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XXITIT.

Ueber Vorkommen und Bildung der
Bernsteinsiure.

(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.)

Von Ferdinand Blumenthal,

Cand. med.

Die Entdeckung Pasteur’s?), dass bei der alkoholischen
Gihrung constant Bernsteinsiure durch die Lebensthétigkeit der
Hefezellen entsteht, ist lange Zeit hindurch isolirt geblieben.
Erst 17 oder 18 Jahre spiter wurde Bernsteinsdure von Alb.
Fitz?) in erheblicher Quantitit aus einem den Kohlehydraten
nahestehenden Korper, dem Mannit, einem sechsatomigen Al-
kohol, erhalten und zwar durch Vergihrung desselben durch
Schizomyceten, hauptsichlich wohl Bacillus subtilis.

Hieran schloss sich im darauffolgenden Jahre die Auffindung
derselben als Produkt der Zersetzung des Eiweiss durch Faulniss-
bakterien durch E. und H. Salkowski?). Die genannten Au-
toren fanden diese Saure bei der Fiulniss des Fleisches in an-
sehnlicher Quantitit, so dass sie leicht rein dargestellt und
analysirt werden konnte. Die Bildung derselben erfolgte sehr
friihzeitig, so dass sie schon 20 Stunden nach Beginn der Fiul-
niss nachgewiesen werden konnte. Die Quantitit der gebildeten
Siure schitzten die genannten Autoren auf 1 pCt. des trocknen
Eiweiss; es hat sich spiter gezeigt, dass diese Schitzung noch bei
weitem zu niedrig ist, so dass die Menge derselben weit grosser
ist, als die aus Zucker durch alkoholische Gihrung erhaltene.

Durch diese Untersuchungen war nachgewiesen, dass die
Bernsteinséiure als Stoffwechselprodukt von Mikroorganismen auf-
treten kann und als solches in hohem Grade unabhiingig ist
von der Natar des Nihrmaterials der Mikroorganismen.

1y Annales de Chimie et de Physique. 3émeSérie. 1860. Tome 58. p. 334.

%) Bericht der deutschen chem. Gesellsch. Bd.X. S. 281 und XI. 8. 42,
%) Ber. d. d. chem. Gesellsch. Bd.XII. S.650.
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Auf der anderen Seite liegen mancherlei Angaben dariiber
vor, dass die Bernsteinsiure sich auch in frischen normalen
Organen vorfindet. Da die Bernsteinsiure ein Stoffwechselprodukt
der Fiulnisshakterien ist, so liegt bei allen diesen Angaben der
Verdacht nahe, dass die untersuchten Gewebe nicht in absolut
frischem Zustande verarbeitet worden sind. Allerdings ist auch
die Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dass auch die thierischen
Zellen Bernsteinsdure bilden.

Auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. E. Sal-
kowski habe ich die Frage, ob die Bernsteinsiure ein aus-
schliessliches Stoffwechselprodukt von Mikroorganismen ist, oder
ob sie auch den thierischen Zellen als Stoffwechselprodukt zu-
kommt, zum Gegenstande einer Untersuchung gemacht.

Diese Frage ist deshalb von nicht geringem theoretischem
Interesse, weil es nur wenige Verbindungen giebt, welche so-
wohl vor Mikroorganismen als auch von den Zellen
des Thierkdrpers als Stoffwechselprodukte gebildet werden.

I. Methoden der Untersuchung.

Da es keine Reactionen giebt, durch welche die Bernstein-
sdure in Gemischen nachgewiesen werden kann, so bleibt zum
Nachweis der Bernsteinsdure nichts anderes ibrig, als sie als
solche darzustellen und durch Reactionen zu identificiren.

In manchen Fillen kann an Stelle der Bernsteinsiure selbst
auch ein Salz derselben dargestellt werden und dieses durch
sogenannte Atomgewichtsbestimmung identificirt werden, d. h.
durch eine Bestimmung des in einer gewogenen Quantitit des
dargestellten Salzes enthaltenen Metalls. Meistens wird hierzu
das Silbersalz gewihlt, weil sich der Silbergehalt ausserordentlich
leicht durch einfaches Glilhen bestimmen ldsst.

Wie man auch die schliessliche Erkennung der Bernstein-
siure oder ihrer Salze ausfiihren mag, in jedem Falle handelt
es sich um die angiingige Isolirung der Bernsteinsiure, d. h.
um ihre Trennung von einer Anzahl, mitunter grossen Anzahl
ausserdem noch vorhandener Stoffe. Da die Natur dieser ausser-
dem noch vorhandenen Stoffe je nach dem Material, um welches
es sich handelt, eine sehr verschiedene ist, so ist es einleuchtend,
dass auch die Methode zur Aufsuchung der Bernsteinsiure nicht
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ein und dieselbe sein kann, sondern nach der Natur des Unter-
suchungsmaterialy wechseln muss.
1. Auffindung der Bernsteinséure in gegohrenen alkohaol-
haltigen Flussigkeiten.

Die Auffindung der Bernsteinsiiure in derartigen Fliissig-
keiten ist da, wo es sich nur um vergohrene Zuckerlosungen
handelt, eine verhiltnissmissig sehr einfache Aufgabe, da hierbei
nur die Trennung von Glycerin und den kleinen Quantititen
von Extractivstoffen der Hefe in Betracht kommt. Pasteur,
welcher in seiner beriihmten Arbeit tiber die alkoholische Zucker-
gihrung zuerst nachwies, dass die Bernsteinsiure ein constantes
und wesentliches Produkt derselben sei, hat sich zu ihrem
quantitativen Nachweis ihrer Ueberfiihrung in ihr Calciumsalz
mittelst Kalkwasser bedient, indem er das Calciumsalz wog uud
aus dem Gewicht die Menge der daran betheiligten Bernstein-
siure berechnete. Es ist diese Methode, wie man sich aus der
Originalarbeit Pasteur’s leicht iiberfilhren kann, eine sehr com-
plicirte und schwer auszufiihrende. Ihr hauptsichlichster Mangel
besteht, wie ich mich {iberzeugte, darin, dass bei jeder Trennung,
die bei diesem Verfahren vorgenommen werden muss, efwas
Bernsteinsdure verloren geht, indem Bernsteinsiure sowohl in
die fitherischen Ausziige {ibergeht, als auch in den 80procentigen
Alkohol, mit welchem das bernsteinsaure Calcium zu seiner
Reinigung von den Extractivstoffen der Hefe behandelt war. In
allen diesen Fillen konnte ich mit Hiilfe der Methode des
directen Ausschiittelns mittelst Aether, welche ich weiter unten
beschrieben habe, Bernsteinsiure 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 Nachwsis der freien Sdure zu fiihren, wihrend
die eventuell an Alkalien gebundene Bernsteinsiure dabei un-
berticksichtigt bleibt.

Man kénnte daran denken, die Bernsteinséiure direct durch
Bindung mit Bleioxyd zu isoliren, ein Verfahren, welches sich
zur Trennung von Bernsteinsiure und Milchsdure bewihrt hatte.
Die zunédchst angestellten Controlversuche ergaben Folgendes:

20 g Hefe wurden mit 100 ccm Wasser versetzt und dies zum
Sieden erhitzt, um die Hefezellen abzutodten. Diesem Gemisch
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wurden 10 cem einer Bprocentigen wissrigen Losung von Bern-
steinsiure und 2,0 g Glycerin hinzugefiigt. Das Ganze wurde
auf dem Wasserbad zur Syrupdicke verdampft. Der Riickstand
wurde mit 90 procentigem Alkohol ausgezogen, der Auszug filtrirt
und das Filtrat zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde
in wenig Wasser gelost und mit Bleioxydhydrat gekocht'). Der
endgliltig erhaltens Riickstand wurde, um den Antheil der in
demselben enthaltenen Bernsteinsiure festzustellen, in das Silber-
salz der Bernsteinsdure dbergefiihrt und als solches getrocknet
und gewogen. Dieses wurde sodann im Porzellantiegel gegliiht
und als met. Silber wieder gewogen?®). In diesen Fillen wurde

gefunden:
Bernsteinsgures Met. Silber
Silberoxyd. aus diesem. pOt.
1. 0,304 g 0,193 ¢ 63,5} berechnet
2. 0,807 ¢ 0,198 ¢ 64,5 65,06.

Die Quantitit der Bernsteinsiure kann man nun entweder
aus dem bernsteinsauren Silberoxyd oder aus dem durch Glihen
des bernsteinsauren Silbersalzes erhaltenen met. Silber berechnen.
Demnach ergiebt sich folgende kleine Tabelle.

Bernsteinsiure
aus dem Silber- Ct aus dem met. Ct
salz berechmnet. ' Silber berechnet.
1. 0,109 21,8 0,111 22,2) der urspriing-
2. 0,109 21,8 0,109 21,8J lichen Siure.

Die grosse Differenz zwischen der urspriinglichen und end-
giiltig erhaltenen Siure hat zum Theil seinen Grund darin, dass
die Verluste, welche das Silberverfahren mit sich bringt, nicht
unerheblich sind. Tst die Bernsteinsdure isolirt, so erhélt man
mit der Silberbestimmung, wie weiter unten gezeigt wird,
83-—95 pCt., ist sie in Mischungen vorhanden, nur 66—74 pCt.
wieder. Aber selbst unter Beriicksichtigung dieser Verluste,
bleiben die Resultate, die das Verfahren mit Bleioxydhydrat
liefort, hochst mangelhafte. Hier sei noch bemerkt, was erst
nach Anwendung der eben geschilderten Methode in Erfahrung
gebracht wurde, dass J. Macagno®) sich des Bleihydroxyds

Y Die weitere Beschreibung des Verfahrens siehe S.550.
%) Die genauere Beschreibung der Silberbestimmung siehe S, 547.
3) Berieht d. d. chem, Gesellsch. Bd. 8. 8. 254,
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zur Bindung der Bernsteinsiure im Wein schon friiher bedient
hat. Da jedoch sein Verfahren anscheinend sehr umstéindlich
ist und die endgiiltig zum Nachweis der Bernsteinsiure ange-
stellte Reaction mit Eisenchlorid nicht beweisend genug fiir das
Vorhandensein derselben ist;, so wurde es gar nicht erst versucht,
dies Verfahren bei der Hefegihrung anzuwenden.

