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XXHI. 

Ueber Vorkommen und Bildung der 
Bernsteinsiiure. 

(hus dem chemischen Laboratorium des Pathologisehen Instituts zu Berlin.) 

Yon Ferdinand B|umenthal ,  
Cand, reed, 

Die Entdeckung Pasteur 's1),  dass bei der alkoholischen 
G~hrung constant Bernsteins~ure dutch die Lebensth~tigkeit tier 
Hefezellen entsteht, ist lange Zeit hindurch isolirt geblieben. 
Erst 17 odor 18 Jahre sp~ter wurde Bernsteins/~ure yon Alb. 
Fitz ~) in erheblicher Quantit/~t aus einem den Kohlehydraten 
nahestehenden KSrper, dem Mannit, einem sechsatomigen A1- 
kohol, erhalten und zwar durch Verg~hrung desselben durch 
Schizomyceten, haupts~chlich wohl Bacillus subtilis. 

Hieran schloss sich im darauffolgenden Jahre die Auffindung 
derselben als Produkt der Zersetzung des Eiweiss durch F~ulniss- 
bakterien durch E. und H. Salkowski3).  Die genannten Au- 
toren fanden diese S~ure bei der F~nlniss des Fleisches in an- 
sehnlicher Quantit~t, so dass sic leicht rein dargestellt und 
analysirt werden konnte. Die Bildung derselben erfolgte sehr 
frfihzeitig, so dass sio schon 20 Stunden nach Beginn der F~ul- 
hiss nachgewiesen werden konnte. Die Quantit~t der gebildeten 
S~ure sch~tzten die genannten Autoren auf 1 pCt. des trocknen 
Eiwciss; es hat sich sp~ter gezeigt, dass diese Sch~tzung noch bei 
weitem zu niedrig ist, so dass die Menge derselben welt grSsser 
ist, als die aus Zucker dutch alkoholische G~ihrung erhaltene. 

Dutch diese Untersuchungen war nachgewiesen, dass die 
Bernsteins~ure als Stoffwechselprodukt yon Mikroorganismen auf- 
treten kann und als solches in hohem Grade unabh'~ngig ist 
yon der Natur des N~hrmaterials der Mikroorganismen. 

1) Annales de Chimie et de Physique. 3~meSdrie. 1860. Tome58. p. 334. 
2) Bericht der deutschen chem. Gesellsch. Bd. X. S. 281 uu.d XI. S. 42. 
3) Ber. d. d. chem. Gesellsch. Bd. XII. S. 650. 
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Auf der anderen Seite liegen manoherlei Angaben dartiber 
vor, dass die Bernsteins~iure sioh auch in frischen normalen 
Organen vorfindet. Da die Bernsteins~iure ein Stoffweohselprodukt 
der F~ulnissbakterien ist, so liegt bei alien diesen Angaben der 
Verdaeht nahe, class die untersuchten Oewebe nieht in absolut 
frisehem Zustande verarbei~et worden sin& Allerdings ist aueh 
die MSgliehkeit in Betraeht zu ziehen, dass aueh die thierischen 
Zellen Bernsteins~ure bilden, 

Auf Anregung und unter Leitung yon Herrn Prof. E. Sal- 
kowski habe ieh die Frage, ob die Bernsteins~ure ein aus- 
schliessliches Stoffwechselprodukt von Mikroorganismen ist, oder 
ob sie aueh den thierisehen Zellen als Stoffwechselprodukt zu- 
kommt, zum Gegenstande einer Untersuchung gemacht. 

Diese Frage ist deshalb yon nicht geringem theoretischem 
Interesse, weiles  nur wenige Verbindungen giebt, welche so- 
wohl yon Mikroorganismen als aueh yon den Zellen 
des T h i e r k S r p e r s  als Stoffwechselprodukte gebildet werden. 

[. Methoden der Untersuehung.  

Da es keine geactionen giebt, dutch welche die Bernstein- 
s/iure in Gemisehen nachgewiesen werden kann, so bleibt zum 
Naehweis der Bernsteinsiiure nichts anderes fibrig, als sic als 
solehe darzustellen und dutch geaetionen zu identificiren. 

In manchen F~l]en kann an Stelle der Bernsteinsiiure selbst 
auch ein Salz derselben dargestellt werden trod dieses dutch 
sogenannte Atomgewichtsbestimmung identificir~ werden, d .h .  
dutch eine Bestimmung des in einer gewogenen Quantitiit des 
dargestellten Salzes enthaltenen Metalls. Meistens wird hierzu 
das Silbersalz gew~ihlt, well sich der Silbergehalt ausserordentlieh 
!eicht dutch einfaehes Glfihen bestimmen l/isst. 

Wie man auch die sehliessliche Erkennung der Bernstein- 
siiure oder ihrer Salze ausffihren mag, in jedem Falle handelt 
es sieh um die ang~ingige Isolirung der Bernsteins~ur% d. h. 
um ihre Trennung von einer Anzahl~ mitunter grossen Anzahl 
ausserdem noch vorhandener Stoffe. Da die Natur dieser ausser- 
dem noeh vorhandenen Stoffe je naeh dem Material, um welches 
es sich handelt, eine sehr verschiedene ist, so ist es einleuchtend, 
dass aueh die Methode zur Aufsnehung der Bernsteinsiiure nicht 
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ein und dies elbe sein kann, sondern nach der Natur des Unter- 
suchungsmaterial~ wechseln muss. 

1. Auffindung der Bernsteins~ure in gegohrenen alkohol- 
haltigen Flfissigkeiten. 

Die Auffindung der Bernsteins~iure in derartigen Flfissig- 
keiten ist da, we es sich nut urn vergohrene ZuckerlSsungen 
handelt, eine verh~ltnissmi~ssig sehr einfache Aufgabe, da hierbei 
nur die Trennung von Glycerin und den kleinen Quantiti~ten 
yon Extractivstoffen der Hefe in Betracht kommt. Pas t eu r ,  
welcher in seiner beriihmten Arbeit fiber die alkoholische Zueker- 
gi~hrung zuerst nachwies, dass die Bernsteins~.ure ein constantes 
und wesentliches Produkt derselben sei, hat sich zu ihrem 
quantitativen Nachweis ihrer Ueberffihrung in ihr Calciumsalz 
mittelst Kalkwasser bedient, indem er das Calciumsalz wog uud 
aus dem Gewicht die Menge der daran betheiligten Bernstein- 
s~ure berechnete. Es ist diese Methode, wie man sich aus der 
Origiualarbeit Pas t eu r ' s  leicht fiberffihren kann, eine sehr com- 
plicirte und schwer auszuffihrende. Ihr haupts~chliehster Mangel 
besteht, wie ich reich fiberzeugte, darin, dass bei jeder Trennung, 
die bei diesem Verfahren vorgenommen werden muss~ etwas 
Bernsteins~ure verloren geht, indem Bernsteins~ure sowohl in 
die ~therischen Auszfige fibergeht, als auch in den 80procentigen 
Alkohol, mit welchem alas bernsteinsaure Calcium zu seiner 
Reinigung yon den Extractivstoffen der Here behandelt war. In 
allen diesen F/~llen konnte ich mit Hfilfe der Methode des 
directen Ausschfittelns mittelst Aether, welche ich welter unten 
beschrieben habe, Bernsteins~ure nachweisen und zwar betrug 
die hierbei noch gewonnene Menge 2--2,6 cg. 

Abgesehen davon gelingt es mit dem Pasteur 'schen Ver- 
fahren nur den 1Nachwsis der freien S~iure zu ffihren, w~hrend 
die eventuell an Alkalien gebundene Bernsteinsi~ure dabei un- 
berficksichtigt bleibt. 

Man kSnnte daran denken, die Bernsteins/~ure direct durch 
Bindung mit Bleioxyd zu isoliren, ein Verfahren, welches sich 
zur Trennung yon Bernsteins~ure und Milchs~ure bewi~hrt hatte. 
Die zun~chst angestellten Controlversuche ergaben Folgendes: 

20 g Here wurden mit 100 ccm Wasser versetzt und dies zum 
Sieden erhitzt~ urn die Hefezellen abzutSdten, Diesem Gemisch 
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wurden t0  ecru einer 5proeentig@ w/issrigen LSsung yon Bern- 
steinsi~ure und 2,5 g Glycerin hinzugefiigt. Das Ganze wurde 
auf dem Wasserbad znr Syrupdicke verdampf~ Der Rfiekstand 
wurde mit 90procentigem Alkohol ausgezogen, der kuszug filtrirt 
und das Filtrat zur Troekne eingedampft. Der R/iekstand wurde 
in wenig Wa, sser gelSst und mi~ BMoxydhydrat gekoehg'). Der 
endgtittig erhaltene giiekstand wurde, um den Antheil der in 
demselben enthaltenen Bernsteinsgure festaustellen, in das Silber- 
saIz der Bernstdnsiiure fibergeffihrt and als solches getrocknet 
und gewogen. Dieses wurde sodann im Porzellantiegel gegliiht 
und als met. Silber wieder gewogen~). 
geflmden: 

Bernsteinsaures 5Iet. Silber 
Silberoxyd. aus diesem. 

1. 0,304 g 0,193 g 
2. 0,307 g 0,198 g 

In diesen F~llen wurde 

pCt. 

63,5] berechnet 
~4,51 65,oG. 

Die Qua, ntit~,t der Bernsteins~urQ kann man nun entweder 
aus dem bernsteinsauren Silberoxyd oder aus dem durch Gl/ihen 
des bernsteinsauren Silbersalzes erhaltenen met. Silber berechnen. 
Demnaeh ergiebt sich folgendc kleine Tabelle. 

Bernsteinsgure 
aus dem Silber- aus dem met. pCt. 
saiz berechnet, pCt. Silber berechnet. 

1. 0 ,109 21,8 0,111 22,2~ der urspr/ing- 
2. 0,109 21,8 0,109 21,8J lichen 8~ure. 

Die grosse Differenz zwischen der urspriinglichen und end- 
giiitig erhaltenen S~ure hat zum Theil seinen Grund darin, dass 
die Verluste, welehe das Silberverfahren mit sich bringt, nicht 
unerheblieh sind. Ist die Bernsteins~iure isolirt, so erh//lt man 
mit der Sitberbestimmung, wie weiter unten gezeigt wird, 
83--95 pCt., ist sic in Mischungen vorhanden, nur 66--74 pCt. 
wieder. Abet selbst unter Beriicksichtigung dieser Verluste, 
bleiben die Resultate, die das Verfahren mit Bleioxydhydrat 
liefert, hbchst mangelhafte. Hier sei noeh bemerkt, was erst 
nach Anwendung der eben geschilderten Methode in Erfahrung 
gebraeht wurde, dass J. Maeagno  3) sieh des Bleihydroxyds 

1) Die weitere Beschreibung des Verfahrens siehe S. 550. 
~) Die genauere Beschreibung der Silberbestimmung siehe S. 547. 
3) Bericht d. d. chem. Gesellsch. Bd. 8. S. 254~ 
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zur Bindung der Bernsteins~ure im Wein schon frfiher bedient 
hat. Da jedoch sein Verfahren anscheinend sehr umst~indlich 
ist und die endgfiltig zum Naehweis der Bernsteins[iure ange- 
stellte Reaction mit Eisenehlorid nicht beweisend genug ffir das 
Vorhandensein derselben ist, so wurde es gar nicht erst versucht, 
dies Verfahren bet der Hefegi~hrung anzuwenden. 

