshalb wit 
es mit Pottasehe tlbers~tti~ten, wobei sich der iibergegan~ene 
Alkohol als eine leicht beweg'liche, oben aufsehwimmende 
Fliissigkeit trennte. Die Menge des Rohproductes betrug 13 cm ~. 
Der Alkohol wurde tiber Atzkalk g'etroeknet und aus einem 
Fractionirk~ilbehen destiltirt. Die Temperatur stieg rasch auf 
114 ~ wobei der Siedepunkt bei 705 Bst constant blieb. 0"2372g 
der bei 114 ~ tlbergegangenen Fraction gaben 0"5596g CO 2 und 
0"2922g I-I~O, oder 64'650/0 C und 13"68~ H. Butylalkohol --  
C a HloO enth~tlt 64"87% C und 13"51~ H. Normaler Butylalkohol 
siedet bei 760 Bst, u. 116"9 ~ Der hier in Bern herrschende Baro- 
meterstand ist erheblich geringer, wodnreh sieh der etwas ernie- 
drigte Siedepunkt des Alkohols erkl~trt, und es unterliegt keinem 
Zweifel, dass der erhaltene Alkohol normaler Butylalkoho] war. 
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Aus dem Retortenriickstande wurde der gelSste Kalk dutch 0xaI- 
s~ure vollkommen ausgef~llt und die Fltissigkeit yon neuem 
destillirt. Es ging jetzt in grossen Mengen eine fliichtige Fettsfi.ure 
Uber, die sieh schon dutch ihren Geruch als Buttersi~ure kenn- 
zeichnete. DasDestillat wurde mit Soda neutralisirt~ zumTrocknea 
verdunstet, das riickst~ndige ~atronsalz mit 30procentiger 
Schwefels~iure versetzt und die abgesehiedene Fettsliure tiber 
Phosphors~ureanhydrid getrocknet und reetificirt. Auch hier stieg 
tier Queeksilberfaden rasch auf 158--159 ~ bei welcher Tem- 
peratur fast alles iiberging. Ein Theil der iiberdestillirten Siiure 
win'de in das Silbersalz verwandelt~ welches naeh dem Trocknen 
analysirt mit der Formel C 4 H 7 Ag 02 iibereinstimmende Zahlea 
ergab. 0"0934g des trockenen Salzes hinterliessen nach dem 
Gliihen 0"0518g Ag --  55, 46% Ag. 

Buttersaures Silber enth~tlt 55"38~ Ag. Etwa 2 c m  s der 
Saurc mit kohlensaurem Guanidin erhitzt~ gaben ein in viereckigen 
Tafeln krystallisirendes Guanamin. t Es lag also normale Butter- 
s~ure vor. 

:Nach Entfernung der Butters~ure wurde die rtickst~tndig'e 
LSsung in gleicher Weise wie in frtihe~en Versuchen~ aufdem 
Wasserbade concentrirt~ mit _~ther ausgeschUttelt und die nach 
Abdestilliren des Athers hinterbliebene':Milchs~ture durch Kochen 
mit Zinkhydroxyd in das Zinksalz verwandelt. Das zuerst aus- 
krystallisirte, in Wasser schwer 15sliche Salz ergab bei der 
Krystallwasser-und Zinkbestimmung folgende Zahlen: 0"4312g 
des lufttroekenen Salzes verloren bei 100 ~ 0"0780 g an Gewicht 
--18.06~ H20 und hinterliessen nach dem GlUhen 0"1179g 
Z n 0 - - 2 6 ' 8 6 %  Zn. Es war dies die gewShnlich bei der G~thrung 
auftretende Milchs~ure mit 3 Mol. Krystallwasser. Die yon der 
ersten Krystallisation abfiltrirte Lauge hinterliess nach dem 
Verdunsten ein Salz, das aus Wasser umkrystallisirt sich als 
paramilchsaures Zink erwies. 0"2887g des lufttrockenen Salzes 
verloren bei 110 ~ getroeknet 0.0367g an Gewieht--12"71~ 

1 Uber die Anwendung des kohlensauren Guanidins zur Erkennung 
der fliiehtigen Fetts/~uren. vergl. NI. Neneki: Uber die Zersetzung der 
Gelatine und des Eiweisses bei der F~ulniss mit Pankreas. Bern 1876, 
S. 23. 