Die oben geschilderten Methoden beruhen auf der Ueber-
fiihrung der Bernsteinsiure in ihr Kalk- bezw. Bleisalz. Die
angegebenen Resultate zeigen, dass bei letzterem mit erheblichen
Verlusten gearbeitet worden ist. Es fragte sich deshalb, ob es
nicht moglich sei, dies zu vermeiden, indem, wie es E. Sal-
kowski fiir die thierischen Fliissigkeiten empfiehlt’), die Bern-
steinsdure direct durch Ausschiitteln mittelst alkoholhaltigen
Aethers gewonnen wird. Zu diesem Zweck wurde folgender-
maassen verfahren. Die vergohrene Fliissigkeit wurde, filtrirt
und zur Syrupdicke auf dem Wasserbad bei méssiger Flamme
eingedampft. Der Riickstand wurde mit 90procentigem Alkohol
ausgezogen und der Auszug filtrirt. Das Filtrat wurde zu Syrup
eingedampft. Der Syrup wurde in Wasser geldst, mit Salzsiure
stark angesiuert und mit einem Gemisch von Aether und Alkohol
(10:1) im Schiitteltrichter mehrere Male durchgeschiittelt?).
Hierbei geht die Bernsteinsdure in den Aether iiber, und bleibt
das Glycerin in der wissrigen Flissigkeit zuriick. Die i#ther-
haltige Fliissigkeit wurde abgehoben, der Aether abdestillirt und
die Destillationsflasche mit etwas Alkohol ausgespiilt. Die vom
abdestillirten Aether befreiten Riickstinde wurden in einer Por-
zellanschale mit der Spiilfliissigkeit vereinigt und vorsichtig zur
Trockne verdampft, der Riickstand bei 80° getrocknet und ge-
wogen. Ein Probegemisch, wie es oben beschrieben ist, ergab
nach diesem Verfahren.

Aether. Riickstand. Berechnet.

L 0,388 g 0,5 g
2, 0,4065 - 0,5 -
3. 0,408 - 0,5 -

1) Pfliger’s Archiv f. Physiolog. Bd.4. 8. 95.

2y Die Ausschiittelung mit Aether muss natirlich so lange wiederholt wer-
den, als Bernsteinsdure in diesen ibergeht. Gewdhnlich gentigen 4 bis
6 Ausschiittelungen, '
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Nach dem Silberverfahren behandelt, lieferte der ftherische Rilckstand
1. 0,810 bernsteinsaures Silberoxyd,
2. 0,618 - .
Dieses lieferte nach dem Glihen
1. 0,381 g met. Silber == 62,5 pCt.

2. 0,386- - - = 62,5 - , berechnet 63,06.
Hieraus berechnet sich Bernsteinsiure
Aus dem bern-  pOt. der wr- Aus dem pOt. der ur-
steinsauren springlichen met. spriinglichen
Silberoxyd. Bernsteinsaure. Silber. Bernsteinsiure.
1 0,217 g 43,4 0,229 g 45,8
2, 0,216 - 43,2 0,289 - 46,4

Statt das Silberverfahren anzuwenden wurde im Fall 3 die
Reinigung des Riickstandes durch Kohle und Thonplatten vor-
genommen. Dazu wurde der #therische Riickstand in Wasser
gelost und mit einer Messerspitze Knochenkohle bis zur Ent-
fairbung gekocht, von der Kohle abfiltrirt uad das Filtrat zur
Trockne verdampft. Zur weiteren Reinigung wurde der Riick-
stand auf eine Thobplatte 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-
siure == 59,4 pCt. der urspriinglichen Sdure. Bei den meisten
Versuchen wird man wegen der geringen Férbung des dtherischen
Riickstandes sich die Entfarbung durch Kohle ersparen und den
Riickstand direct auf Thonplatten bringen kinnen. Dann diirfte
das Resultat noch wesentlich glinstiger ausfallen. Die so ge-
wonnene Bernsteinsdure hatte ihren Schmelzpunkt bei 180°, war
also fast chemisch rein.

Dieses Verfahren beriicksichtigt auch die in Form von Salzen
vorhandene Bernsteinsiure, indem dieselbe durch die Salzsiure
aus diesen Verbindungen in Freiheit gesetst wird.

Nach Beendigung dieser Vorversuche sollte es festgestellt
werden, ob die zuletzt beschriebene Methode auch bei Gihrungs-
versuchen, bei denen, wie Pasteur nachgewiesen, durch die Le-
bensthétigkeit der Hefezellen noch andere variable Produkte sich
bilden, dem von Pasteur angegebenen Verfahren iiberlegen sei.

Es wurden deshalb je 200 g Rohrzucker, 10 g in Wasser
suspendirte und aufgekochte Hefe mit 10 g frischer Hefe) und

) sogenannte Presshefe.
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1 Liter Leitungswasser versetzt. Die Flasche, welche die Gak-
rungsfliissigkeit enthielt, wurde mit einem nicht zu dicht
schliessenden Glasstopsel versehen und neben den Warmeschrank
gestellt, an einen Ort, dessen Temperatur constant zwischen
26—30° betrug. Das Ende der Géhrung wurde durch den
negativen Ausfall der Trommer’schen Probe festgestellt.

1. Versuch.

Nach 72 Stunden war die Géhrung beendet. Die Flissigkeit wurde
filtrirt; das Filtrat aof dem Wasserbad zur Trockne verdampft, die Rick-
stinde mit Alkohol ausgezogen, der Auszug fltrirt, das Filtrat gemessen
und in zwei ganz gleiche Theile getheilt.

Die eine Hilfte wurde mit Kalk behandelt, die Bernsteinsiure aus dem
Kalksalz durch Losung desselben mittelst Schwefelsiure und Ausschiitteln
der mit Wasser verdiinnten Losung durch Aether gewonnen.

Ihre Menge betrug 0,386 g.

Die andere Halfte wurde nach dem oben zuletzt beschriebenen Aus-
schiittelungsverfahren mit Aether behandelt. Der therische Riickstand wurde
durch Behandlung mit Kohle und auf Thonplatten gereinigt.

Menge der erhaltenen Bernsteinsiure 0,479 g.

II. Versuch.

Nach 36 Stunden war die Gihring beendet. Die vergohrene Flissig-
keit reagirte stark sauer.

Bis zu ihrer Trennung in zwei gleiche Halften wurde sie, wie bei Ver-
such I angegeben, behandelt; dann die eine Hilfte nach Pasteur verarbeitet.
Es wurde hierbei gefunden 0,704 g bernsteinsaurer Kalk; daraus berechnet
sich Bernsteinsiure 0,5329 g. In den einzelnen Filtraten konnte, wie dies
schon oben erwihnt ist, im Ganzen 0,026 g Bernsteinsiure nachgewiesen
werden, indem die betreffenden Flissigkeiten zur Trockne verdampft, der
Riickstand in Wasser gelSst, mit Salzshure angesiuert und die Bernstein-
siure durch Ausschiitteln mit Aether gewonnen wurde.

Die andere Hilfte wurde nach dem Ausschittelungsverfahren mit Aether
behandelt. Der #therische Rickstand wurde direct auf Thonplatten gebracht.
Es wurde an Bernsteinsiure 0,594 ¢ erhalten. Schmelzpunkt 1819,

II. Versueh.

Nach 96 Stunden war die G#hrung beendet. Die vergohrene Flissig-
keit reagirte stark sauer.

Der eine Theil nach Pasteur behandelt, ergab 0,664 bernsteinsaures
Calcium. Daraus berechnet sich Bernsteinsiure 0,5026 g. In den einzelnen
Filtraten noch nachgewiesene Bernsteinsiure 0,021 g.

Die andere Hilfte nach dem Ausschiittelungsverfahren mit Aether behandelt.

Der #therische Riickstand wurde direct auf Thonplatten gebracht. Menge
der gefundenen Bernsteinsiure 0,578 g. Schmelzpunkt 1820,
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Hieraus geht hervor, dass das von E. Salkewski zur
Isolirung der Bernsteinsdure empfohlene Verfahren der Aus-
schitttelung mit alkoholhaltigen Aether (nach dem Anpsiuern)
vor den sonst angegebenen Verfahren den Verzug verdient. Fiir
andere Gdhrangen, bei denen die Bernsteinsiure nur als Neben-
produkt neben anderen Sduren auftrith, ist das Pasteur’sche
Verfahren selbstverstindlich nicht anwendbar, fiir diese auch
nicht berechnet. Es ist fiir diese um so weniger anwendbar,
als man bei diesen Gébrupgen vielfach gendthigt ist, dem Géh-
rungsgemisch von Zeit au Zeit Alkali zuzusetzen; die an Alkalien
gebundene Bernsteinsiiure durch das Pasteur’sche Verfahren
aber nicht gefunden wird.