Die oben geschilderteu Methoden beruhen auf der Ueber- 
ffihrung der Bernsteins~ure in ihr Kalk- bezw. Bleisalz. Die 
angegebenen Resultate zeigen, dass bet letzterem mit erheblichen 
Verlusten gearbeitet worden ist. Es fragte sich deshalb, ob es 
nicht mSglieh set, dies zu vermeiden, indem, wie es E. S al- 
kowski fiir die thierischen Flfissigkeiten empfiehlt~), die Bern- 
steins~ure direct dureh Ausschfitteln mittelst alkoholhaltigen 
Aethers gewonnen wird. Zu diesem Zweck wurde folgender- 
maassen verfahren. Die vergohrene Flfissigkeit wurde filtrirt 
und zur Syrupdicke auf dem Wasserbad bet m~ssiger Flamme 
eingedampft. Der Riickstand wurde mit 90procentigem Alkohol 
ausgezogen und tier Auszug filtrirt. Das Filtrat wurde zu Syrup 
eingedampft. Der Syrup wurde in Wasser gel5st, mit Salzs~ure 
stark angesguert und mit einem Gemisch yon Aether und Alkohol 
(10: 1) im Schfitteltrichter mehrere Male durchgeschiittelt~). 
Hierbei geht die Bernsteins~iure in den Aether fiber, und bleibt 
das Glycerin in der wi~ssrigen Fliissigkeit zurfick. Die ~ther- 
haltige Fliissigkeit wurde abgehoben, der Aether abdestillirt und 
die Destillationsflasche mit etwas Alkohol ausgespfilt. Die yore 
abdestillirten Aether befreiten Rfieksti~nde wurden in ether Por- 
zellanschale mit der Spiilfifissigkeit Vereinigt und vorsichtig zur 
Trockne verdampff, der Rfickstand bei 800 getrocknet und ge- 
wogen. Ein Probegemisch, wie es oben beschrieben ist, ergab 
nach diesem Verfahren. 

Aether. Rfiekstand. Bereehnet. 
1. 0,388 g 0,5 g 
2. 0,4065 - 0,5 - 
3. 0,408 - 0~5 - 

1) P f l f i g e r ' s  Archiv L Physiolog. Bd. 4. S. 95. 
~) Die Ausschfittelung mit Aether muss natfirlieh so lange wiederholt wer- 

den, als Bernsteins~ure in diesen iibergeht. GewShnlich genfigen 4 bis 
6 Aussehfittelungen, 
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Nach (tern Silberverfahren behandelt~ lieferte der ~itherisehe Riiekstand 
1. 0,610 bernsteinsaures Siiberoxyd, 
2. 0,618 

Dieses iieferte nach dam Glfihen 
1~ 0,381 g met. Silber ~--- 62,5 pCt. 
2. 0 ,386-  - ~ 62~5 - ~ berechnet 65,06. 

Hieraus bereehnet sich Bernsteins~.ure 
kus  dem bern- pgt.  tier a t-  Arts dam pCt. der ur- 

steinsauren sprfingliehen met. sprfingliehen 
Silbet'oxyd. Bern Steinsgure. Silber. Bernsteinsiiure. 

0~217 g 43,4 0~'299 g 45~8 
0~216 - 43~2 0,232 - 46,4 

Start das Silberverfahren anzuwendon wurde im Fall 3 die 
Reinigung des Rfiekstandes dureh Kohle und Thonplatten vor- 
genommen. Dazu wurde der /~therische giickstand in Wasser 
gelSst und mit einer Messerspitze Knochenkohle bis zur Ent- 
fgrbung gekooht, yon der Kohle abfiltrirt und das Filtrat zur 
Trockne verdampft. Zur weiteren Reinigung wurde der Rfiek- 
stand auf eine Thonpiatte gebracht, nach etwa 24 Stunden vor- 
sichtig abgenommen und auf einem tarirten Uhrglas getrocknet 
und gewogen. Es wurde im Fall 3 gefunden 0,297 g Bernstein- 
sgure = 5 9 , 4  pot. der urspriinglichen Si~ure, Bei den meisten 
Versuchen wird man wegen der geringen Fgrbung des gtherischen 
ltfickstandes sich die Entfgrbung durch Kohle ersparen und den 
Rfickstand direct auf Thonplatten bringen kSnnen. Dann diirfte 
das Resultat noeh wesentlich giinstiger ausfallen. Die so ge- 
wonnene Bernsteins/iure hatte ihren Schmelzpunkt bei 180 ~ war 
also fast chemisch rein. 

Dieses Verfahren berfieksiehtigt aueh die in Form yon Salzen 
vorhandene Bernsteinsgure~ indem dieselbe durch die SaIzs/iure 
aus diesen Verbindungen in Freiheit gesetzt wird. 

~Nach Beendigung dieser Vorversuche sollte es festgestellt 
werden, ob die zuletzt beschriebene Methode auch bei GKhrungs- 
versuchen, bei denen, wie Pas t eu r  nachgewiesen~ dutch die Le- 
bensth~tigkeit der Hefezellen noch andere variable Produkte sich 
bilden, dem yon Pas t eu r  angegebenen Verfahren fiberlegen sei. 

Es wurden deshalb je 200 g Rohrzucker, 10 g in Wasser 
suspendirte und aufgekoehte Hefe mit 10 g friseher Here 1) und 

~) sogenannte Presshefe. 
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1 Liter Leitungswasser versetzt. Die Flasche, welche die G~h- 

rungsfliissigkeit enthielt ,  wurde mit  einem nicht zu dicht 

schliessenden Glasstiipsel versehen und neben den W~rmeschrank 

gestellt, an einen Ort, dessen Temperatur  constant zwisehen 

2 6 - - 3 0  o betrug. Das Ende der G~hrung wurde dutch den 

negativen Ausfall der T r o m m e r ' s c h e n  Probe festgestellt. 

I. Yersueh.  
Nach 72 Stunden ~ar die G~hrung beendet. Die Flfissigkeit wurde 

filtrirt; das Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft, die Rfick- 
st~nde mit Atkohol ausgezogen~ der Auszug filtdrt, das ]~'iltrat gemessea 
und in zwei ganz gleiche Theile getheilt. 

Die eine Hi~lfte wurdc mit Kalk behandelt, die Bernsteinsaure aus dem 
Kalksalz dureh LSsung desselben mittelst Schwefelsi~ure und Ausschfitteln 
der mit Wasser verdfinaten LSsung dutch Aether gewonnen. 

Ihre Menge betrug 0,386 g. 
Die andere l~ilfte wurde nach dem oben zuletzt besehriebenen Aus- 

schfittelungsverfahren mit Aether behandelt. Der iitherische Rfickstand wurde 
dureh Behandlung mit Kohle und auf Thonplattert gereinigt. 

Menge der erhaltenen Bernsteiusiiure 0~479 g. 

II. Versuch. 
Nach 36 Stunden war die G[ihrixng beendet. Die vergohrene Fl/issig- 

keit reagirte stark sauer. 
Bis zu ihrer Trennung in zwei gleiche lliilften wurde sie, wie bet Ver- 

such I angegeben~ behandelt; dann die eine ttiilfte nach Pasteur  verarbeitet. 
Es wurde hierbei gefunden 0,704 g bernsteinsaurer Ka]k; daraus berechnet 
sich Bernsteinsiiure 0,5329 g. In den einze]nen Filtraten konnte, wie dies 
schon oben erw~hnt ist, im Ganzen 0,09.6 g Bernsteinsiiure nachgewiesen 
werden, indem die betreffendea Flfissigkeiten zur Trockue verdampft~ der 
l%fickstand in Wasser gelSst, mit Salzs~ure augcsi~uert und die Bernstein- 
siiure durch Ausschfitteln mit Aether gewonneu wurde. 

Die andere lt~iifte wurde nach dem Ausschfittelungsverfahren mit Aether 
behandelt. Der iitherische Rfiekstaud wurde direct auf Thonplatten gebracht. 
Es wurde an Bernsteins~ure 0,594 g erhalten. Schmelzpunkt 181% 

lII. Versuch. 
Naeh 96 Stunden war die Ofthrung beendet. Die vergohrene Pl/issig- 

keit reagirte stark sauer. 
Der eine Theil nach Pas teur  behandelt, ergab 0,664 bernsteinsaures 

Calcium. Daraus bereehnet sich Bernsteins~ure 0,50~ g. In den einzelnen 
Filtraten noch nachgewiesene Bernsteins~ure 0,021 g. 

Die andere Hiilfte nach dem Ausschfittelungs~zerfahren mit Aether behandelt. 
Der fttherisehe l~fiekstand wurdo direct auf Thonplatten gebracht. Menge 

der gefuudenen 13ernsteins~ure 0,578 g. Schme]zpunkt 189- o. 
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Hieraas geht hsrvor, dass da, s yon E. S M k o w s k i  zttr 
Isolirung der Bernsteins~ure empfohlene Verfahren der Aas- 
schfittelung mit  alkoholhaltigsm Aether (nach dem Anss 
vor den sonst angsgsbsnen Verfahren den Vorzug verdient. Ffir 
a n d e r e  Gs bei denen die Bs rns te ins~re  nut als N e b e n -  
p r o d u k t  neben andersn S/iuren auftrit~,i is~ das P a s t e u r ' s c h e  
Vsrfahren selbstverst~ndlieh nicht anwendbar ,  ffir diese auch 
nicht berechnst. Es ist ffir diese um so weniger anwendbar,  
als man bei diesen G~ihrungen vielfach genSthigt ist, dem G~ih- 
rungsgemisch yon Zeit zu Zeit Alkali zuzusetzen; die an Alkalien 
gebundene Bernsteins/iure durch das P a s t e u r ' s c h e  Verfahren 
aber nicht gefunden wird. 

Ftir gegohrene Flfissigkeiten ist von R a n  ~) noch sine quan- 
ti tative Methods angegeben worden, welche specie]l f/it den 
Nachweis der Bernsteinsgure im Wein geeignet sein soll. Es 
war urspr[inglich nur meins Absicht, das Vorkommen der Bern- 
steinsgure in den thierischsn F1/issigkeiten zu prfifen, und ich 
versuchte deshalb diess Methods, welche ja  erheblich genauer 
and einfacher zu sein schien, a l s  die bisher bekannten, bei 
diesen anzuwenden, g a u  verfuhr folgendermaassen: 

100 ecru Wsin werden bis zur Syrupdieke verdampff, wiederholt auf dem 
Wasserbade mit koehendem Alkohol ausgezogen und der alkoholisehe Aus- 
zug" jsdssmal naeh dem Erkalten abfiltrirt. Die Ausz/ige werden vermischt, 
tier Destillation unterworfen und der Destillationsr/ickstand in wenig heissem 
Wasser geiSst. Naeh dsm Erkalten wird dis LSsung~ wenn sis tr/ib ist, 
filtrirt, hierauf mit BaryumnitratlSsung und mit dem 3--4faehsn Volumsn 
90proeentigen Alkohols versstzt und t/iebtig umgeriihrt. Nachdem sich der 
Niederseh]ag gut abgesetzt hat, wird er auf sin Filter gebraeht, mit 70pro- 
csntigem Alkohol gut ausgewaseben und hieranf sine Zsit lang mit einer 
genfigenden Nenge yon NatriumearbonatlSsung srw~rmt. Dis Flfissigkeit 
wird hierauf abfiltrirt~ mit Salpeters~urs nsutralisirt~ auf sin kleines Vo!umen 
eingsdampft nnd naeh Neutralisation mit Ammoniak mit ~Iagnesiamisehung 
(aus Magnesiumnitrat, Ammoniumnitrat and .Ammoniak bestshend) versetzt. 
Naeh 3--4sttindigsm Stehen wird die Fl/issigksig abfiltrirt, mit Kalilauge 
erhitzt, bis alIes Ammoniak sntfsrnt ist, hierauf yon dem ausgssehiedenen 
~Iagnesiumhydroxyd abfiltrirt und mit SalpstersS.ure ganz genau neutralislrto 
Nun wird auf 100--150 ecru verd/innt und mit SilbemitratlSsung (1 : 20) ge- 

~) l~au, Die Berns~ceins[iure als Produkt der alkohol. G~hrung zueker- 
haltiger Flfissigksiten~ nebst Studien fiber quantitative Besfimmnng 
dsrselben im Wein. Mtinehen 1892, bei R. Oldenburg. 
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f/illt. Der erhaltene Niedersch]ag wird auf einem tarirten Filter gesammelt~ 
gut ausgewaschen~ getrocknet ~lnd gewogen, ttierauf wird er zur Controle 
im Porzellantiegel geglliht und als metallisches Silber wieder gewogen. Die 
aus beiden W~gungen berechneten Resultate mfissen ~ibereinstimmen. 