Bildung der Paramilchs~ure. 539 

Es sind also in diesem Versuehe sowohl die optisch inactive, als 
auch die active Milchsi~ure entstanden. Die Menge der ersteren 
war tiberwiegend, etwa 2/a betragend, und es unterliegt wohl 
keincm Zweifel, dass jeder der bciden in der NahrlSsung" vor- 
handenen Mikroben die seinem Stoffwcchsel eigenthfimliehe 
Nilchsaure g'ebildet hat. Die Isomeric der beiden Sauren, welche 
beide Ethylidenmilchsauren sind, ist noch immer nicht aufgeklart; 
ebenso die Thatsachc~ dass im Thierkiirper und durch gewisse 
Mikroben aus Zucker die optisch active, durch Alkalien and 
durch andere bestimmte Spaltpilzc dageg'en die optisch inactive 
Modification entstcht, and es wird ein grosset Schritt in der 
Chemic vorwarts sein, wenn auch hiertiber Klarheit gcbracht 
wird. Noch mtichten wit bemerken, dass ein mit der vergahrten 
Nahrl6sung unter Zusatz yon etwas Zucker and einem Tropfen 
Milchsaure inficirtes junges Kaninchen nach 30 Stunden an 
tlauschbrand zu Grunde ging'. In dem Tumor fanden sich vor- 
wieg'end bewegliche, auch sporcnhaltige Stiibchen vor, nur 
wcnige Coccen, meistentheils als Diplococcen; dagegen ent- 
hielt die Milz~ die tibrigens nicht vergrSssert war, zahlreiche 
Coccen and Diplococcen, die auch im Herzblute vorhanden 
waren. Die Fragc fiber die Beziehung des Mikrococeus aeidi 
paralactici zum Rauschbrand und dessert pathogene Wirkung 
wird gcgenwarlig yon uns nntersncht und behalten wir uns 
weitere Mittheilungen dartiber vor. Hier sei noch bemerkt, dass 
in einem Versuche, wo wir sterile ZuckerlSsung mit ciner an- 
scheinend, wcnigstens der mikroskopischen Untersuchang nach~ 
tleincultur der Stabchen inficirten, nach vollendeter Gahrung 
darin nut Coccen vorfanden, und auch nnr Fleischmilchsaure 
erhiclten. Die nachste Erklarung dafiir ist an eine Verunreinig'ung 
tier Cultur zu denken. Unwissenschaftlich ware es aber, auch die 
Frage der Polymorphie der Rauschbrandbaeillen nicht einer 
genaueren Untersnchung werth zu erachten. 

Die Paramilchsam'e als Gahrung'sproduct der Kohlehydrate 
ist schon wiederholt erhalten worden~ so zum Beispiel yon 
H i l g c r  1 bei Gahrung des Inosits mit faulcm Kiise, entg'egen dem 
fi'fihcren Befunde yon S t r e c k e r  and Vohl, die aus Inosit die 

1 Ann. chem. Ph~rm. Bd. 1607 S. 336. 
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inactive Milchsiiure mit 18~ Krystallwasser erhielten. Der 
Befund t t i l ge r ' s  veranlasste V0hl  ~ den Giihrungsversuch mit 
250g Inosit zu wiederholen, wobei er wiederum die inactive Milch- 
siiure erhielt. 

Es ist interessant zu sehen, wie der Streit, ob aus Inosit die 
active oder inactive Milchsiture entsteht, erst dutch die Bakterio- 
logic entschieden wird. Die Angaben beider Chemiker sind 
richtig, nut hat I-Iilger offenbar einen Mikroben bei seiner 
Giihrung gehabt, der aus Inosit die Paramilchsi~ure bildet. Kurz 
darauf land YI al y, ~ dass bei Anwendung yon Magensehleimhaut 
als Ferment aus den gewtihnlichen Zuckerarten ,zwar nicht 
immer, abet d0eh etwa in der ttttlfte der Fiille aueh eine kleine 
Menge Paramilchsi~ure sich bildete. In einem Falle bestand die 
ganze Menge der gebildeten S~ure aus Paramilchsi~ure". 

Mit Recht sagt Maly, dass die Entstehung yon Flcischmilch- 
si~ure dutch Giihrung des Zuckers nicht mehr bezweifelt werden 
kann. Beide Ethylidenmilchsiiuren, sowohl die inactive wie die 
active, sind Giihrungsproduete tier Kohlc.hydrate. Die Benennung 
,Fleischmilchsiiure" hat far die optisch active Siiure keinen Sinn 
mehr, wesshalb es yon nun ab richtig sein wird, sic als P a r a -  
m i l c h s i t u r e  zu bezeichnen. Wit wollen nicht in Abrede Stellen, 
dass die in thierischen Geweben und namentlich im Muskel vor- 
kommende Paramilchsaure zum geringen Theil auch aus Eiweiss- 
stoffcn entstehcn kann. Die wahrseheinlichste und natUrlichste 
Annahme ist aber, dass diese Siturc im Thierki~rper aus Glykogen 
und anderen Kohlehydraten gebildet wird. 

1 Berl. chem. Ber. 1876~ S. 985. 
Dessen Jahresbericht fiir 1874, S. 85. 