Fiir gegohrene Fliissigkeiten ist von Rau’) noch eine quan-
titative Methode angegeben worden, welche speciell fiiv den
Nachweis der Bernsteinsiure im Wein geeignet sein soll. Es
war urspriinglich nur meine Absicht, das Vorkommen der Bern-
steinséiure in den thierischen Fliissigkeiten zu priifen, und ich
versuchte deshalb diese Methode, welche ja erheblich genauer
und einfacher zu sein schien, als die bisher bekannten, bei
diesen anzuwenden. Rau verfuhr folgendermaassen:

100 com Wein werden bis zur Syrupdicke verdampft, wiederholt auf dem
Wasserbade mit kochendem Alkohol ausgezogen und der alkoholische Aus-
zug jedesmal nach dem Erkalten abfiltrirt. Die Ausziige werden vermischt,
der Destillation unterworfen und der Destillationsrickstand in wenig heissem
Wasser gel6st. Nach dem Erkalten wird die Losung, wenn sie trib ist,
filtrirt, bierauf mit Baryumnitratlsung und mit dem 3-—4fachen Volumen
90procentigen Alkohols versetzt und tiichtig umgerihrt. Nachdem sich der
Niederschlag gut abgesetzt hat, wird er auf ein Iilter gebracht, mit 70pro-
centigem Alkohol gut ausgewaschen und hierauf cine Zeit lang mit einer
genligenden Menge von Natrinmcarbonatiésung erwirmt. Die TFlissigkeit
wird hierauf abfilirirt, mit Salpetersiure neutralisirt, auf ein kleines Volumen
eingedampft und nach Neutralisation mit Ammoniak mit Magnesiamischung
{aus Magnesiumnitrat, Ammoniumnitrat und Ammoniak bestehend) versetzt.
Nach 34 stindigem Stehen wird die Flissigkeit abfiltrirt, mit Kalilauge
erhitzt, bis alles Ammoniak entfernt ist, hierauf von dem ausgeschiedenen
Magnesiumhydroxyd abfiltrirt und mit Salpetersiure ganz genau neutralisirt.
Nun wird auf 100—150 cem verdiinnt und mit Silbernitratiésung (1: 20) ge-

1) Rau, Die Bernsteinsiiure als Produkt der alkohol. Géhrung zucker-
haltiger Flissigkeiten, nebst Studien tber quantitative Bestimmung
derselben im Wein. Minchen 1892, bei R. Oldenburg.
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fillt. Der erhaltene Niederschlag wird auf einem tarirten Wilter gesammelt,
gut ausgewaschen, getrocknet und gewogen. Hierauf wird er zur Controle
im Porzellantiegel gegliht und als metallisches Silber wieder gewogen. Die
aus beiden Wagungen berechneten Resultate miissen tbereinstimmen.

Es wurden zu einem Probeversuche dem wissrigen Auszug
von je 200 g feingehacktem Kaninchenfleisch nach Coagulation
der Eiweissstoffe mittelst Aufkochens und Entfernung derselben
durch Filtration 0,1 g Bernsteinsiure hinzugeftigt und dann nach
Rau verfahren. Drei Versuche, also behandelt, ergaben nach
genauer Neutralisation beim Zusatz von Silbernitrat einen so
geringen Niederschlag, dass dessen Sammlung auf ein tarirtes
Filter tiberhaupt nicht verlohnte.

Da es ohne weiteres nicht ersichtlich war, warum dies Ver-
fahren beim Wein glinzende quantitative Resultate, bei thierischen
Flissigkeiten angewandt aber fast vollstiindig negative Resultate
liefern sollte, so wurden Versuche an einem genau nach Rau
hergestellten Kunstwein angestellt. Hier endeten 3 von mir an-
gestellte Versuche ebenso ungiinstig wie bei thierischen Flissig-
keiten; ein vierter Versuch, von Herrn Prof. E. Salkowski
selbst angestellt, hatte ein dhnliches, vollkommen negatives Re-
sultat.

Es galt nun festzustellen, worauf die Unbrauchbarkeit der
Rau’schen Methode beruhen konnte, oder vielmehr beruhen
musste. Zu diesem Zwecke wurden einzelne Theile derselben
gepriift.

Je 0,1 ¢ Bernsteinsiure wurden in Wasser gelost, mit Natronhydrat
genau neutralisirt, auf 120 cem verdinnt und mit Silbernitrat (1:20) ge-
fallt. Der Niederschlag wurde auf einem tarirten Filter gesammelt, mit
wenig Wasser ausgewaschen und bei 100—120° 2—3 Stunden getrocknet
und gewogen. Dann wurde er im Porzellantiegel gegliht und als metalli-

sches Silber wieder gewogen.
Bs wurde gefunden:

Bernstein- Be- pCt.deswieder- Davon Ge-  Fir bernstein-
saures Silber- gefundenen  metall. funden. saures Silber
oxyd. rechnef. Silbersalzes.  Silber pCt. berechnet.
1. 0,266 0,2813 94,56 0,1725 64,85 65,06
2. 0,265 94,20 0,1744 65,31
3. 0,234 83,19 0,150 64,11
4. 0,268 95,28 0,1756 65,52

Um den Einfluss des im Wein enthaltenen phosphorsauren Natrons auf
das Resultat zu erproben, wurden 0,3 g Bernsteinsiiure in Wasser geldst,
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mit Natronhydrat neutralisirt, auf 300 ecm verddnnt und in dreil gleiche
Theile getheilt. Jedem Theil wurden 2 com. einer 10procentigen Losung von
phosphorsaurem Natron hinzugefigt und mit Magnesiamischung (3 com Magne-
siumnitrat, 60 cem Ammoniumnitrat, 80 cem Ammoniak, 160 ccm Wasser)
versetzt. Drei bis vier Stunden wurde die Flissigkeit stehen gelassen, dann
filtrirt und aof etwa 120 ccm eingeengt. Nachdem sie sich abgekiblt hatte,
wurde sie mit Balpetersfure genan neutralisirt und mit Silbernitrat gefillt
w. 8 w. Es wurden gefunden:

Bernstein- Gefunden in pCt.  Be-
saures Silber- recﬁiiét pCt. glﬁgr[' d. apgeWendeE)ten rechnet
oxyd. ’ ' Silbersalzes. pCt.
1. 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 kleinen Theile des Verfahrens gehen bereits gegen
30 pCt. der urspriinglich vorhanden gewesenen Siure verloren.

Véllig unklar wird das ganze Prineip der Methode und un-
begreiflich die Behauptung, dass sie quantitativ sei, wenn man
die iibrigen Theile derselben einer Untersuchung unterziehs.
Die unvollkommene Fillung der Bernsteinsiiure in Gemischen
durch Silbernitrat kann allein das giinzliche Versagen der Methode
nicht erkldren. Es konnte dies nur daran liegen, dass Baryum-
nitrat die Bernsteinsiure in unzoreichender Weise fillt. Um
diese Annahme zu priifen, wurden folgende Versuche angestellt.

Je 0,1 g Bernsteinsure wurden in 100 cem Alkohol geldst, eingedampft
und der Riickstand in wenig heissem Wasser (10—15 cem) gelGst: hierauf
wurde mwit Baryumnitratldsung und dem 3—4fachen Volumen 90procentigen
Alkohols versetzt und tiichtig umgerihrt. Nach etwa 60 Stunden wurde
filtrirt, Riickstand und Filtrat besonders behandelt.

Der Riickstand wurde in Wasser gel6st, mit Salzsiure angesiuert und
mit Aether — wie oben angegeben — behandelt.

Das Filtrat wurde eingedampft; der Riickstand in Wasser geldst und
mit Salzsiiure angesiuert. Dann wurde die Lésung mit Aether behandelt.

Es zeigte sich in 3 Versuchen, dass der Riickstand, der nach Rau die
gesammte Bernsteinsiiure hitte enthalten miissen, nur geringe Mengen dieser
Saure aufwies, wihrend sichtlich der grisste Theil derselben in das Filtrat
iibergegangen war.

Nach diesen Darlegungen muss das von Rau an-
gegebene Verfahren quantitativ und qualitativ als un-
brauchbar bezeichnet werden, wegen der ganz unvoll-
kommenen Fillbarkeit der Bernsteinsiiure durch Ba-
ryumnitrat und Silbernitrat.
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Auch eine Combination der Aethermethode mit der Silber-
bestimmung wurde versucht, indem der #therische Riickstand,
in Wasser geldst, mit NI, neutralisirt und mit Silbernitrat
gefillt 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 hitte gefunden werden
miissen.

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.

Nachdem sich so die Unbrauchbarkeit des Rau’schen Ver-
fahrens ergeben hatte, wurde noch versucht auf andere Weise
die Bernsteinsiure von der Apfelsiure zu trennen, jedoch ohne
Erfolg.

2. Nachweis der Bernsteinsfure in normalen thierischen

Flissigkeiten und Gewebsausziigen.

Fir den Nachweis in den thierischen Fliissigkeiten ist natiir-
lich das Verfahren abhingig von den ibrigen, daselbst vor-
kommenden Substanzen, es muss sich daher verschieden gestalten,
je nachdem es sich um Ausziige aus frischen Organismen oder
um gefaulte Fliissigkeiten handelt. Die Milchsiure, welche nur
in den normalen, nicht fauligen Flissigkeiten vorzukommen
scheint, bietet in diesen bei der Isolirung der Bernsteinsiure
eine bedeutende Schwierigkeit dar. Sie geht ebenfalls, wie die
Bernsteinsdure, in den Aether {iber und es blieb somit nichts
tibrig, als die Léslichkeit ihrer Salze zu priifen und das Ver-
halten derselben gewissen Reagentien gegeniiber zur Trennung
zu benutzen. Es zeigte sich hierbei, dass Milchsiure nicht wie
die Bernsteinsdure, von Silbernitrat gefillt wird. Es ist aber
zu dieser Trennung nicht zu rathen, da Silbernitrat noch mit
zahlreichen anderen Substanzen (Chloride, Xanthinkorper u. s. w.)
einen Niederschlag giebt und die Feststellung der Identitit des
bernsteinsauren Silbers bei Verunreinigungen zu complicirt und
nicht genau genug sein wiirde.