Es wurden zu einem Probeversuche dem ws Auszug 
yon je 200 g feingehacktem Kaninchenfleiseh naeh Coagulation 
der Eiweissstoffe mittelst Aufkochens und Entfernung derselben 
durch Filtration 0,1 g Bernsteinsiiure hinzugefiigt und dann nach 
Rau  verfahren. Drei Versuche, also behandelt~ ergaben nach 
genauer Neutralisation beim Zusatz yon Silbernitrat einen so 
geringen Niederschlag, dass dessen Sammlung auf ein tarirtes 
Filter fiberhaupt nicht verlohnte. 

Da es ohne weiteres nicht ersichtlich war, warum dies Ver- 
fahren beim Wein gl~nzende quantitative Resultate, bei thierisehen 
Flfissigkeiten angewandt abet fast vollst/indig negative Resultate 
liefern sollte, so wurden Versuche an einem genau nach Rau  
hergestellten Kunstwein angestellt. Hier endeten 3 yon mir an- 
gestellte Versuehe ebenso ungiinstig wie bei thierisehen Flfissig- 
keiten; ein vierter Versuch, vou Herrn ProL E. S a l k o w s k i  
selbst angestellt, hatte ein s vollkommen negatives Re- 
sultat. 

Es galt nun festzustelleu, worauf die Unbrauehbarkeit der 
Rau'schen Methode beruhen konnte, oder vielmehr beruhen 
musste. Zu diesem Zweeke wurden einzelne Theile derselben 
geprfift. 

Je o~1 g Bernsteins~ure wurden in Wasser gelSst, mit Natronhydrat 
genau neutralisirt, auf 120 ecru ~erdiinnt und mit Silbernitrat (1:20) ge- 
f~ltt. Der Niederschlag wurde auf einem tarirten Filter gesammelt, mit 
wenig Wasser ausgewaschen und bei 100--1200 o--3 Stunden getrocknet 
und gewogen. Dann wurde er im Porzellantiegel geglfiht und als metalli- 
sches Silber wieder gewogen. 

Es wurde gefunden: 

1. 

2. 
3. 
4. 

pOt.deswieder- Devon Ge- 
Bernstein- Be- gefundenen metal l ,  funden. sautes Silber- rechnet. 

oxyd. Silbersalzes. Silber pCt. 
0,566 0~2813 94~56 071725 64~85 
0,265 94~20 0~1744 65~81 
0~234 83,19 02 150 64~ 11 
0~268 95~28 0~1756 65~52 

F~ir bernstein- 
saures Silber 

berechnet. 
65~06 

Um den Einfluss des ira Wein enthaltenen phosphorsauren Natrons auf 
das Resultat zu erproben: wurden 0,3 g Bernsteins~ure in Wasser gel6st, 
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mit Natronh)'dra,t neatra,lisirg, auf 300 ecru verd/inag und in drei gleiehe 
Theile getheilt. Jedem Theil warden 2 ecru eiaer 10preeentigen LSsung yon 
phosph0rsaurem Natron hinzugeffigt und mit Magnesiamischung (3 ccm Magne- 
siumnitrat, 60 ccm Ammoniumnitrat, 80 ccm Ammoniak, 160 ccm Wasser) 
versetzt. Drei his vier Stunden wurde die Flfissigkeit stehen gelassen, dann 
filtrirt und auf etwa 120 ccm eingeengt. Naehdem sie sieh abgekfihlt hatte, 
wurde sie mit Salpeters~ure genau neutrallsirt nnd mlt Silbernitrag geffi, llt 
u. s.w. Es wurden geftmden: 

Bernstein- Be- ~IetalI. Gefunden in pot. Be- 
snares Silber- reeh~let, pCt. Silbor. d. angewendeten rechnet 

oxyd. Silbersalzes. pCt. 
L 0,2015 0,2813 71,28 0,1302 64~62 65,06 
2. 0,1870 66,48 0~1240 66~31 
3. 0,2098 74,58 0,1348 64~25 

In diesem kMnen Theile des Verfahrens gehen bereits gegen 
30 pCt. der urspr/inglich vorhanden gewesenen S/s verloren. 

VSllig unklar wird alas ganze Prineip der Methode und un- 
begreiflich die Behauptung, dass sie quantitativ sei, wenn man 
die iibrigen Theile derselben einer Untersuchung unterzieht. 
Die unvollkommene F/filung tier Bernsteins~ure in Gemischen 
dutch Silbernitrat kann allein das g~nzliehe Versagen der Methode 
nicht erkl~iren. Es konnte dies nur daran liegen, dass Baryum- 
nitrat die Bernsteinsaure in unzureichender Weise f~llt. Um 
diese Annahme zu priifen, wurden folgende Versuehe angestellt. 

Je 0,1 g BernsteinsKure wurden in 100 ccm Alkohol gelgst, eingedampft 
und der Rfickstand in wenig heissem Wasser (10--15 ecru) gelSst: hierauf 
wurde mit BaryumnitratlSsung und dem 3--4fachen Volumen 90procentigen 
Alkohols versetzt und t/ichtig umgerfihrt. Nach etwa 60 Stunden wurde 
filtrirt, Pdiekstand und Filtrat besonders behandeit. 

Der Rfickstand wurde in Wasser gelSst, mit Saizsi~ure anges~uert und 
mit Aether - -  wie obea angogeben - -  behandelt. 

Das Filtrat wurde eingedampft; der Rfickstand in Wasser gelSst und 
mit Salzsfiure anges~uert. Dann wurde die LSsung mit Aether behandelt. 

Es zeigte sich in 3 Versuehen, dass der R/iekstand, der naeh Rau die 
gesammte Bernsteins~ure hS~tte enthalten m/issen~ nur geringe Mengen dieser 
Siiure aufwies, wiihrend sichtlich der grSsste Theil derselben in das Filtrat 
fibergegangen war. 

Nach diesen Darlegungen muss das von Ran an- 
gegebene Verfahren q u a n t i t a t i v  und qua l i t a t i v  als un- 
b rauchba r  beze ichne t  werden,  wegen der ganz unvoll-  
k o m m e n e n  Fs der Bernsteins/~ure dureh Ba- 
r y u m n i t r a t  und Si lbern i t ra t .  
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Auch eine Combination der Aethermethode mit der Silber- 
bestimmung wurde versueht, indem der i~therisehe Riiekstand, 
in Wasser gelSst, mit Ntt~ neutralisirt und mit Silbernitrat 
gef~llt wurde u. s. w. 

Es wurde gefunden an bernsteinsaurem Silber: 
1) 68,26 pCt., 2) 75,7 pCt., 3) 52,22 pCt. 

derjenigen Menge, welche theoretisch h~tte gefunden werden 
mfissen. 

An der gefundenen Menge war das Silber betheiligt im Fall 
1) mit 65,67 pCt., 2) 62,44 pCt., 3) 61,90 pCt. 

Im Fall 2 und 3 stimmt die Silberbestimmung zu wenig. 
Naehdem sieh so die Unbrauchbarkeit des Rau'schen Ver- 

fahrens ergeben hatte, wurde noch versucht auf andere Weise 
die Bernsteins~ure von der Apfels~ure zu trennen, jedoch ohne 
Erfolg. 

2. Nachweis der Bernsteins~ure in normalen thierischen 
~'lfissigkeiten and (~ewebsauszfigen. 

Ffir den Naehweis in den thierisehen Flfissigkeiten ist natiir- 
lich das Verfahren abh~ngig yon den fibrigen, daselbst vor- 
kommenden Substanzen, es muss sich daher versehieden gestalten, 
je nachdem es sich um Ausziige aus frischen Organismen oder 
um gefau]te Flfissigkeiten handelt. Die Milchs~ure, welehe nur 
in den norma]en, nicht fauligen Fliissigkeiten vorzukommen 
seheint, bietet in diesen bei tier Isolirung der Bernsteins~ure 
eine bedeutende Sehwierigkeit dar. Sie geht ebenfatls, wie die 
Bernsteins~ure, in den Aether fiber und es blieb somit nichts 
iibrig, als die LSslichkeit ihrer Salze zu priifen und das Vet- 
ha]ten derselben gewissen Reagentien gegeniiber zur Trennung 
zu benutzen. Es zeigte sieh hierbei, class Milchss nicht wie 
die Bernsteinsgure, yon Silbernitrat geffillt wird. Es ist aber 
zu dieser Trennung nicht zu rathen, da Silbernitrat noch mit 
zahlreichen anderen Substanzen (Chloride, XanthinkSrper u. s. w.) 
einen Niederschlag giebt und die Feststellung der IdentitS~t des 
bernsteinsauren Silbers bei Verunreinigungen zu complicirt und 
nicht genau genug sein wfirde. 

Nachdem noeh andere Trennungsversuche sich als unbraueh- 
bar erwiesen hatten, wurde auf Anrathen des tterrn Prof. E. Sul- 
k o w s k i folgender Weg eingeschlagen. 

Archly f. pathoL Anat. Bd, ]37, Hf~,& 3 6  
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Die gleichzeitig ~.~ih'hshure u*ld Bernsteinsgtire enthaltende ~'l{issigkeit 
wurdo mit BIeiox~dhydrat auf dam Wasserbad zm" Troekne eingedampff, der 
gfiekstand znniiehst mit Wasser behandelt, weiehes das milehsaure Blei auf- 
nimmt, das bernsteinsanre Bid dagegen nieht 15st; der nun nooh bleibende 
Rtickstand win'de in Eisessig gelSst, die Lhsung mit 8ehwefelwasserstoff ant- 
blair, voin Sehwefelhlei abflltrir{ und eingedampfL Dies Verfahren erwies 
sieh als reeht brauehbar. 

Bei einer }flsehung yon= 
L j e  I0 ecru einer 2proeentigen w~issrigen Lhsung yon Bernsteins~ure 

(~--- 0,2 g) and Milehs~ure ( =  0,2 g) wurde wiedergefunden an Bernsteins~iure 
1) 0,160 g, 2) 0,168 g. 

H. Misehung yon je 10 ecru airier 2proeentigen wiissrigen Lhsung x'on 
Bernsteins~ture = 0,~ g nnd 25 ecru airier 4proeentigen Lhsung yon l~Iilch- 
s~iure = 1 g .  V~/iedergefunden 

Bernsteinsgnre 1) 0,156 g, 2) 0,180 g. 
IlL :Ylisehung yon je 10 ecru einer 2proeentigen w[issrigen Lhsung yon 

Bernsteins~iure ~--- 0~ g and 50ecru einer 20proeentigen Lhsung yon l~lilch- 
siiure = 10 g warden wiedergefunden 

Bernsteinsiiure 1) 0~150 g, 2) 0,157 g. 

Die Quanti t i i t  der wiedergefundenen Bernsteinsii.ure betrug 

zwischen 75 und 90 pot. der u r spd ing l i cben  S';iure und ist  os 

mhg]ich, mi t  Htilfe dieses Verfahrens geringe Mengen Berns te in-  

sgure bei Anwesenhe i t  grosser Mengen ~*Iilchsiiure zu flnden. 

Zum Nachweis der Bernsteinsi ture  in den no rma len  thie- 

r ischen Fl{issigkeiten wurde  demnach  fo]gendermaassen verfahren.  

Der wgssrige Anszug des fain zerhaekten Fleisehes (Organ) warde auf- 
gekocht und dureh Leinewand colirt; der Riickstand wurde unter der Presse 
yon jeder Flfissigkeit befreit nnd die Filtrate verdnigt. Nach sehwaeher 
knsi~uerung mit Essigs{iure warden dureh Kechen die Eiweissstoffe eoagulirt 
und das ]_qltrat zur Syrupdicke verdampft. Nun wurde mit Wasser gelhst, 
filtrirt und das Filtrat stark mit gCl angesiiuert. Die wiissrige Fliissigkeit 
warde wiederholt mit einem Oemiseh yon Aether and 90proeentigem Alkehol 
(10: I) im Sehtitteltriehter durchgesehfittdt. Die iitherisehen Ausztige war- 
den dutch Destillation vom Aether befreit, der R/iekstand in Wasser gelhst 
and in einer Perzellanseha]e mit 1--2 }Iesserspitzea Bteioxydhydrat gekoeht, 
auf dam Wasserbad zur Treekne verdampft und tier eehaltene R/ickstand mit 
heissem Wasser fibergossen. Das milehsaure Bld, welches hierbei in Lhsung 
ging, wurde abfiltrirt, der tibrig gehlieberte Rtiekstand mit Eisessig tiber- 
gossen~ erwgrmt nnd durch dasselbe Filter fiItrirt and mit Wassor naehge- 
wasehen. Die Flfissigkeit wurde dutch Sehwefelwasserstoff entbleit, yore 
Sehwefelblei abfiltrirt and das Filtrat zur Troekne verdampft. War der 
Pdiekstand nicht ganz rein, so wurde er mit einem Gemiseh yea absolutem 
Alkohol and Aether zu gleichen Theilen versetzt~ woria Bernsteinsgure leieht 
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lSslich ist. Dann win'de filtrirt mid zur Trocklle verdampft. War Bernstekt- 
s~ure vorhanden, so sehied sic sich krystallinisch aus. 

3. Naebweis der Bernste ins~ure  in F~uin i ssmisehungen .  

Beim Naehweis der Berns~eins~ure in den F/iulnissmisehungen 
sind die Schwierigkeiten der Isolirung der Bernsteins~ure ab- 
h~ingig von der Gegenwart der F&ulnissprodukte, namentlich der 
Fetts~iuren mit h5herem Molekulargewicht, sowie der Phenyl- 
essigs&ure und der Hydrozimmts&ure, mehr aber noeh der nieht 
flfiehtigen aromatisehen Oxys&uren und der Seatolcarbons~ure. 
F/Jr die vollst~indige Trennung yon den letzteren giebt es noeh 
keine Methode, doch sind sic bei kurzdauernder Fs nur in 
geringer Menge vorhanden. 

Bei vorliegenden Untersuehungen, bei d e n e n e s  sieh nur 
um kurzdauernde F~ulniss handelte, ffir gewShnlieh 2 4 - - 7 2  Stun- 
den, kam es demnaeh nur darauf an,  die Trennung der Bern- 
steinsi~ure von der Hydrozimmts~ure und der Phenylessigsiiure 
herbeizufiihren und so konnte das Verfahren, welches E. und 
H. S a l k o w s k i  1) fiir die Untersuehung der Eiweissfiiulniss im 
Ganzen angegeben haben, etwas vereinfaeht werden. 

In vorliegenden Versuehen ist bei den F~ulnissmisehungen 
im Wesentliehen folgendermaassen verfahren worden. 

Die gefaulte F1/issigkeit wurde zur gglfte eingedampft eventuell aus 
einem eisernen Versehlusstopf destillirt, weleher gestattete, das entweiehende 
Nethylmercaptan in einer 3proeentigen Quecksilberc?anidlSsung aufzufangen. 
Wgthrend des Eindampfens wurdo die Flfissigkeit dutch Zusatz yon Schwefel- 
sgure sehwach sauer gehalten, um die EiweisskSrper zu coaguliren. Nun 
wurde filtrirt und unter Zusatz yon Natriumcarbonat bis zur alkalisehen 
Reaction stark eingedampft und etwa mit dem 3faehen Volumen 90proeenti- 
gen Alkohols versetzt und naeh 24~Stunden filtrirt2). Das Filtrat wurde in 
einer Porzellansehale bis zur Syrupdieke eingedampft, der R/ickstand in 
Wasser ge]Sst und mit Sehwefels~ure odor Salzs~ure 3) angesS~uert. Darauf 
wurde filtrirt~ alas Filtrat im Schfitteltriehter mit einem Gemisch yon Aether 
und Alkohol (6:1) mehrere Male durehgeschfittelt~ der Aether abgehoben 
und abdestillirt. Der Destillationsrfiekstand wurde eingedampft. 

1) E. Salkowski~ Praetieum. S. 286--297. 
2) In 2 F~llen wurde die gefaulte Flfissigkeit stark eingedampft und direct 

mit dem dreifaehen Volumen Alkohol versetzt. Da diese Modification 
keine StSrung verursaeht, so ist sic der Einfachheit halber vorzuziehen. 

~) Bei vorliegenden Versuehen ist im Anfang Salzs~ure angewandt worden, 
sp~ter wurde zur Schwefelsgmre fibergegangen~ weil sieh beim u 

36* 
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Es zeigte sieh nun im Laufe der Versuche, dass, wenn vor 
der Ausschfittelung mit Aether der wiissrige Auszug nur  ganz 
schwaeh  angesi~uert wird, der grSsste Theil der Hydrozimmt- 
und Phenylessigs~ure in den Aether fibergeht, wg~hrend die 
Bernsteinsi~ure bis auf Spuren in der w~issrigen LSsung zurfick- 
bleibt und erst naeh sehr starkem Ans~ttern aus ihren Ver- 
bindungen in Freiheit gesetzt, von dem Aether anfgenommen 
wird. D i e s e T h a t s a e h e w u r d e z u r l e i e h t e r e n u n d s i e h e r e n  
G e w i n n u n g  der  Berns te ins~inre  benu tz t ,  indem die zu 
extrahirende F1/issigkeit Anfangs nur sehwach anges~uert and 
mit Aether ausgesehiittelt wurde (in diesen Auszfigen befanden 
sich die genannten S~iuren), dann stark anges~iuert and wieder 
mit Aether ausgeschfittelt wurde. In diese Aetherauszfige ging 
die Bernsteins~ure fiber. Da die Bernsteinsiiure nicht gleieh 
helm ersten AussehiitteIn vollst~indig in den Aether fibergeht, 
so muss mall mehrere Male extrahiren, mindestens so lunge, 
bis die 5~therisehe Flfissigkeit im Schfittel~riehter ganz klar und 
ungefih'bt erseheint; dampft man diesen ~ttherisehen Auszug in 
einer besonderen Schale ein, so kann man aus der Menge des 
erhaltenen Rfickstandes einen Schlnss ziehen, ob noeh eine wei- 
tere Extraction sich verlohnt. Mit 5 Extractionen naeh der 
starken Ansguerung bin ich in der Regel ausgekommen. Die 
nach der starken Ansgnerung erhaltenen Riieksffinde wurden in 
Wasser gelSst, vereinigt und mit Knoehenkohle bis zur Ent- 
Nrbung gekoeht. Von der Kohle wurde abfiltrirt und das Filtrat 
eingedampft. War der R/ickstand noeh etwas unrein, was fast 
immer noeh der Fall war, so wurde er auf eine Thonplatte 
gebraeht, auf weleher die Bernsteinsiiure rain zurfickblieb. Die 
so erhaltene Bernsteins~iure wurde bei 80 ~ 2 bis 3 Stunden 
getrocknet und gewogen. Der naeh sehwacher Ansguerung er- 

dunsten des Aetherauszuges Koehsalz in stSrender Weise ausschied. 
Die Entfernung des Kochsalzes wurde erzielt dutch wiederholte Ex- 
traction mit abso]utem Alkoho]. Abet auch die Verwendung der 
Sehwefels~ure hat ihre Schattenseiten. Es sehied sieh fast immer im 
Seh/itteltriehter beim Umsehfitteln mit Aether und Alkohol etwas 
sehwefelsaures Natron aus, das dureh Abgiessen oder Filtration zu 
entfernen ist. Da abet wenigstens naeh Ansguerung mit HsSO~ der 
gtherisehe Auszug frei ist yon anorganisehen Salzen, so ist Sehwefel- 
siiure vorzuziehen. 
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haltene Rfickstand wurde fiir s i ch  e b e n s o  oder nach dem 
Bleioxydhydratverfahren behandelt. Er enthielt abet stets nur 
Spuren yon Bernsteins~iure, wie aus den einzelnen Resultaten 
zu ersehen ist~ Spuren, welche, da das Verfahren doch nur ein 
ann~ihernd quantitatives ist, vernachl~issigt werden kSnnen. 

Diese zuletzt gesehilderte Methode wurde da nicht an- 
gewandt, w o e s  sich gleiehzeitig um Parallelversuche mit nor- 
malen thierisehen Flfissigkeiten handelte. Bei diesen wurde der 
~therisehe Rfickstand zur Trennung der Milchs~ure yon der 
Bernsteins~ure mit Bleioxydhydrat behandelt. Es sind dies 
s~mmtliche Versuche mit Thymus, Milz und Ascitesflfissigkeit~ 
sowie ein Theil der Versuche mit Rindfleisch. 

Im Anschluss an die ErSrterung der Methoden zur Isoliruug 
der Bernsteins~ure erscheint es nSthig, darfiber zu spreehen, was 
als Beweis fiir das Vorhandensein yon Bernsteins~ure gelten soll. 

E. S a l k o w s k i  fiihrt folgende Reaetioaen an~): 
1) Im GlfihrShrchen erhitzt, schmilzt die S~ure und sublimirt 

unter theilweisem Uebergang in Bernsteins~ureanhydrid. 
2) Beim Erhitzen auf dem Platinbleeh verflfissigt sie sich 

unter Bildung yon D~mpfen, welche ausserordentlich zum Husten 
reizen. 

3) u man die wS~ssrige LSsung mit neutralem Bleiacetat, 
so bleibt sie zun~chst klar, erwi~rmt man aber gelind und schiittelt 
die Misehung, so scheidet sieh Bleisuceinat als schwerer krystal- 
liniseher Niedersehlag aus. 

W o e s  irgend anging, namentlich, w o e s  sich um Consta- 
tirung der Reinheit der S~ure handelt, wurde der Schmelzpunkt 
bestimmt, der bei 180 o yon einigen, yon andereu bei 1830 
angegeben ist. 

D a a b e r  die Menge des erhaltenen endgfiltigen Riickstandes 
oft sehr  k le in  ist, so ist es in diesen Fi~llen gar nicht mSglich, 
die Reactionen 1 und 3, sowie die Schmelzbestimmung zu 
maehen. Hier ist man allein auf das Verhalten des Riickstandes 
auf dem Platinbleeh angewiesen. Der Reiz, den die Di~mpfe 
der Bernsteins~iure ausfiben, ist ein so starker, dass, wer diese 
Probe einmal gemacht hat~ durch dieselbe sofort die Bernstein- 
s~ure erkennen wird. Es ist daher ein positiver Ausfail dieser 

i) E. Salkowski~ Practicum der phys. u. path. Chemie. S. 303.~ 
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Probe unr Umstiindea schon fiir sich allein ffir dam Vorhanden.. 
sein yon Bernsteins'~i.ure genfigend. Man darf dabei nieh'~ tiber- 
sehen, dass der g-ang zur IsoIirung der S~iure gewissermaassen 
eine Reihe von Reaetionen darstellt. 

IL Die E n t s t e h u n g  der  B e r n s t e i n s g u r e  d u t c h  L e b e n s -  
v o r g g n g e  yon Mikroorga,  n i s m e n .  