" Nachdem noch andere Trennungsversuche sich als unbrauch-
bar erwiesen hatten, wurde auf Anrathen des Herrn Prof. E. Sal-
kowski folgender Weg eingeschlagen.

archiv f. pathel. Anat. Bd. 137, Hft. 8. 36
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Die gleichzeitig Milchsfure und Bernsteinsiure enthaliende Flissigkeit
wurde mit Bleioxydhydrat auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft, der
Riickstand zunichst mit Wasser behandelt, welches das milchsaure Blei auf-
nimmt, das bernsteinsaure Blei dagegen nicht 1dst; der nun noch bleibende
Rickstand wurde in Eisessig geldst, die Lésung mit Schwefelwasserstoff ent-
bleit, vom Schwefelblel abfiltrirt und eingedampft. Dies Verfahren erwies
sich als reeht brauchbar.

Bei einer Mischung von:

1. je 10 cem einer 2procentigen whssrigen Lisung von Bernsteinsiure
(== 0,2 g) und Milchs#ure (== 0,2 g) wurde wiedergefunden an Bernsteinsiure

1) 0,160 g, 2) 0,168 g.

II. Mischung von je 10 cem einer 2procentigen wissrigen Ldsung von
Bernsteinsiure = 0,2 g und 25 ccm einer 4procentigen Loésung von Mileh-
sdure = | g. - Wiedergefunden

Bernsteinséure 1) 0,156 g, 2) 0,180 g.

L. Mischung von je 10 cem einer 2procentigen witssrigen Ldsung von
Bernsteinsiure = 0,2 g und 50 ccm einer 20procentigen Losung von Mileh-
siure == 10 g wurden wiedergefunden

Bernsteinsiure 1) 0,150 g, 2) 0,157 g.

Die Quantitit der wiedergefundenen Bernsteinsiure betrug
zwischen 70 und 90 pCt. der urspriinglichen Sdure und ist es
moéglich, mit Hiilfe dieses Verfahrens geringe Mengen Bernstein-
sédure bei Anwesenheit grosser Mengen Milchsdure zu finden.

Zum Nachweis der Bernsteinsdure in den normalen thie-
rischen Fliissigkeiten wurde demnach folgendermaassen verfahren.

Der wiissrige Aunszug des fein zerhackten Fleisches (Organ) wurde auf-
gekocht und dureh Leinewand colirt; der Rickstand wurde unter der Presse
von jeder Fliissigkeit befreit und- die Filtrate vereinigt. Nach schwacher
Anséiuerung it Essigsiure wurden durch Kochen die Eiweissstoffe coagulirt
und das Filtrat zur Syrupdicke verdampft. Nun wurde mit Wasser geldst,
filtrirt und das Filtrat stark mit HCI angesiuert. Die wissrige Flissighkeit
wurde wiederholt mit einem Gtemisch von Aether und 90procentigem Alkohol
(10:1) im Schitteltrichter durchgeschiittelt. Die Atherischen Ausziige wur-
den durch Destillation vom Aether befreit, der Riickstand in Wasser geldst
und in einer Porzellanschale mif 1—2 Messerspitzen Bleioxydhydrat gekocht,
auf dem Wasserbad zur Trockne verdampfl und der erhaltene Riickstand mit
heissem Wasser ibergossen. Das milchsaure Blei, welches hierbei in Lisung
ging, wurde abfiltrirt, der dbrig gebliebene Riickstand mit Eisessig dber-
gossen, erwirmit und durch dasselbe Filter filtrirt und mit Wasser nachge-
waschen. Die Flissigkeit wurde durch Schwefelwasserstoff entbleit, vom
Schwefelblei abfiltrirt und das Filtrat zur Trockne verdampft. War der
Riickstand nieht ganz rein, so wurde er mit einem Gemisch von absolutem
Alkobol und Aether zu gleichen Theilen versetzt, worin Bernsteinsiure leicht
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loslich ist. Dann wurde filtrirt und zur Trockne verdampft. War Bernstein-
sdure vorhanden, so schied sie sich krystallinisch aus.

3. Nachweis der Bernsteinséure in Faulnissmischungen.

Beim Nachweis der Bernsteinsiiure in den Fiulnissmischungen
sind die Schwierigkeiten der Isolirung der Bernsteinsdiure ab-
hiingig von der Gegenwart der Faulnissprodukte, namentlich der
Fettsduren mit hoherem Molekulargewicht, sowie der Phenyl-
essigsdure und der Hydrozimmtséure, mehr aber noch der nicht
flichtigen aromatischen Oxysduren und der Scatolcarbonsiure.
Fiir die vollstdndige Trennung von den letzteren giebt es noch
keine Methode, doch sind sie bei kurzdauernder Fiulniss nur in
geringer Menge vorhanden.

Bei vorliegenden Untersuchungen, bei denen es sich nur
um kurzdauernde Fédulniss handelte, fir gewGhnlich 24—72 Stun-
den, kam es demnach nur darauf an, die Trennung der Bern-
steinsiiure von der Hydrozimmtsiure und der Phenylessigsiure
herbeizufiihren und so konnte das Verfahren, welches E. und
H. Salkowski’) fiir die Untersuchung der Eiweissfiulniss im
Ganzen angegeben haben, etwas vereinfacht werden.

In vorliegenden Versuchen ist bei den Féulnissmischungen
im Wesentlichen folgendermaassen verfahren worden.

Die gefaulte Flissigkeit wurde zur Hilfte eingedampft eventuell aus
sinem eisernen Verschlusstopf destillirt, welcher gestattete, das entweichende
Methylmercaptan in einer 3procentigen Quecksilbercyanidlosung aufzufangen.
Wihrend des Eindampfens wurde die Flissigkeit durch Zusatz von Schwefel-
siure schwach sauer gehalten, um die Eiweisskérper zu coaguliren. Nun
wurde filtrirt und unter Zusatz von Natriumcarbonat bis zur alkalischen
Reaction stark eingedampft und etwa mit dem 3fachen Volumen 90procenti-
gen Alkchols versetzt und nach 24 Stunden filtrirt?). Das Filtrat wurde in
einer Porzellanschale bis zur Syrupdicke eingedawpft, der Rickstand in
Wasser geldst und mit Schwefelsiure oder Salzsiure®) angesiuert. Darauf
wurde filtrirt, das Filtrat im Schitteltrichter mit einem Gemisch von Aether
und Alkohol (6:1) mehrere Male durchgeschiittelt, der Aether abgehoben
und abdestillirt. Der Destillationsriickstand wurde eingedampft.

) E. Salkowski, Practicum. S.286—297.

%) In 2 Fillen wurde die gefaulte Fliissigkeit stark eingedampft und direct
mit dem dreifachen Volumen Alkohol versetzt. Da diese Modification
keine Stdrung verursacht, so ist sie der Einfachheit halber vorzuziehen.

) Bei vorliegenden Versuchen ist im Anfang Salzsiure angewandt worden,
spater wurde zur Schwefelshure dbergegangen, weil sich beim Ver-

36*
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Es zeigte sich nun im Lawofe der Versuche, dass, wenn vor
der Ausschiittelung mit Aether der wissrige Auszug nur ganz
schwach angesiuert wird, der grosste Theil der Hydrozimmt-
und Phenylessigsiiure in den Aether iibergeht, wahrend die
Bernsteinsdure bis auf Spuren in der wissrigen Lésung zuriick-
bleibt und erst nach sehr starkem Ansiuern aus ihren Ver-
bindungen in Freiheit gesetzt, von dem Aether aufgenommen
wird. Diese Thatsache wurdezur leichteren und sicheren
Gewinnung der Bermsteinsdure benutzt, indem die zu
extrahirends Flissigkeit Anfangs nur schwach angesiuert ond
mit Aether ausgeschiittelt wurde (in diesen Ausziigen befanden
sich die genannten S#uren), dann stark angesiuert und wieder
mit Aether ausgeschiittelt wurde. In diese Aetherausziige ging
die Bernsteinsiure {iber. Da die Bernsteinstiure nicht gleich
beim ersten Ausschiitteln vollstindig in den Aether iibergeht,
so muss man mehrere Male extrahiren, mindestens so lange,
bis die #dtherische Fliissigkeit im Schiitteltrichter ganz klar und
ungeféirbt erscheint; dampft man diesen itherischen Auszug in
einer besonderen Schale ein, so kann man aus der Menge des
erhaltenen Riickstandes einen Schluss ziehen, ob noch eine wei-
tere Extraction sich verlohnt. Mit 5 Extractionen nach der
starken AnsHuerung bin ich in der Regel ansgekommen. Die
nach der starken Ansduerung erhaltenen Riickstinde wurden in
Wasser gelost, vereinigt und mit Knochenkohle bis zur Ent-
farbung gekocht. Von der Kohle wurde abfiltrirt und das Filtrat
eingedampft, War der Riickstand noch etwas unrein, was fast
immer noch der Fall war, so wurde er auf eine Thonplatte
gebracht, auf welcher die Bernsteinsdure rein zuriickblieb. Die
so erhaltene Bernsteinsdure wurde bei 80° 2 bis 3 Stunden
getrocknet und gewogen. Der nach schwacher Ansiuerung er-

dunsten des Aetherauszuges Kochsalz in storender Weise ausschied.