Bet der Alkoholg~hrung zerlegt der ltefepilz den Zueker in 
der Riehtung des Entstehens yon Bernsteinsiiure. Die Consta, nz 
dieser Zerlegung, welche yon P a s t e u r  I~aehgewiesen ist, bleibt 
nnter den versehiedensten Bedingungen bestehen, so dass sie 
ohne jeden Zweifet der Wirkung des Hefepilzes allein zuge- 
sehrieben werden darf. Ebenfalls schein{ don Fiiulnissbakterien 
die Fiihigkeit eigen zu sein, Bernsteinsgure zu bilden. E~ und 
H. S a l k o w s k i  waren die ersten, welehe naehwiesen, dass bet 
der Eiweissf/iulniss Bernsteinsgure constant entstehe. In dieser 
Richtung sind aueh zu verwerthen die Befunde von Mar ie  
E k u n i n a l ) ,  welche bet der Leberf~ulniss, und E. Brieger~) ,  
der im jauehigen Eiter Bernsteinsiiure fend. Ebenso wurden 
aueh in don Versuehen yon E. und I-I. S e d k o w s k i ,  in welehen 
Fibrin tier Fiiulniss unterworfen wurde, stets reiehlieh Bernstein- 
si~ure erhalten, jedoeh sind die niiheren Angaben hieriiber noch 
nieht verSffentlieht. 

gbenfalls auf Rechnung der bakteriellen Zersetzung in der 
Richtung der Entstehung yon Bernsteinsiiure sind die wetter 
tmten angegebenen Befunde zu setzen. Ich babe in Culturen yon 
F/iulnissbakterien Bernsteinsiiure gefunden. 

Die F~ulnissbakterien waren so gewonnen, dass 10 g gehacktes Rind- 
fleiseh mit 100 ccm Wasser und 2 ecru Natriumcarbonat a) 48 Stnnden im 
Wiirmeschrank stehen gelassen wurden. Dann wurde mit einer ausgegl/ihton 
Platinnadel eine faulige Fleisehfloeke in eine PeptonlSsung gebracht~ die aus 
10 g Pepton~ 400 ecru Wasser und .9 cem concentrirte Natriumcarbonatl5sung 
hergestoll~ war. Die Peptonlgsung wurde mit Watte verschlossen 48 Stunde~ 
im W~irmeschrank, dessen Temperatur constant 39--410 betrug, stehen ge- 
lassen und dann, stark faulig riechend, untersucht. Die Menge der gefunde- 
non Bernsteinsgure konnte wegen stattgefundener Verluste derselben nieht 

~) Journal f/ir praktische Chemie. 2I. 479. 
~) Zeitsehr. Nr physiol. Chorale. 5. 366--369. 
~) E. Salkowski, Praeticum. S. 291. 
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festgestellt werden. Ihre Identitil.t wurde nachgewiesen dutch die D~mpfe 
und die tteactioa mit neutralem Bleiacetat. Die Menge war nut gering und 
betrug hSchstens einige Oentigramm. 

Auch in den Culturen anderer Mikroorganismen ist Bern- 
steinsi~ure gefunden worden. So fund sie Kunz  ~) in den Culturen 
des Bacillus strumitis Tavel und des Spirillum cholerae asiaticae; 
F i t z  bei der G~hrung des Mannits dutch Schizomyceten, wie 
bereits im ersten Theil erwi~hnt. T a t e  ~) zfiehtete aus reifen 
Birnen, wie welter unten genauer berichtet wird, ein Gemisch 
yon St~behen und Kokken, die aus Traubenzucker und Mannit 
sehr betri~chtliehe Mengen Bernsteins~ure bildeten. 

Hierher gehSren auch einige Beobachtungen, welche ich fiber 
die Bildung der Bernsteins~ure aus Milch dureh bakterielle Ein- 
wirkung gemacht habe. 

Ich fund in einer Milch3), welehe etwa 2�89 Monate im Labo- 
ratorium sich selbst fiberlassen uud vollkommen verk~st war, 
0,378 g Bernsteins~ure. Die Quantit~t der verarbeiteten Milch 
betrug ursprfinglich etwa 500 ccm. Ausserdem wurden noch 
Leucin und fifichtige Fetts~uren gefunden, dagegen keine Milch- 
s~iure. 

Nach diesem Befunde war es klar, dass die Bildung der 
Bernsteins~iure nur durch bakterische Prozesse vor sieh gegangen 
sein konnte, und dass die Bernsteins~ure bildenden specifischen 
Mikroorganismen in dieser Milch enthalten sein mussten, b/ach 
diesen Mikroorganismen wurde nun gefahndet. 

Es wurden 30ehsen aus der verki~sten Milch in ein RShrchen, welches 
verflfissigte Gelatine enthielt, fibergeimpft, aus diesem 20ehsen in eln zweites 
ebensolehes GelatinerShrchen. Diese beiden •Shrchen wurden auf Platten 
ausgegossen. Die erste Platte war naeh 48 Stunden bereits ~erfliissigt und 
in Folge dessen unbrauehhar. Die zweite wurde mit 25faeher Vergr6sserung 
untersucht. Es hatten sieh besonders 2 Arten entwickelt: 

1) diffuse Colonien, 
2) runde Colonien. 

Von jeder dieser Arten wurde ein Theil mittelst einer Platinnadel auf 
Gelatine iibertragen. 

~) Baumgarten 's  Jahresberichte. 1888. 
9") s. S. 563. 
~) Der verkfiste Rilckstand der Milch wurde mit 1~-Liter Wasser ex- 

trahirt uud dann nach der Methode verfahren, wie sic oben ffir faulige 
Flfissigkeiten angegebeu ist. 
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Beide wachsen sehr rasch in die Tiefe, weniger schnell in die Breite; 
nach 48 Stunden begann bereits die Verflfissigung der Gelatine; bei der 
runden Art etwas schneller, als be ider  diffusen. Nach wenigeu Tagen butte 
die diffuse Art l~ngs der Glaswand der verflfissigten Gelatine ein Hfi~utchen 
gebildet; die runde Art dagegen nieht. Deckglaspr~parate liessen die diffuse 
Art als mi~chtige St~ibchen erkennen, gleiehend Oidium lactis, nur dadurch 
verschiedon, dass Oidium lactis alkalisch reagirende Gelatine nicht ver- 
flfissigt~). Alierdings hatte ich die diffuse Art nicht in Reincultur erhalten, 
sondern es fanden sieh einige St~bchen und namentlich Kokken vor, so dass 
es trotz der Verflfssigung der Gelatine sehr wahrseheinlich ist, dass ich 
Oidium lactis erhalten habe. Die runden Colonien aufDeckglas unfersucht, 
erwiesen sich, mit Methylviolett gef~rbt, als kurze St~i;behen. Hier hatte ich 
anseheinend eine Reincultur erhalten. 

N a c h d e m  dies fiber Aussehen  und W a c h s t h u m  der  beiden 

Mikrobenar ten  fes tges te l l t  war ,  wurde  untersucht ,  ob einer  yon 

beiden oder  beide als B e r n s t e i n s ~ a r e  b i l d e n d e  M i k r o b e n  

anzusehen  waren.  

I. Ver such .  
Vonder  diffusen Art (Oidium lactis?) wurden 40ehsen aus der Gelatine 

auf 500 ccm vorher sterilisirte frisehe Milch fibertragen. Die Flasche, welche 
die Milch enthielt, wurde mit Watte verschlossen und bei 26--300 stehen 
gelassen. Naeh 20 Stunden war die Milch bereits eoagulirt, nach einigen 
Tagen zeigten sich fettartige Hiiutchen anf der Milch. Nach 10 Tagen wurde ' 
die Verarbeitung ~) begonnen. Die Reaction der Milch war nunmehr stark 
sauer. Ihr Geruch erinnerte an Parmesank~se. Beider  Untersuehung zeigte 
es sicb, dass ein grosser Theil yon Milchzucker neeh nicht zersetzt war. Es 
wurden sehr grosse Mengen yon Milehsi~ure im iitherischen Rfickstand ge- 
funden. Nun wurde versucht durch Behandlung mit Bleioxydhydrat eventuell 
vorhandene Bernsteins~ure aufzufinden. Naeh dem Verdampfen der entbleiten 
Fliissigkeit zeigte sich ein minimaler krystallinischer l~dekstand, der die 
Hustenreaetion gab. 

Es waren also n u r  g e r i n g e  S p u r e n  yon Berns te ins~ure  

gefunden worden.  

I[. Versueh .  
500 ccm sterilisirte frisehe Milch in gleieher Weise wie L mit der run- 

den Art (kurze Sti~bchen) geimpft. Nach 20 Stunden war die Milch coagu- 
lift. Es zeigte sieh k e i n e  tt~utchenbi]dung. Nach 10 Tagen wurde die 
Untersuchung begonnen. Die Flfissigkeit reagirte stark sauer und erinnerte 
ihr Geruch an Parmesank~se. Es ~wurden noeh sehr betr~chtliche Mengen 
Milehzucker gefunden. Bei der Untersuehung erhielt ieh Spuren yon Milch- 
shure und an Bernsteins~iure O,13S g. Der Sehmelzpunkt derselben lag bei 181% 

J) Gf in the r ,  Einffihrung in das Studium der Bakteriologie. S. 354. 
~) Methode der gefaulten Flfissigkeiten. 
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Wenn man bedenkt, dass die zur Untersuchung gelangte 
Milch etwa 20 g Milehzueker und 25 g Eiweissstoffe enthielt, 
yon denen sichtlich nur der kleinere Theil zer]egt war, so muss 
die Menge der gefundenen Bernsteinsi~ure eine verh~]tnissm~ssig 
grosse genannt werden, so dass wohl behauptet werden daft, 
dass die k le inen Sti~bchen, welehe  auf  der P l a t t e  die 
runden Colonien bi lden,  die spec i f i sehen Berns te in-  
sgureb i ldne r  in der Milch sind. Obsie mit den von Tate  
in reifen Birnen gefundenen identisch sind, kann natiirlich ohne 
Weiteres nicht entschieden werden. Um zu controliren, ob die 
zur Untersuchung gelangende Milch nicht vielleicht beim Ueber- 
impfen der runden Art verunreinigt dutch andere Bakterien- 
arten war, wurde, ehe die Untersuchung begonnen wurde, eine 
Oehse aus der Milch auf Gelatine iibertragen. Diese Gelatine 
verflfissigte sieh jetzt nut sehr langsam und das Wachsthum 
war gleiehfalls ein sehr schwaches. Deckglaspriiparate aus der 
Gelatine nach 4 Tagen angefertigt, liessen aber Reincultur yon 
kurzen Stii~bchen erkennen. Dass die Gelatine jetzt sehr viel 
langsamer verfiiissigt wurde und ihr Wachsthum nur sehr schwach 
war, hat entschieden seinen Grund darin, class durch die in 
der Milch gebildete, nicht gebundene S~ure die Lebensfiihigkeit 
dieser Bacillen abgeschw~cht wurde. 

III. Kommt Bernste ins i iure  als P roduk t  des Stoff- 
wechsels  der W i r b e l t h i e r e  vet? 

Nach diesen Angaben, welche darthun, dass die Bernstein- 
s~iure dutch die Thi~tigkeit der Bakterien gebildet wird, nament- 
lich dutch solche Mikroben, welche post mortem den thierischen 
"0rganismus in Angriff nehmen, kann die MSglichkeit nicht ohne 
Weiteres yon der Hand gewiesen werden, dass die Bernstein- 
s/im'e in j edem Fal l ,  in welchem man sic in den 0rganeu 
gefunden hat, ihre En t s t ehung  der Thg t igke i t  der Bak- 
te r ien  verdankt .  Es handelte sieh also datum, festzustellen, 
ob sie, wie Gorup-Besanezl )  behauptet, in der Milz des 
Rindes, der Thymus und Thyreoidea des Kalbes normaler Weise 
vorkgme oder ob der Verdacht postmortaler Bildung gerechtfertigt 
sei. Bei der Pr~ifung dieser Frage konnte die Untersuchung 

1) Annalen der Chemic und Pharmacie. XCVIII. S. 28. 
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niohz aaf  die yon O o r ~ l p - B e s a l ~ a z  angef~ihrte~ Organe b~schr~,uk~ 
bleibe~l, sondern es mussten,  da die c~daver~se Bi idung der  

Berns te insgure  in Betraeh~ k a m ,  auch andere  e iweissha l t ige  

thier isehe F1/issigkeiten untersueht  werden.  Es wurden  zu d iesem 

Zweck der bequemeren  Beschaffung wegen haupts~ehl ich Ver-  

suehe mig Rind- und Pferdefleisch und des besonderen In teresses  

ha lber  mi t  Asdtesf l f i ss igkei t  vo rgenommen .  

I. V e r s u e h e  mit  g i n d f l e i s e h .  

I~indfleisch~ so wie es vom Sehliichter eingekauft war, win'de gehaekt, 
ein Theil a sofort auf Bernsteinsiiure ,zerarbeitet, ein Theil b mit Wasser 
(und Na~COa-Lgsung) angerfihrt in den W~irmesehrank gestellt, and die 
Temperatur constant auf 39--41 ~ gehalten~). 

1. a) 100 g mit 400 ecru Wasser versetzt, wurde, wie es ffir normale 
thierisehe Flfissigkeiten oben angegeben ist, behandelt. I)er iitherisehe Rfiek- 
stand, an dem eine Krystallisation direct nieht wahrnehmbar war, wurde 
ohne ~orherige Behandlung mit Bleioxydhydrat auf eine Thonplatte gebraeht. 
Der nunmehr bMbende Rfiekstand eharakterisirte sieh dutch seinen Sehmelz- 
punkt yon 49 o nnd seine sonstigen Eigensehaften als Fettsiiuregemiseh. 

b) 100 g mit 400 ecru Wasser und 20 ecru Natriumearbonat (aus Ver- 
sehen statt mit 10 eem) versetzt. Naeh 24stfindiger Ffmlniss verarbeiteto Die 
Flfissigkeit roeh noeh nieht stark faulig. Der g/iekstand enthielt viel Fett- 
s~uren. Sehmelzpunkt derselben 54 ~ grhitzt g iebt er keine Hustenreaetion. 

2. a) 100 g mit 400 eem Wasser versetzt. Der iitherisehe g/iekstand 
liisst keine Bernsteinsiiure erkennen. Sehmelzpunkt 52o. 

b) 100 g mit 400 ecru H~O nnd I0 eem Na,~CO3-LSsung versetzt, naeh 
9,:~st/indiger F~ulniss, stark faulig rieehend, untersueht. 

Der geringe iitherisehe Rfiekstand zeigt Krysfallisation und giebt auf 
dem Platinbleeh erhitzt die Hustenreaetion. Also Spuren yen Bernsteinsiiure. 

In den folgenden Versuehen  wurden  die ~ther ischen Rfick- 

st~inde mi t  B le ioxydhydra t ,  wie oben angegeben,  behande l t .  

3. a) 100 g mit 400 eem I=I20 versetzt. Der geringe Rfiekstand hatte 
eine sehmierige Besehaffenheit und unbestimmte Censistenz. Er liess keine 
Bernsteinsiiure erkennen. 

b) 100 g Rindfleiseh wnrden mit 400 ecru Wasser und 10 ecru Natrium- 
earbonat versetzt und in den Wiirmesehrank zur Fgulniss geste!lt. Dert 
blieben sie 9,5 Stunden und wurden dann in Arbeit genommen. Der ~ithe- 
risehe g/iekstand gab die ltustenreaetion. Naeh der weiteren Behandlung 
desselben mit Bleioxydbydrat u. s. w. wurde ein krystal]iniseher g/iekstand 

~-) Bei diesen Versuehen war noeh nieht auf den Grad der Ans~uerung 
vet dem Aussehfitteln der Bernsteins~ure mittelst Aethers geaehtet 
worden. 
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erhalten, der alle Reactionen auf Bernsteinsfiure zeigte und /lessen Schmelz- 
punkt 1760 war. 

Die Mange des in diesem Falle gefundenen gfickstandes war der Sch~itzung 
nach grSsser als die bei 2b) gefundene Quantit~t. 

4. 50 g Liebig's Fleischextract wurden wie 3. behandelt. Schmieriger, 
zum Theft krystallinischer Rfickstand, in welchem sich keine Bernsteinsfiure 
nachweisen liess. 

5. 500 g Rindfleiseh wurden sofort naeh dem Einkauf in Arbeit ge- 
nommen. Es blieb ein geringer sehmieriger gfickstand. Bernsteins~ure 
konnte darin nieht nachgewiesen werden. 

6. In 150 g Cibil's Fleischextract liess sich cbenfalls keine Bernstein- 
s~ure finden. 

~. Versuche an Rindermilzen. 

Etwa 4~8 Stunden, naehdem die Tbiere getSdtet waren, wurden van 
5 Pfund Rindermilzen je 500 und 600 g .~erarbeitet. Der Rest wurde auf 
Eis im Eisschrank aufbewahrt. 

A. 500 g van den safari verarbeiteten Milzen ergaben, nach oben an- 
gegebener Methode behandelt~ nach mehrfacher Umkrystallisation, abwechselnd 
mit Waster und einer Mischung van absolutem Alkohol und Aether zu 
gleichen Theilen folgendes Resultat. Es wurden wenige kleine gelblich ge- 
f~rbte Krystalle erhalten, die auf dem Platinbleah erhitzt die Hustenreaetion 
gaben 1). 

B. 600 g wie A. behandelt, ebenfalls sogleich verarbeitet. Es wurde 
ein minimaler, gelbliah gef~rbter Rfickstand erhalten, dessen Di~mpfe beim 
Einathmen kratzten, abet keinen Hustenreiz ausfibten. Zu weiteren Reactio- 
nen reichte der Rfickstand nicht aus. 

C. 520 g, welehe 7 Tage auf Eis gelegen batten, wurden wie A. ver- 
arbeitet. 

Ein geringer krystallinischer Riickstand zeigte sich, dessen Identit~t mit 
Bernsteins~iure dureh die Hustenprobe, sowie dutch sein charakteristisehes 
Verhalten zu neutralem Bleiaeetat naehgewiesen wurde. Der Schmelzpunkt 
dieses Rfickstandes betrug 163 ~ Nach der Extraction des w~ssrigen Rfiek- 
standes mit Alkohol bildeten sieh beim Eindampfen dieser LSsung auf der- 
selben kleine H~iutehen; dieselben liessen mikroskopisch untersucht L eu cin 
erkennen. Diese [l~utchen sind bei den nieht gefaulten Milzen nicht beob- 
achtet warden. 

D. 660 g, nach 7t~gigem Aufbewahren auf Eis nach Analogie van A. 
behandelt, lassen ebenfalls Leucin und B'ernsteins~ure erkennen. 

3. V e r s u c h e  mi t  A s c i t e s f l f i s s i g k e i t .  

1. 500 g wurden 24 Stunden naeh der Punction verarbeitet nach dem 
oben angegebenen u Es win-de ein krystallinischer Rfickstand ge- 

~) Die gelbliche Farbe rfihrte ~r einer kleinen Qnantiti~t Salpeters~iure 
her, dutch die das Bleioxydpr~parat verunreinigt war. 
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funden~ der zum grSssten Theil aus anorganischen Salzen bestaad. Bern~ 
steins~ure war nicht nachweisbar. 

2. 500 ccm derselben Flfissigkeit naeh 5tiigigem $tehen im Laboratorinm, 
fau]ig riechend~ verarbeitet. Es wurden Spuren yon 13ernsteins~ure gefundem 
Dieselbe konate nut dureh die Hustenprobe erkannt werden. 

3. 100 ccm einer frischer~ Leiche entnommen, sofort untersucht. Keiao 
Bernsteins~ure naehweisbar. 

4. 500 ccm yon derselben Fl/issigkeit sofort untersucht~ keine Bern- 
steins~ure naehweisbar. 

5. 250 ecru yon derselben FKissigkeit naoh 4~igigem Stehen ira Labo- 
ratodum untersucht~ stark faulig rieehend. Spuren yon Bernsteins~ure. 

4. V e r s u c h e  m i t  T h y m u s � 9  

1. 340 g wurden gIeich nach dem Einkauf rein zerhackt, mit 50 cem 
Wasser versetzt uud bet 500 digerirt. Dean wurde colirt und mit Essigs~ure 
angesiiuert. I)uroh Erhitzen wurden die Eiweissstoffe, welche eine h e l l -  
r o sa  F ~ i r b u n g  zeigten, coagulirt und dana weiter~ wie oben angegeben~ 
verfahren. Es konnte k e i n e  t~ernsteins~ure nachgewiesen werdea. 

% 430 g Thymus ebenso behande]t~ ]assert k e i n e  Bernsteias~ure fin- 
den. In diesem Falle fehlte die Rosaf~irbung der Eiweissstoffe. 

5. V e r s u e h e  m i t  P f e r d e f l e i s e h .  

I. a) b00 g gleich naeh dem Einkauf gehackt and mit ~ Liter Leitnngs- 
wasser und etwas Chloroform versetzt. Dies wurde im W~rmesehrauk bet 
39--41o 48 Stunden stehen gelassen and dann untersueht. Es war in dem 
schmierigen giickstand keine Bernsteins~ure nachzuweisen. 

b) 500 g desselben Fleisches mit 2 Liter Wasser and 30 ccm Natrium- 
carbonat versetzt~ nach 48sttindiger F~iulniss untersacht. 

Es wurde ein sehmieriger ~itheriseher Rtickstand erhalten~ der Hydro- 
zimmtsiiure nnd Phenylessigs~ure, jedoeh keine Bernsteins~ure erkennen liess. 
Daran~ dass keine Bernsteins~ure gefunden wurde, mSgen zwei Umstiinde 
Schuld haben: erstens der zu grosse Alka]izusatz, der, wenn er zu reichlieh 
wird~ wie wetter unten erSrtert werden wird~ die Bernsteins'~urehildung zn 
hemmen scheint; zweitens ist vielleicht der w~ssrige Auszug vor seiner Aus- 
schfittelung mlt Aether zu schwaeb anges~uert gewesen~ eine Vermuthung~ 
die sich leider nicht mehr controlireu liess~ als diese M5gliehkeit bet einem 
sp~teren Versuche festgestellr wurde, da die betreffende Flfissigkeit sehon 
fortgegossen war. 

2. 500 g nach 48 stfiadiger F~iulniss zur Contrele yon 1 b) untersucht. 
Es sollte bier geprfift werden, ob der grosse Alkalizusatz an dem negativen 
!~esultate yon 1 b) Schuld set. Zu diesem Zweck wurde des gehackte Fleiseh, 
ehe es faulen gelassen wurde~ mit 2 Liter Wasser uad r~ur 15 ecru N a t r i u m -  
c a r b o n a t  "r eta Alkalizusatz, wie er frfiher yon E. S a l k o w s k i  zur 
Gewinnung der Bernsteins~ure aus Pferdefleiseh angewandt war. Bet diesem 
Versuch wurden zuerst in dem ~itherischen Rfickstand nur Spuren yon Bern- 
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steins~iure gefunden. Der iitherische Rfickstand welter behandelt nach 
E. Salkowski 's  Practicum S. 289 ergab 0,017 g Bernsteins~ure. Bei noch- 
maliger Prfifung der w~ssrigen LSsung, welche zum Aussehfitteln mit Aether 
benutzt war, ergab sich, dass dieselbe nut sehwach sauer war. Es lag 
nun die MSglichkeit vet, dass vlelleicht der grSsste Theft der Bernsteins~ure, 
der haupts~ehlieh als Natriumsalz in der LSsung sieh befand, noch nicht 
aus seiner Verbindung befreit war. Diese Vermuthung wurde nunmehr dureh 
starke Ans~.uerung der wfissrigen LSsung geprfift. Die L6sung wurde dann 
mit Aether in der oben angegebenen Weise ausgeschfittelt. Beim Eindampfen 
des ~therischen R/ickstandes ers tarr te  derselbe nunmehr  krys ta l l i -  
nisch. Die KrystaIle wurden durch Behandlung mit Kohle in wi~ssriger 
LSsung, Eindampfen, Absaugen der Krysta]le aufThonplatten, wie oben an- 
gegeben, gereinigt und gewogen. Es wurde gefunden 1,933 g! Husten-  
probe~ Reac t ion  mit neutralem Bleiaceta t  und Schmelzpunk t  
178 o l iessen erkennen,  da s se s  s ichum Berns te ins~urehande l t e .  