Die Entfernung des Kochsalzes wurde erzielt durch wiederholte Ex-

traction mit absolutem Alkohol. Aber auch die Verwendung der

Schwefelsdure hat ihre Schattenseiten. Es schied sich fast immer im

Schiitteltrichter beim Umschiitteln mit Aether und Alkohol etwas

schwefelsaures Natron aus, das durch Abgiessen oder Filtration zu

entfernen ist. Da aber wenigstens nach Ansiuerung mwit HySO, der

dtherische Auszug frei ist von anorganischen Salzen, so ist Schwefel-
siiure vorzuziehen.
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haltene Riickstand wurde fiir sich ebenso oder nach dem
Bleioxydhydratverfahren behandelt. Er enthielt aber stets nur
Spuren von Bernsteinsiure, wie aus den einzelnen Resultaten
zu ersehen ist, Spuren, welche, da das Verfahren doch nur ein
annihernd quantitatives ist, vernachlissigt werden kénnen.

Diese zuletzt geschilderte Methode wurde da nicht an-
gewandt, wo es sich gleichzeitic um Parallelversuche mit nor-
malen thierischen Fliissigkeiten handelte. Bei diesen wurde der
dtherische Riickstand zur Trennung der Milchsiure von der
Bernsteinsdure mit Bleioxydhydrat behandelt. Es sind dies
simmtliche Versuche mit Thymus, Milz und Ascitesfliissigkeit,
sowie ein Theil der Versuche mit Rindfleisch.

Im Anschluss an die Erorterung der Methoden zur Isolirung
der Bernsteinsiure erscheint es nithig, dariiber zu sprechen, was
als Beweis fiir das Vorhandensein von Bernsteinsiiure gelten soll.

E. Salkowski fiihrt folgende Reactionen an?):

1) Im Gldhrshrehen erhitzt, schmilzt die Siure und sublimirt
unter theilweisem Uebergang in Bernsteinsiureanhydrid.

2) Beim Erhitzen auf dem Platinblech verflissigt sie sich
unter Bildung von Dampfen, welche ausserordentlich zum Husten
reizen.

3) Versetzt man die wissrige Losung mit neutralem Bleiacetat,
50 bleibt sie zundchst klar, erwéirmt man aber gelind und schiittelt
die Mischung, so scheidet sich Bleisuccinat als schwerer krystal-
linischer Niederschlag aus.

Wo es irgend anging, namentlich, wo es sich um Consta-
tirnng der Reinheit der Siure handelt, wurde der Schmelzpunkt
bestimmt, der bei 180° von einigen, von anderen bei 183°
angegeben ist.

Da aber die Menge des erhaltenen endgiiltigen Riickstandes
oft sehr klein ist, so ist es in diesen Féllen gar nicht mdglich,
die Reactionen 1 und 3, sowie die Schmelzbestimmung zu
machen. Hier ist man allein auf das Verhalten des Riickstandes
auf dem Platinblech angewiesen. Der Reiz, den die Dampfe
der Bernsteinsdure ausiiben, ist ein so starker, dass, wer diese
Probe einmal gemacht hat, durch dieselbe sofort die Bernstein-
siiure erkennen wird. Bs ist daher ein positiver Ausfall dieser

1 K. Salkowski, Practicum der phys. u. path. Chemie. S.303..
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Probe unter Urnstdnden schon filr sieh allein filr das Vorhanden-
sein von Bernsteinsiiure geniigend. Man darf dabei nicht fiber-
sehen, dass der Gang zur Isolirung der Sdure gewissermaassen
eine Reihe von Reactionen darstellt.

II. Die Entstehung der Bernsteinsdure durch Lebens-
vorginge von Mikroorganismen.

Bei der Alkoholgiihrung zerlegt der Hefepilz den Zucker in
der Richtung des Entstehens von Bernsteinsiure. Die Constanz
dieser Zerlegung, welche von Pasteur nachgewiesen ist, bleibt
unter den verschiedensten Bedingungen bestehen, so dass sie
ohne jeden Zweifel der Wirkung des Hefepilzes allein zuge-
schricben werden darf, Ebenfalls scheint den Fiulnissbakterien
die Fihigkeit eigen zu sein, Bernsteinsdure zu bilden. E. und
H. Salkowski waren die ersten, welche nachwissen, dass bei
der Eiweissfiulniss Bernsteinsiure constant entstehe. In dieser
Richtung sind auch zu verwerthen die Befunde von Marie
Ekunina®), welche bei der Leberfiulniss, und E. Brieger?),
der im jauchigen Eiter Bernsteinsiure fand. Ebenso wurden
auch in den Versuchen von E. und H. Salkowski, in welchen
Tibrin der Fiulniss unterworfen wurde, stets reichlich Bernstein-
sdure erbalten, jedoch sind die ndheren Angaben hieriiber noch
nicht verdffentlicht.

Ebenfalls auf Rechnung der bakteriellen Zersetzung in der
Richtung der Entstehung von Bernsteinsiure sind die weiter
unten angegebenen Befunde zu setzen., Ich habe in Culturen von
Fiulnissbakterien Bernsteinsiiure gefunden.

Die Faulnissbakterien waren so gewonnen, dass 10 g gehacktes Rind-
fleisch mit 100 cem Wasser und 2 cem Natriumearbonat®) 48 Stunden im
Wirmeschrank stehen gelassen wurden. Dann wurde mit einer ausgeglihten
Platinnadel eine faulige Fleischflocke in eine Peptonlésung gebracht, die aus
10 g Pepton, 400 cem Wasser und 2 cem concentrirte Natriumecarbonatlésung
hergestellt war. Die Peptonldsung wurde wmit Watte verschlossen 48 Stunden
im Wirmeschrank, dessen Temperatur constant 39—41° betrug, stehen ge-

lassen und dann, stark faulig riechend, untersucht. Die Menge der gefunde-
nen Bernsteinsiure konnte wegen stattgefundener Verluste derselben nicht

1y Journal fiir praktische Chemie. 21. 470.
) Zeitsehr. fiir physiol. Chemie. 5. 866—369,
3 E. Salkowski, Practicum. 8,291,
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festgestellt werden. Ihre Identitit wurde nachgewiesen durch die Dimpfe
und die Reaction mit neutralem Bleiacetat. Die Menge war nur gering und
betrug héchstens einige Centigramm,

Auch in den Culturen anderer Mikroorganismen ist Bern-
steinsdure gefunden worden. So fand sie Kunz?) in den Culturen
des Bacillus strumitis Tavel und des Spirillum cholerae asiaticae;
Fitz bei der Gibrung des Mannits durch Schizomyceten, wie
bereits im ersten Theil erwdhnt. Tate?) zilichtete ans reifen
Birnen, wie weiter unten genauer berichtet wird, ein Gemisch
von Stibchen und Kokken, die aus Traubenzucker und Mannit
sehr betrachtliche Mengen Bernsteinsidure bildeten.

Hierher gehdren auch einige Beobachtungen, welche ich iiber
die Bildung der Bernsteinsdure aus Milch durch bakterielle Ein-
wirkung gemacht habe.

Tch fand in einer Milch?), welche etwa 24 Monate im Labo-
ratorium sich selbst iiberlassen und vollkommen verkist war,
0,378 g Bernsteinsdure. Die Quantitdt der verarbeiteten Milch
betrug urspriinglich etwa 500 com. Ausserdem wurden noch
Leucin und fliichtige Fettsduren gefunden, dagegen keine Milch-
séure.

Nach diesem Befunde war es klar, dass die Bildung der
Bernsteinsdure nur durch bakterische Prozesse vor sich gegangen
sein konnte, und dass die Bernsteinsiure bildenden specifischen
Mikroorganismen in dieser Milch enthalten sein mussten. Nach
diesen Mikroorganismen wurde nun gefahndet. '

Es wurden 3 Oechsen aus der verkisten Milch in ein Rhrchen, welches
verflissigte Gelatine enthielt, iibergeimpft, aus diesem 2 Oehsen in ein zweites
ebensolches Gelatinerhrchen. Diese beiden Rohrchen wurden auf Platten
ausgegossen. Die erste Platte war nach 48 Stunden bereits verfliissigt und
in Folge dessen unbrauchbar. Die zweite wurde mit 25facher Vergrdsserung
untersucht. Ks hatten sich besonders 2 Arten entwickelt:

1) diffuse Colonien,
2) runde Colonien.
Von jeder dieser Arten wurde ein Theil mittelst einer Platinnadel auf
Gelatine tdbertragen.
) Baumgarten’s Jahresberichte. 1888.
%) 5. 8. 563.
) Der verkiiste Rickstand der Milch wurde mit 1% Liter Wasser ex-
trahirt und dann nach der Methode verfahren, wie sie oben fir faulige
Fliissigkeiten angegeben ist.
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Beide wuchsen sehr rasch in die Tiefe, weniger schnell in die Breite;
nach 48 Stunden begann bereits die Verflissigung der Gelatine; bei der
runden Art etwas schneller, als bei der diffusen. Nach wenigen Tagen hatte
die diffuse Art lings der Glaswand der verfliissigten Gelatine ein Hiutchen
gebildet; die runde Art dagegen nicht. Deckglaspriparate liessen die diffuse
Art als machtige Stibchen erkennen, gleichend Oidium lactis, nur dadurch
verschieden, dass Oidinm lactis alkalisch reagirende Gelatine nicht ver-
fiissigt?). Allerdings hatte ich die diffuse Art nieht in Reincultur erhalten,
sondern es fanden sich einige Stibchen und namentlich Kokken vor, so dass
es trotz der Verflissigung der Gelatine sehr wahrscheinlich ist, dass ich
Oidium lactis erhalten habe. Die runden Colonien auf Deckglas untersucht,
erwiesen sich, mit Methylviolett gefirbt, als kurze Stabchen. Hier hatte ich
anscheinend eine Reincultur erhalten.