3. 500 g zu gleicher Zeit und ebenso wie 2. behandelt, gleichfalls zur 
Priifung yon 1 b) angestellt. Der ~therische Rfickstand naeh schwacher An- 
s~uerung enthfilt 0~014 g Bernsteins~ure. Nach starker Ans~uerung 1,9975 g 
Bernsteins~.ure. Berechnet man, wie viel Bernsteins~ure sich in diesen ben 
den F~]len aus dem Eiweiss gebihtet, so ergeben sich fast 9pCt. des 
t roekenen  Eiweiss. 

Diese Versuehe unterstfitzen die Angabe G o r u p - B e s a n e z ' ,  
dass die Bernsteinsi~ure ein Produkt des normalen Stoffwechsels 
sei, in  k e i n e r  W e i s e .  Es ist zwar auch hier einmal in der 
normalen Milz eine Spur Bernsteins~ure gefunden worden, doch 
ist es sehr wahrscheinlich, dass dieses blutreiche, sehr sehuell 
in Fiiulniss iibergehende Organ, nicht mehr frisch genug zur 
Verarbeitung gelangte. Bedeukt man nun feruer, mit welehen 
Massen G o r u p - B e s a n e z  arbeitete - -  163 Stiick Thymusdr[isen 
veto Kalb und nicht unter 10 Pfund Rindermilzen auf einmal - - ,  
so ist in diesen Fs gewiss nicht anzunehmen, dass die 
Organe in frisehem Zustand zur Verarbeitung gelangten. Es 
muss auch nach den oben angefiihrten Versuchen als feststehend 
gelten, dass d ie  B e r n s t e i n s ~ u r e  e in  c a d a v e r S s e s  P r o d u k t  
i s t  und es hindert uns nichts, anzunehmen, dass fiberall da, 
we sie in thierischen Organen gefunden wurde, dieser Befund 
gleichfalls einer postmortalen Eiuwirkung zuzusehreiben ist. 
Wenn G o r u p - B e s a n e z  ferner die Frische seiner Organe da- 
durch nachzuweisen sucht, dass er nut in der Milz~ Thymus 
und Thyreoidea, sonst abet in keinem auderen Organ, obwohl 
dieselben in analogem Zus~ande zur Uutersuehung kamen, Bern- 
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stsins~ure gefunden hubs, so muss daraaf ~rwidert werden, wis 
spgtsr noeh genausr dargelegt werdsn wird, dass es nieh~ bles 
yon der Intensititt der F/iulniss abh~ngt, ob ksine Berusteinss 
oder bis zu 2 pet. tier trockensn Eiweisssubstanz gsbildet wird. 
Es kSnnen bsgleitends Umstiinde dahin wirkeu, class in einem 
Falls sins gerings und kurzs Einwirkung yon F/iulnisserregern 
Msngen disser Sgurs hsrvorbring~, welehe im anderen Falls erst 
naeh liingsrsr Frist zur Entstshung gelangen kSnnen odsr vislleieht 
/iberhaupt nicht. 

IV. Aus wslehen Stoffen bi ldet  sieh die Berns ts ins i~urs  
bei der bak t e r i t i s ehen  Zerse tzung? 

Bei der Entstehung der Bernsteinsi~ure unter dem Einflusse 
yon Bakterien ist es yon Interesse, das Material, aus welehem 
dieselbe sieh zu bilden pflegt, einer Betraehtung zu unterziehen 
und dis Bedingungen und Mengenverh'S&nisse hierbei zu beob- 
aehten. 

1. Bildung yon Bernsteins'~ure aus Koh[ehydratem 

Bei der Alkoholg~ihrung stsllt der Zucker (Traubenzueker~ 
Frueht-, Rohr-, Milehzucker) das Material fiir die Entstehung 
der Bernsteinsfiure dar und dis Untersuchungen yon Pas t eu r  
haben gezeigt~ dass die langsame G~;hrung, welehe sieh fiber 
Woeben hinzieht, ihre Entstehung am meisten beg/instigt. Dis 
Menge der gebildeten Sgure betdigt dabei unter den versehie- 
dsnsten Verhiiltnissen 0,5--0,7 pCt. veto Gewishg des vergohrenen 
Zuckers. Pas teur  hat dabei folgends wiehtigen Beobaehtungen 
gsmaeht. Je l:~inger die G~ihrung dauert, je erschSpfter und ~Iter 
dis ttefs ist und js gsringer dis Niihrmitte] sind, welehe ihr 
Waehsthum bsgtinstigsn, desto mehr Bernsteins/ture und Glycerin 
und desto weniger Alkohol bildet sish. Aueh dis Reaction der 
vorgohrensn Fliissigksit zeigt an, wie die Vergghrung in Bszug 
auf die Bildung yon Bernsteins~ure und Glycerin verlaufen ist. 
Reagirt dis Fliissigkeit sauer, so ist sic ungfinstig verlaufsn, 
rsagirt sic neutral, sehr giinstig. Saute Reaction zeig~ hfiufig 
dis Gsgsnwart yon Milchsgurs an, deren Entstshung dis Hers 
ungfiustig zu beeinfiusssn seheint in Bezug auf dis Bi]dung der 
Bsrnstsinsiiure. Welches der Grund dieser Erscheinungen ist, 
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hat P a s t e u r  nicht ermitteln kSnnen. Als Material fiir die 
alkoholische Zuekerg~hrung eignen sich alle Zuckerarten, doch 
liefert nach Pas t eu r  Milchzucker die besten Resultate. 

Die Hefezellen sind aber nicht die einzigen Mikroorganismen, 
welche aus Kohlehydraten unter anderen Produkten Bernstein- 
sgure zu bilden vermSgen. Die Beobachtung yon Fitz ist sehen 
oben erw~ihnt. F erner ist auch das Gemisch yon Bakterien, 
welehe bei der Eiweissf/iulniss thgtig sind, im Stande, aus Kohle- 
hydraten Bernsteins~iure zu produciren, ttierffir kann ich zu- 
n~chst einen yon E. Sa lkowski  friiher angestellten, nieht ver- 
5ffentlichten Versuch anfiihren. 200 g Amylum wurden mit 
3 Liter Wasser iibergossen, in die Mischung einige Flocken 
faulenden Fleisehes eingetragen, gut durchgerfihrt und bei etwa 
40 o stehen gelassen. Die Mischung nahm bald saure Reaction 
an, welche yon Zeit zu Zeit dureh NatriumcarbonatlSsung be- 
seitigt wurde, so class die Mischung immer schwach alkalisch 
war. Nach 2 Monaten wurde die Mischung ganz so wie die 
F~iulnissgemische aus Fleisch verarbeitet. Nur zum Schluss war 
das Verfahren etwas anders. Die entstandenen S~uren waren, 
wie gewShnlieh, in den Aether iibergefiihrt, der Aether abdestillirt. 
Aus dem beim Verdunsten des Aethers zuriickbleibenden 51- 
fSrmigen Riickstand wurden die reichlieh vorhandenen fliichtigen 
Fetts/iuren durch Destillation im Wasserdampfstrom entfernt, 
der dann bleibende Rfiekstand in Wasser gelSst und filtrirt, die 
LSsung mit basischem Bleiacetatgef'~llt, der Niederschlag abfiltrirt, 
ausgewaschen, in Essigs~ure gelSst, die LSsung durch Einleiten 
yon H~S entbleit, yore Schwefelblei abfihrirt, das Filtrat zur 
Krystallisation eingedampft, die Krystalle dann auf einer Thou- 
platte abgesogen. Es wurden so 0,2 g vSllig reine Bernstein- 
s~ure yore Schmehpunkt 183 ~ erhalten. Natfirlich ist diese 
Zahl nur eine Minimalzahl, da bei der Darstellung und Reinigung 
der Bernsteins~ure erhebliche Quantit/iten verloren gegangen sein 
miissen. 

Sodann hat in neuerer Zeit Tare ~) aus reifen Birnen Mikro- 
organismen gezfichtet, nach tier Beschreibung aus ,,St~bchen 
und Kokken" bestehend, welehe aus Traubenzucker und Mannit 

1) Ber. d. deutseh, chem. Ges. XXVI.  Referatband S. 87S. Referat aus 
Journal of the Chem. Soc. 1893. p. 1263. 
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linksdrehende Milchs/iure, daneben Alkohol and Bernsteins'gure 
erzeugen. Aus je 9 Mol. Traubenzueker bildeten sich bei tier 
bakteriellen Zersetzung 2 Mol. Alkohol, 1 Mol. Bernsteins~iure 
und 7 - - 8  Mol. linksdrehende Milehs~ure, neben kleinen Mengen 
Essigs~iure and Ameiseus~iure. Da das Molekulargewicht des 
Traubenzuckers 180, alas der BernsteinsS~ure 118 is~, so haben 
1620 Theile Traubenzucker 118 Bernsteins~are geIiefert. Der 
Traubenzueker hat  also 7,2 pCt. seines Gewichtes an Bernstein- 
s~iure geliefert, woh| die gr5sste Quantitgt, welehe je aus Kohle- 
hydraten erhalten worden ist. Ieh selbst habe folgenden Versuch 
mit Rohrzueker angestellt. 

2OOg Rohrzueker  wurden mit 8 Liter Wasser fibergossen, in die 
Misehung einige Floeken faulenden Fleisehes eingetragen, mit 10 eem Natrium- 
earbonat versetzt und gut durehgerfihrt; die Flfissigkeit wurde bei 40 o stehen 
gelassen. Die Fl~iss~gkeit wurde bald sauer und zeigte ButtersS.uregeruch~ so 
dass sie yon Zeit zu Zeit immer wieder yon Neuem mit je lO ecru Natrium- 
earbonat alkalisirt werden musste. Es wurden 21o ecru Natriumearbonat im 
Laufe der Zeit hinzugef/igt. Es hatten sieh also, da 10 eem gelSstes Na2CO3 
ungefiihr 1~6 g reines Na~CO~ enthielten, etwa 50 g Sgure gebildet, l)er Veto 
such wurde am 13. Januar begonnen und am 21. Februar abgesehlossen, ob- 
wohl ein grosset Theil des Zuckers noeh nieht zerlegt war. Es wurden ge- 
funden Essigs~iure~ /vlilehs~ure und Bernsteins~ure. Die beiden letzteren in 
nieht unerhebliehen gengen. 

2o Bi ldung der Berns te ins~ure  aus Eiweiss.  

Es is~ als zweifellos anzusehen, dass auch dutch Zersetzung 
yon Eiweiss Bernsteins~iure entstehen kann. Zwar kSnate man 
meinen, dass die Versuehe an Fleiseh allein nicht ganz bewei- 
send seien wegen des Gehaltes desselben an Kohlehydraten, 
jedoch ist der Oehalt an Kohlehydraten Nr die unter Umstgnden 
sehr grosse Ausbeute an Bernsteinsgure viel zu gering und ausser- 
dem ist sie aueh im jauehigen Eiter, bei tier Fibrinf~iulniss und 
in faulender Ascitesfl~ssigkeit gefunden worden, wo dieser Einwand 
fortfgllt. Die Menge der gebildeten Sgure is(~ natfirlieh abhgngig 
yon dan Bedingnngen, unter welehen ihre Bildung stattfindet. 
Von grossem Einfluss auf die Quantit/it der bei der F/iulniss ge- 
bildeten Bernsteinsgure ist der Alkaleseenzgrad der Misehungen. 

Dies beweisen die folgenden Versuehe. 
1. 250 g Pferdefleiseh wurden gehaekt~ mit 1 Liter Wasser und 7-} ecru 

N%CO~ versetzt~ dann bei eonstanter Temperatur yon 39--4l 0 48 Stunden 
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stehen gelassen und naeh dem Verfahren, wie es oben fllr F~ulnissflfisslg- 
keiten angegeben ist, untersucht. Es wurde gefunden an B e r n s t e i n s ~ u r e  
1,028 g. 