Nachdem dies ther Aussehen und Wachsthum der beiden
Mikrobenarten festgestellt war, wurde untersucht, ob einer von
beiden oder beide als Bernsteinsidure bildende Mikroben
anzusehen waren.

I. Versuch.

Von der diffusen Art (Oidium lactis?) wurden 4 Oehsen aus der Gelatine
auf 500 cem vorher sterilisirte frische Milch tbertragen. Die Flasche, welche
die Mileh enthielt, wurde mit Watte verschlossen und bei 26 —300 stehen
gelassen. Nach 20 Stunden war die Milch bereits coagulirt, nach einigen
Tagen zeigten sich fettartige Hautchen auf der Milch. Nach 10 Tagen wurde -
die Verarbeitung?) begonnen. Die Reaction der Milech war nunmehr stark
sauer. Ihr Gerueh erinnerte an Parmesankise. Bei der Untersuchung zeigte
es sich, dass ein grosser Theil von Milchzucker noch nicht zersetzt war. Hs
wurden sehr grosse Mengen von Milchsiure im #therischen Rickstand ge-
funden. Nun wurde versucht durch Bebandlung mit Bleioxydhydrat eventuell
vorhandene Bernsteinsfiure aufzufinden. Nach dem Verdampfen der entbleiten
Fliissigkeit zeigte sich ein minimaler krystallinischer Rickstand, der die
Hustenreaction gab.

Es waren also nur geringe Spuren von Bernsteinsiure
gefunden worden.

II. Versuch.

500 cem sterilisirte frische Milch in gleicher Weise wie I. mit der run-
den Art (kurze Stibchen) geimpft. Nach 20 Stunden war die Milch coagu-
lirt. Xs zeigte sich keine Hiutchenbildung., Nach 10 Tagen wurde die
Untersuchung begonnen. Die Flissigkeit reagirte stark sauer und erinuerte
ihr Geruch an Parmesankise. Es wurden noch sehr betriichtliche Mengen
Milehzucker gefunden. Bei der Untersuchung erhielt ich Spuren. von Mileh-
sure und an Bernsteinsiure 0,138 g. Der Schmelzpunkt derselben lag bei 1819,

1) Ginther, Einfihrung in das Studium der Bakteriologie. S.354.
?) Methode der gefaulten Flissigkeiten.
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Wenn man bedenkt, dass die zur Untersuchung gelangte
Milch etwa 20 g Milchzucker und 25 g Eiweissstoffe enthielt,
von denen sichtlich nur der kleinere Theil zerlegt war, so muss
die Menge der gefundenen Bernsteinsdure eine verhiilinissméssig
grosse genannt werden, so dass wohl behauptet werden darf,
dass die kleinen Stdbchen, welche auf der Platte die
runden Colonien bilden, die specifischen Bernstein-
sdurebildner in der Milch sind. Ob sie 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 Mileh nicht vielleicht beim Ueber-
impfen der runden Art verunreinigt durch andere Bakterien-
arten war, wurde, ehe die Untersuchung begonnen wurde, eine
Oehse aus der Milch auf Gelatine iibertragen. Diese Gelatine
verfliissigte sich jetzt nur sehr langsam und das Wachsthum
war gleichfalls ein sehr schwaches. Deckglaspriparate aus der
Gelatine nach 4 Tagen angefertigt, liessen aber Reincultur von
kurzen Stibchen erkennen. Dass die Gelatine jetat sehr viel
langsamer verfliissigt wurde und ihr Wachsthum nur sehr schwach
war, hat entschieden seinen Grund darin, dass durch die in
der Milch gebildete, nicht gebundene Sdure die Lebensfihigkeit
dieser Bacillen abgeschwicht wurde.

III. Kommt Bernsteinsiure als Produkt des Stoff-
wechsels der Wirbelthiere vor?

Nach diesen Angaben, welche darthun, dass die Bernstein-
sédure durch die Thétigkeit der Bakterien gebildet wird, nament-
lich durch solche Mikroben, welche post mortem den thierischen
‘Organismus in Angriff nehmen, kann die Méglichkeit nicht ohne
Weiteres von der Hand gewiesen werden, dass die Bernstein-
siure in jedem Fall, in welchem man sie in den Organen
gefunden hat, ihre Entstehung der Thitigkeit der Bak-
terien verdankt. Es handelte sich also darum, festzustellen,
ob sie, wie Gorup-Besanez') behauptet, in der Milz des
Rindes, der Thymus und Thyreoidea des Kalbes normaler Weise
vorkdme oder ob der Verdacht postmortaler Bildung gerechtfertigt
sel. Bel der Priifung dieser Frage konnte die Untersuchung

1) Annalen der Chemie und Pharmacie. XCVIII, S, 28, ‘
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nicht auf die von Gorup-Besanez angefibrien Organe beschrinks
bleiben, sondern es mussten, da die cadaverise Bildung der
Bernsteinsdure in Betracht kam, auch andere eiweisshaltige
thierische Fliissigkeiten untersucht werden. Es wurden zu diesem
Zweck der bequemeren Beschaffung wegen hauptsichlich Ver-
suche mit Rind- und Pferdefleisch und des besonderen Interesses
halber mit Ascitesfliissigkeit vorgenommen.

1. Versuche mit Rindfleisch.

Rindfieisch, so wie es vom Schlachter eingekauft war, wurde gehackt,
ein Theil a sofort auf Bernsteinsfiure verarbeitet, ein Theil b mit Wasser
(und Na,;(00;-Lésung) angeribrt in den Wirmeschrank gestellt, und die
Temperatur constant auf 39-—41Y gehalten ).

1. a) 100 g mit 400 ccm Wasser versetzt, wurde, wie es fiir normale
thierische Flissigkeiten oben angegeben ist, behandelt. Der &therische Rick-
stand, an dem eine Krystallisation direct niecht wahrnehmbar war, wurde
ohne vorherige Behandlung mit Bleioxydhydrat auf eine Thonplatte gebracht.
Der nunmebr bleibende Riickstand charakterisirte sich durch seinen Schmelz-
punkt von 48° und seine sonstigen Eigeunschaften als Fettsiuregewisch.

b) 100 g mit 400 com Wasser und 20 cem Natriumcarbonat (aus Ver-
sehen statt mit 10 cem) versetzt. Nach 24stiindiger Fiulniss verarbeitet. Die
Flissigkeit roch noch nicht stark faulig. Der Riickstand enthielt viel Fett-
siuren. Schmelzpunkt derselben 549, Erhitzt giebt er keine Hustenreaction.

2. a) 100 g mit 400 com Wasser versetzt. Der #4therische Riickstand
lisst keine Bernsteinsiure erkennen. Schmelzpunkt 520

b) 100 g mit 400 ccm H,O und 10 cem Na,CO,-Ldsung versetzt, nach
22 stiindiger Faulniss, stark faulig riechend, untersucht.

Der geringe itherische Riiekstand zeigt Krystallisation und giebt auf
dem Platinblech erhitzt die Hustenreaction. Also Spuren von Bernsteinsiure.

In den folgenden Versuchen wurden die #therischen Riick-
stinde mit Bleioxydhydrat, wie oben angegeben, behandelt.

3. a) 100 g mit 400 com H,0 versetzt. Der geringe Riickstand hatte
eine schmierige Beschaffenheit und unbestimmte Consistenz. Er liess keine
Bernsteinsiure erkennen.

b) 100 g Rindfleisch wurden mit 400 ccm Wasser und 10 cem Natrium-
carbonat versetzt und in den Wirmeschrank zur Faulniss gestellt. Dort
blieben sie 25 Stunden und wurden dann in Arbeit genommen. Der fithe-
rische Riickstand gab die Hustenreaction. Nach der weiteren Behandlung
desselben mit Bleioxydbydrat u. s. w. wurde ein krystallinischer Rickstand

) Bei diesen Versuchen war moch nicht auf den Grad der Ansduerung
vor dem Ausschiitteln der Bernsteinsiure mittelst Aethers geachtet
worden.
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erhalten, der alle Reactionen auf Bernsteinsiiure zeigte und dessen Schmelz-
punkt 176¢ war.

Die Menge des in diesem Falle gefundenen Riickstandes war der Schitzung
nach grosser als die bei 2b) gefundene Quantitat.

4. 50 g Liebig’s PFleischextract wurden wie 3. behandelt. Schmieriger,
zum Theil krystallinischer Riickstand, in welchem sich keine Bernsteinsiure
nachweisen liess.

5, 500 g Rindfleisch wurden sofort nach dem Einkauf in Arbeit ge-
nommen. Es blieb ein geringer schmieriger Riickstand. Bernsteinsiure
konnte darin nicht nachgewiesen werden.

6. In 150 g Cibil’s Fleischextract liess sich ebenfalls keine Bernstein-
siure finden.

2. Versuche an Rindermilzen.

Etwa 48 Stunden, nachdem die Thiere getddtet waren, wurden von
5 Pfund Rindermilzen je 500 und 600 g verarbeitet. Der Rest wurde auf
Eis im Eisschrank aufbewahrt.

A. 500 g von den sofort verarbeiteten Milzen ergaben, nach oben an-
gegebener Methode behandelt, nach mehrfacher Umkrystallisation, abwechselnd
mit Wasser und einer Mischung von absolutem Alkohol und Aether zu
gleichen Theilen folgendes Resultat. Hs wurden wenige kleine gelblich ge-
farbte Krystalle erhalten, die auf dem Platinblech erhitzt die Hustenreaction
gaben ).

B. 600 g wie A. behandelt, ebenfalls sogleich verarbeitet. Es wurde
ein minimaler, gelblich gefirbter Riickstand erhalten, dessen Dimpfe beim
Einathmen kratzten, aber keinen Hustenreiz ausiibten. Zu weiteren Reactio-
nen reichte der Riickstand nicht aus.

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

Ein geringer krystallinischer Riickstand zeigte sich, dessen Identitit mit
Bernsteinsiure durch die Hustenprobe, sowie durch sein charakteristisches
Verhalten zu neutralem Bleiacetat nachgewiesen wurde. Der Schmelzpunkt
dieses Riickstandes betrug 163°. Nach der Extraction des wassrigen Riick-
standes mif Alkohol bildeten sich beim Eindawpfen dieser Lisung auf der-
selben kleine Héutchen; dieselben liessen mikroskopisch untersucht Leucin
erkennen. Diese Hiutchen sind bei den nicht gefaulten Milzen nicht beob-
achtet worden.

D. 660 g, nach 7tigigem Aufbewabren auf Eis nach Analogie von A.
behandelt, lassen ebenfalls Leucin und Bernsteinsiure erkennen.

3. Versuche mit Ascitesfliissigkeit.

1. 500 g wurden 24 Stunden nach der Punction verarbeitet nach dem
oben angegebenen Verfahren. Es wurde ein krystallinischer Riickstand ge-

1) Die gelbliche Farbe rithrte von einer kleinen Quantitit Salpetersiure
her, durch die das Bleioxydpréparat verunreinigt war,



560

funden, der zum gréssten Theil aus anorganischen Salzen bestand. Bern-
steinsure war nicht nachweisbar.

2. 500 cem derselben Flissigkeit nach btigigem Stehen im Laboratorium,
faulig riechend, verarbeitet. Es wurden Spuren von Bernsteinsiure gefunden.
Dieselbe konnte nur durch die Hustenprobe erkannt werden.

3. 100 cem einer frischen Leiche entunommen, sofort untersucht. Keine
Bernsteinsiure nachweisbar.

4. 500 cem von derselben Flissigkeit sofort untersucht, keine Bern-
steinsdure nachweisbar.

5. 250 cem von derselben Fldssigkeit nach 4tigigem Stehen im Labo-
ratorium untersucht, stark faulig riechend. Spuren von Bernsteinsiure.

4. Versuche mit Thymus.

1. 340 g wurden gleich nach dem Einkauf fein zerhackt, mit 50 cem
Wasser versetzt und bei 500 digerirt. Dann wurde colirt und mit Essigsiure
angesiuert. Durch Erhiizen wurden die Eiweissstoffe, welche eine bell-
rosa Farbung zeigten, coagulirt und dann weiter, wie oben angegeben,
verfahren. Es konnte keine Bernsteinsiure nachgewiesen werden.

2. 430 g Thymus ebenso behandelt, lassen keine Bernsteinsiure fin-
den. In diesem Falle fehlte die Rosafirbung der Eiweissstofe.

5. Versuche mit Pferdefleisch.

I. a) 500 g gleich nach dem Einkauf gehackt und mit 2 Liter Leitungs-
wasser und etwas Chloroform versetzt. Dies wurde im Wirmeschrank bei
39—410 48 Stunden stehen gelassen und dann unfersucht. Es war in dem
schmjerigen Rickstand keine Bernsteinsiure nachzuweisen.

b) 500 g desselben Fleisches mit 2 Liter Wasser und 30 ccm Natrium-
carbonat versetzt, nach 48stindiger Féulniss untersneht.

Es wurde ein schmieriger atherischer Riickstand erhalten, der Hydro-
zimmishure und Phenylessigsdure, jedoch keine Bernsteinsiure erkennen liess.
Daran, dass keine Bernsteinsiure gefunden wurde, mdgen zwel Umstinde
Schuld haben: erstens der zu grosse Alkalizusatz, der, wenn er zu reichlich
wird, wie weiter unten erértert werden wird, die Bernsteinsfunrebildung zu
hemmen scheint; zweitens ist vielleicht der whssrige Auszug vor seiner Aus-
schiittelung mit Aether zu schwach angesiuert gewesen, eine Vermuthung,
die sich leider nicht mehr controliren liess, als diese Moglichkeit bel einem
spateren Versuche festgestellt wurde, da die betreffende Flissigkeit schon
fortgegossen war. .

2. 500 g nach 48 stindiger Faulniss zur Controle von 1 b) untersucht.
Hs sollte hier gepriift werden, ob der grosse Alkalizusatz an dem negativen
Resultate von 1b) Schuld sei. Zu diesem Zweck wurde das gehackte Fleisch,
che es faulen gelassen wurde, wit 2 Liter Wasser und nur 15cem Nafrium-
carbonat versetzt, ein Alkalizusatz, wie er friher von E. Salkowski zur
Gewinnung der Bernsteinsiure aus Pferdefleisch angewandt war. Bei diesem
Versuch wurden . zuerst in dem #therischen Rickstand nur Spuren von Bern-
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steinsiure gefunden. Der #therische Rickstand weiter behandelt nach
E. Salkowski’s Practicum S. 289 ergab 0,017 g Bernsteinséure. Bei noch-
maliger Prifung der whssrigen Losung, welche zum Ausschiitteln mit Aether
benutzt war, ergab sich, dass dieselbe nur schwaech sauer war. Es lag
nun die Méglichkeit vor, dass vielleicht der grisste Theil der Bernsteinsiure,
der hauptséchlich als Natriumsalz in der Losung sich befand, noeh nicht
aus seiner Verbindung befreit war. Diese Vermuthung wurde nunmehr durch
starke Ansduerung der wissrigen Losung gepriift. Die Lésung wurde dann
mit Aether in der oben angegebenen Weise ausgeschiittelt. Beim Eindampfen
des 4therischen Riickstandes erstarrte derselbe nunmehr krystalli-
nisch. Die Krystalle wurden durch Behandlung mit Kohle in whssriger
Lésung, Eindampfen, Absaugen der Krystalle auf Thonplatten, wie oben an-
gegeben, gereinigt und gewogen. Es wurde gefunden 1,933 g! Husten-
probe, Reaction mit neutralem Bleiacetat und Schmelzpunkt
1780 liessen erkennen, dass es sich um Bernsteinséiure handelte.

3. 500 g zu gleicher Zeit und ebenso wie 2. behandelt, gleichfalls zur
Prifung von 1b) angestellt. Der #therische Riickstand nach schwacher An-
sduerung enthilt 0,014 g Bernsteinsiure. Nach starker Anséuerung 19975 g
Bernsteinsiure. Berechnet man, wie viel Bernsteinsiure sich in diesen bei-
den Fallen aus dem Eiweiss gebildet, so ergeben sich fast 2pCt. des
trockenen Eiweiss.

Diese Versuche unterstiitzen die Angabe Gorup-Besanez’,
dass die Bernsteinsiure ein Produkt des normalen Stoffwechsels
sei, in keiner Weise. Es ist zwar auch hier einmal in der
normalen Milz eine Spur Bernsteinsiure gefunden worden, doch
ist es sehr wahrscheinlich, dass dieses blutreiche, sehr schnell
in Faulniss iibergehende Organ, nicht mehr frisch genug zur
Verarbeitung gelangte. Bedenkt man nun ferner, mit welchen
Massen Gorup-Besanez arbeitete — 168 Stiick Thymusdriisen
vom Kalb und nicht unter 10 Pfund Rindermilzen auf einmal —,
so ist in diesen Fillen gewiss nicht anzunehmen, dass die
Organe in frischem Zustand zur Verarbeitung gelangten. Es
muss auch nach den oben angefiihrten Versuchen als feststehend
gelten, dass die Bernsteinsiure ein cadaverbses Produkt
ist und es hindert uns nichts, anzunehmen, dass tberall da,
wo sie in thierischen Organen gefunden wurde, dieser Befund
gleichfalls einer postmortalen Einwirkung zuzuschreiben ist:
Wenn Gorup-Besanez ferner die Frische seiner Organe da-
durch nachzuweisen sucht, dass er nur in der Milz, Thymus
und Thyreoidea, sonst aber in keinem anderen Organ, obwohl
dieselben in analogem Zustande zur Untersuchung kamen, Bern-
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steinsdure gefunden habe, so muss daraul srwidert werden, wie
spiiter noch genauer dargelegt werden wird, dass es nicht blos
von der Intensitét der Fiulpiss abhfingt, ob keine Bernsteinsiure
oder biz zu 2 pCt. der trockenen Eiweisssubstanz gebildet wird.
Es kinnen begleitende Umstidnde dahin wirken, dass in einem
Falle eine geringe und kurze Einwirkung von Fiulnisserregern
Mengen dieser Biure hervorbringt, welche im anderen Falle erst
nach ldngerer Frist zur Entstehung gelangen konnen oder vielleicht
iiberhaupt nicht.

IV. Aus welchen Stoffen bildet sich die Bernsteinsiure
bei der bakteritischen Zersetzung?

Bei der Entstehung der Bernsteinsiure unter dem Kinflusse
von Bakterien ist es von Interesse, das Material, aus welchem
dieselbe sich zu bilden pflegt, einer Betrachtung zu unterziehen
und die Bedingungen und Mengenverhéltnisse hierbei zu beob-
achten.