2. 250 g yon demselben Pferdefleisch ebenso behandelt~ und mit 30 cam 
Na~COs versetzt~ ebenfalls naeh 48stfindiger F~ulniss untersucht. Es wurde 
gefunden an B e r n s t e i n s ~ u r e  0~106 g. 

3. 250 g Rindfieisch mit 1 Liter Wasser und 7�89 cem N a t r i u m c a r b o -  
n a t  versetzt~ naeh 48stfindiger F~ulniss untersueht. Es wurde gefunden an 
B e r n s t e i n s ~ u r e  0~467 g. 

4. 250 g yon demselben Rindfleisch ebenso behandelt o h n e  A l k a l i -  
z u s a t z  nach 48stfindiger F~ulniss untersucht. Es wurde gefunden 0~314 g 
B e r n s t e i n s ~ u r e .  

Man kann aus diesen Versuchen erkennen, welehe Bedeu- 
tung in den fauligen thierischen Flfissigkeiten der Gehalt an 
Alkali hat. Wie oben S. 561 bereits berichtet ist, lieferte 
Pferdefieisch bet einem Zusatz yon Na t r i umca rbona t  yon 
15 ccm der concent r i r ten  L5sung auf 2 Li ter  Wasser  
ungef~hr 2 pCt. seines Eiweissgehal tes ,  an Bernste in-  
s~ure. Dieser Alkalizusatz scheint das Opt imum fiir die Bil- 
dung dieser S~iure zu seth. Dann folgt die natfirliche Fi~ulniss, 
w~hrend bet einer Ste igerung des kfinstl ichen Alkal i -  
gehal tes  um das Vierfaehe,  nut noeh der zehnte Thei l  
Berns te ins~ure  sich bildet. Gleichfalls scheint folgendes 
Ergebniss daffir zu sprechen, dass der Gehalt an Alkali ein 
wesentlicher Factor ffir die Intensit~t der F~iulniss ist. Als 
bet den Versuchen 3 und 4 die sich entwickelnden Gase in 
3procentige CyanquecksilberlSsungen geleitet wurden, hatte sich 
im ersten Falle fast nur Quecksilbersulfid gebildet, ein Zeichen 
daffir, dass des entweiehende Gas H2S war; im zweiten Falle 
hingegen zeigte sich ganz fiberwiegend Quecksilbermercaptid yon 
dem entstandenen Mereaptan herrfihrend. Aus allen diesen 
Versuchen geht also hervor, dass ein Plus oder Minus yon 
Alkal i  sehr wesent l iehe  Abweichungen in dem Ablauf  
der Zerse tzungsvorg~nge  verursacht .  Im Hinblick auf 
solehe F~lle kann man sich le icht  vors te l len ,  class die 
Mikroben, bee inf luss t  yon dem A l k a l i g e h a l t  des zu 
zerse tzenden Materials  in dem einen Falle Toxine bil- 
den, in dem anderen  nicht .  Man kiinnte daran denken, auf 
diese Ursaehe es zurfickzuffihren, wenn nach erfolgter Infection 

Archly L pathol. Anat. Bd.137. Hft. 8. 37 
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in ~em o~nen Falle die Krankheit ztt Tage ~ri~t, in dem a~l(tere~ 
nieht. Und es ist dieses vielleicht e~n Punkt, dor dazu beitr~gt, 
don unbestimmten Elnfluss yon err  und Zeit auf die toxische 
Th'~tigkeit der Baktorien zu erkI~ren. 

Um noeh einmal auf den sehon obe~a orw~;hnten Einwurf 
G o r u p - B e s a ~ e z '  z~diekzukommen, worth er die Frische seiner 
Organe zu beweisen sueht: es kSnnon, wio aus obigen Versuehen 
gefolgert werden muss, die hemmenden ~{omente dor Bildung 
von Bernsteins~iure so sehr ontgogenwirken, dass dieselbo gleieh 0 
wird. Nieht die alkalisehe R.eaetion der zu untersuchenden Flfissig- 
keit allein gentigt, um der Entstehung diesor S'Xure nicht hinder- 
lioh zu sein, sondern der riehtige Gehalt an Alkali. Wenn also 
Goru p - B e s a n e z  unter analogen Bedingungen in der }filz u. s. w. 
Bernsteins~ture gefunden hat, im Pankreas~ in den Nieren dagegen 
nieht, so is~ das koin Beweis Nr ihr Vorhandensein daselbst 
ante mortsm, sondern dies muss nach vorliegenden Untersuohun- 
gen als Zeichen dafiir angesehen werden, dass hier die zu ihrer 
Bildnng giinstigell~ dorg die ungtinstigen Memento post mortem 
pr:~tvalirten. 

Erw/~hnt mug hierbei noch worden, dass das Muskelfleisch 
der verschiodenen Wirbelthiere je naeh seiner Zusammensetzung 
im Hinbliek auf Eiweiss und Kohlehydrate versehiodene Resul- 
Gate liefert in Bezug auf die Mengenvorh/iltnisse der entstehenden 
Bernsteins'aure. Aus Rindfleiseh wurde bei sonst durohaus aueh 
hinsiehtlieh des Alkaligehaltes gleiehartigen Bedingungen stets 
weniger Bernsteins/iure erhalten als aus Pferdefleiseh, nehmlieh 
nut 1,3 pro mille gegeniiber 4 pro mille veto Gewicht des 
frisehen Fleisehes. Man k6nnte daran denken, diesen Untersehied 
auf den grSssoren Gehalt des Pferdefleisehes an Kohlehydraten, 
nehmlieh Glykogen, zuriiekzuffihren, jedoch ist der Gehalt des 
Pferdefloisehes an C~lykogen, worm aueh welt grSsser, als im 
Rindfleiseh, doch viol zu gor ing,  um darauf die Bernsteinsiiure 
zurfiekzuffihren. 

3. Bildung tier Bernsteins~ure aus Leim. 
100 g Oelatine wurden in 2 Liter Wasser gelSs~, 2 g KN~PO.~, l g 

YlgSO4 hinzugef/igt, eine faulige Fleisehfloeke in das Oemisch eingetragen, 
mit 1.9 ecru NaaCO a alkalisirt und bei eonstanter Temperatur yon 39--41 o 
stehen gelassem Nach 8 Tagea wurde die Unters~ehung nach der 2gethode 
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ffir gefaulte Flfissigkeiten begonnen. Es fand nut geringe Gasbildung statt 
und enthielt die CyanqueeksilberlSsung nur geringe Mengen yon Queeksilber- 
mercaptid. Es wurde beim Eindampfen des ~therisehen ]~fickstandes ein 
starker Geruch yon 1)~mpfen der Phenylessigs~ure bemerkt. Sehliesslich 
blieb ein 51iger Rfickstand. I)erselbe wurde mit Bleioxydhydrat hehandelt 
und gelang es auf diese Weise, nlcht geringe Nengen yon Bernsteinsiure 
zu finden. Der w~ssrige Auszug aus dem dutch Koehen mit Bleioxydhydrat 
erhaltenen Rfiekstande wurde gleiehfalls dutch tt~S entbleit, veto Sehwefel- 
blei abfiltrirt und das Filtrat eingedampft. Es wurde eine kr$stallinische 
weisse Masse erhalten~ welehe auf eine Thonplatte gebraeht wurde. Die so 
erhaltenen weissenKrystalle wurden mikroskopiseh und ehemiseh untersucht, 
doch kein Anhaltspunkt ffir ihre Zusammensetzung gefunden. Der Sehmelz- 
punkt lag fiber 200 ~ 

Mit einigen Worten mSchte ieh noch eingehen auf das Vor- 
kommen yon BernsteinsKure in der Echinokokkenfifissigkeit, we 
sie zuerst yon Heintz 1) gefunden wurde. Dass hier Irrthfimer 
dureh ihr Auftreten als F~ulnissprodukt vorkommen kSnnen, er- 
scheint naeh obigen Versuchen mit Ascitesfl[issigkeit in der 
sich erst nuch 4- bis 7t/~giger Fs Bernsteins'~ure fand, so 
gut wie ausgeseh lossen ,  da schwerlich jemand so lange 
warten dfirfte, ehe er seine Versuche beginnt. 

Fassen wir zum Schluss die Ergebnisse der Untersuehungen 
zusammen, so mSchten sich dieselben in folgenden S~tzen aus- 
driicken lassen. 

1) Die beste Methode zur Isolirung der Bernsteins~ure ist, 
in Uebereinstimmung mit alteren Angaben yon E. Sa lkowsk i ,  
ihre Ueberffihrung in alkoholhaltigen Aether. 

2) Zur t~einigung der beim Verdunsten des Aetherauszuges 
erhaltenen Bernsteins/~ure 1/~sst sich kein generelles Verfahren 
angeben. Dasselbe h~ngt ab yon den besonderen Umst~nden. 

3) F[ir Fgulnissmischungen lasst sich mit Vortheil ein Ver- 
fahren der fractionirten Ans~uerung der mit Aether zu extra- 
hirenden Fltissigkeit anwenden. 

4) Die Bernsteins~ure ist ein Produkt der Lebensth~tigkeit 
verschiedener Mikroorganismen und kann durch diese sowohl 
aus Kohlehydraten, sowie diesen nahestehenden Substanzen, 
als auch aus Eiweiss gebildet werden. Ihre Quantit/~t ist in 
letzterem Falle yon dem Alkaligehalt der Mischung abhKngig. 

1) Jen. Annalen der Physik u. Mediein. I. S. 180--191. 
37 * 
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5) Die Organ~ enthalten in physiologisoh frisehem Zustande 
keine Bernsteins';/ure. Wo sie sich in diesen finder, ist sie als 
postmor~ales Produkt anzusehen; sie ist also kein Stoffweehsel- 
produkt der animalen Zellen, sondern tier Mikroorganismen. 

6) Beim Stehen sauer gewordene und Monate Iang auf- 
bewahrte Milch en~.h'alt Bernsteins~;ure, Bei der bakteriologisehen 
Untersuchung derselben findet man unter anderem einen kurze 
Stgbehen bildenden Bacillus, weleher auf Gelatine runde, seharf 
abbegrenzte, verfliissigende Colonien bildet. Impft man Milch 
mit einer Cultur dieser Kurzsti~bchen, so bildet Sich in ihr naeh 
wenigen Tagen Bernsteins~ure. 

Zum 8chluss erffille ich die ebenso ehrenvolle, wie an- 
genehme Pflicht, tterrn Prof. E. Satkowski  ffir die Anregung 
zu dieser Arbeit, some ffir die fi'eundlichst jeder Zeit gew~hrte 
Unterstfitzung bei derselben meinen innigsten Dank auszudrficken. 

XXIV. 

Die Eatstehung tier zelligen Infiltration 
biisartiger Tumorem 

Von W. Heidemann~ 
I, Asslstenten am Pathologischen Insti~ut der Universitg~t Greifswaid, 

In Bd. 129 diesos Archivs (S. 77) habe ich Untersuchungon 
mitgetheilt fiber die Entstehung und die weiteren Schicksale 
der kleinzelligen Infiltration in der Umgebung yon Carcinomen; 
ich babe damals gefunden, dass die kleinzellige Infiltration aus 
einer Umwandlung des Gewebes hervorgogangen ist, bei welcher 
im derben Fasergewebe an der Grenze des Carcinoms viele neue 
Zellen auftreten, welehe hart an den Krebszapfen moist jungen 
Gewebszellen oder Leukoeyten iihnlich sehen, dagegen in der 
N/the der derben ruhenden Nachbarschaft selehe Formen ent- 
halten, die weder mit diesen Aehnlichkeit haben~ noeh fiberhaupt 
als roll ausgebildeto Zellen zu betrachten sin& 