1. Bildung von Bernsteinsédure aus Kohlehydraten.

Bei der Alkoholgéihrung stellt der Zucker (Traubenzucker,
Frucht-, Rohr-, Milchzucker) das Material fiir die Entstehung
der Bernsteinsdure dar und die Untersuchungen von Pasteur
haben gezeigt, dass die langsame Gihrung, welche sich iiber
Wochen hinzieht, ihre Entstehung am meisten begiinstigt. Die
Menge der gebildeten S#ure betriigt dabei unter den verschie-
densten Yerhéltnissen 0,5—0,7 pCt. vom Gewicht des vergohrenen
Zuckers. Pasteur hat dabei folgende wichtigen Beobachtungen
gemacht. Je linger die Gdhrung dauert, je erschépfter und dlter
die Hefe ist und je geringer die Nahrmittel sind, welche ihr
Wachsthum begiinstigen, desto mehr Bernsteinsiure und Glycerin
und desto weniger Alkohol bildet sich. Auch die Reaction der
vorgohrenen Fliissigkeit zeigt an, wie die Vergihrung in Bezug
auf die Bildung von Bernsteinsiure und Glycerin verlaufen ist.
Reagirt die Fliissigkeit sauer, so ist sie ungiinstig verlaufen,
reagirt sie neutral, sehr giinstiz. Saure Reaction zeigt hiufig
die Gegenwart von Milchsiiure an, deren Entstehung die Hefe
unglinstig zu beeinflussen scheint in Bezug auf die Bildung der
Bernsteinsiure. Welches der Grund dieser Erscheinungen ist,
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hat Pasteur nicht ermitteln kénnen. Als Material fiir die
alkoholische Zuckergéibrung eignen sich alle Zuckerarten, doch
liefert nach Pasteur Milchzucker die besten Resultate.

Die Hefezellen sind aber nicht die einzigen Mikroorganismen,
welche aus Kohlehydraten unter anderen Produkten DBernstein-
siure zu bilden vermdgen. Die Beobachtung von Fitz ist schon
oben erwdhnt. Ferner ist auch das Gemisch von Bakterien,
welche bei der Eiweissfaulniss thétig sind, im Stande, aus Kohle-
hydraten Bernsteinsdure zu produciren. Hierfir kann ich zu-
nichst einen von E. Salkowski frither angestellten, nicht ver-
dffentlichten Versuch anfihren. 200 ¢ Amylum wurden mit
3 Liter Wasser iibergossen, in die Mischung einige Flocken
faulenden Fleisches eingetragen, gut durchgeriihrt und bei etwa
40° stehen gelassen. Die Mischung nahm bald saure Reaction
an, welche von Zeit zu Zeit durch Natriumcarbonatlosung be-
seitigt wurde, so dass die Mischung immer schwach alkalisch
war. Nach 2 Monaten wurde die Mischung ganz so wie die
Faulnissgemische aus Fleisch verarbeitet. Nur zum Schluss war
das Verfahren etwas anders. Die entstandenen Siuren waren,
wie gewdhnlich, in den Aether iibergefiihrt, der Aether abdestillirt.
Aus dem beim Verdunsten des Acthers zuriickbleibenden ol-
formigen Riickstand wurden die reichlich vorhandenen fliichtigen
Fettsduren durch Destillation im Wasserdampfstrom entfernt,
der dann bleibende Riickstand in Wasser geldst und filtrirt, die
Losung mit basischem Bleiacetatgefillt, der Niederschlag abfiltrirt,
ausgewaschen, in Essigsfiure geldst, die Losung durch Einleiten
von H,S entbleit, vom Schwefelblei abfiltrirt, das Filtrat zur
Krystallisation eingedampft, die Krystalle dann auf einer Thon-
platte abgesogen. Es wurden so 0,2 g villig reine Bernstein-
siure vom Schmelzpunkt 183° erhalten. Natiirlich ist diese
Zahl nur eine Minimalzahl, da bei der Darstellung und Reinigung
der Bernsteinsiure erhebliche Quantititen verloren gegangen sein
miissen.

Sodann hat in neuerer Zeit Tate*) aus reifen Birnen Mikro-
organismen geziichtet, nach der Beschreibung aus ,Stéibchen
und Kokken“ bestehend, welche aus Traubenzucker und Mannit

1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. XXVI. Referatband S.878. Referat aus
Journal of the Chem. Soc. 1893. p. 1263,
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linksdrehende Milchsdure, daneben Alkohol und Bernsteinsiure
erzeugen. Aus je 9 Mol. Traubenzucker bildeten sich bei der
bakteriellen Zersetzung 2 Mol. Alkohol, 1 Mol. Bernsteinsiure
und 7—8& Mol. linksdrehende Milchsdure, neben kleinen Mengen
Essigsdure und Ameisensdure. Da das Molekulargewicht des
Traubenzuckers 180, das der Bernsteinsiure 118 ist, so haben
1620 Theile Traubenzucker 118 Bernsteinsiure geliefert. Der
Traubenzucker hat also 7,2 pCt. seines Gewichtes an Bernstein-
saure geliefert, wohl die grosste Quantitit, welche je aus Kohle-
hydraten erhalten worden ist. Ich selbst habe folgenden Versuch
mit Rohrzucker angestellt.

200 g Rohrzucker wurden mit 3 Liter Wasser ibergossen, in die
Mischung einige Flocken faulenden Fleisches eingetragen, mit 10 cem Natrinm-
carbonat versetzt und gut durchgertihrt; die Flissigkeit wurde bei 400 stehen
gelassen. Die Flissigkeit wurde bald sauer und zeigte Buttersduregeruch, so
dass sie von Zeit zu Zeit immer wieder von Neuem mit je 10 cem Natrium-
carbonat alkalisirt werden musste. Es wurden 210 ccm Natriumearbonat im
Laufe der Zeit hinzugefiigt. Es hatten sich also, da 10 ccm geldstes NagCO,
ungefihr 1,6 g reines NayCOy enthielten, etwa 50 g Shure gebildet. Der Ver-
such wurde am 13. Januar begonunen und am 21. Februar abgeschlossen, ob-
wohl ein grosser Theil des Zuckers noch nicht zerlegt war. s wurden ge-

funden Essigsiiure, Milchsiure und Bernsteinsiure. Die beiden letzteren in
nicht unerheblichen Mengen.

2. Bildung der Bernsteinsiure aus Eiweiss.

Es ist als zweifellos anzusehen, dass auch durch Zersetzung
von Eiweiss Bernsteinsdure entstehen kann. Zwar kénnte man
meinen, dass die Versuche an Fleisch allein nicht ganz bewei-
send seien wegen des Gehaltes desselben an Kohlehydraten,
jedoch ist der Gehalt an Kohlehydraten fiir die unter Umstinden
sehr grosse Ausbeute an Bernsteinsiure viel zu gering und ausser-
dem ist sie auch im jauchigen Eiter, bei der Fibrinfdulniss und
in faulender Ascitesfliissigkeit gefunden worden, wo dieser Einwand
fortfillt. Die Menge der gebildeten Sdure ist natiirlich abhingig
von den Bedingungen, unter welchen ihre Bildung stattfindet.
Von grossem Einfluss auf die Quantitit der bei der Fiulniss ge-
bildeten Bernsteinsiure ist der Alkalescenzgrad der Mischungen.

Dies beweisen die folgenden Versuche.

1. 250 g Pferdefleisch wurden gehackt, mit 1 Liter Wasser und 7§ ccm
Na,CO0; versetzt, dann bei constanter Temperatur von 39—41° 48 Stunden
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stehen gelassen und nach dem Verfahren, wie es oben fir Faulnissfliissig-
keiten angegeben ist, untersucht. Es wurde gefunden an Bernsteinsidure
1,028 g.

2. 250 g von demselben Pferdefleisch ebenso behandelt, und mit 30 cem
NayC0; versetzt, ebenfalls nach 48stiindiger Fiulniss untersucht. Es wurde
gefunden an Bernsteinsiure 0,106 g.

3. 250 g Rindfleisch mit 1 Liter Wasser und 7% cem Natriumearbo-
nat versetzt, nach 48stiindiger Faulniss untersucht. Es wurde gefunden an
Bernsteinsiure 0,467 g.

4. 250 g von demselben Rindfleisch ebenso behandelt ohne Alkali-

zusatz nach 48stindiger Fiulniss untersucht. Es wurde gefunden 0,314 g
Bernsteinsiure.

Man kann aus diesen Versuchen erkennen, welche Bedeu-
tung in den fauligen thierischen Fliissigkeiten der Gehalt an
Alkali hat. Wie oben S. 561 bereits berichtet ist, lieferte
Pferdefleisch bei einem Zusatz von Natriumcarbonat von
15 cem der concentrirten Losung auf 2 Liter Wasser
ungefihr 2 pCt. seines Eiweissgehaltes, an Bernstein-
sdure. Dieser Alkalizusatz scheint das Optimum fiir die Bil-
dung dieser SHure zu sein. Dann folgt die natiirliche Fénlniss,
wihrend bei einer Steigerung des kiinstlichen Alkali-
gehaltes um das Vierfache, nur noch der zehnte Theil
Bernsteinsdure sich bildet. Gleichfalls scheint folgendes
Ergebniss dafiir zu sprechen, dass der Gehalt an Alkali ein
wesentlicher Factor fiir die Intensitdt der Faulniss ist. Als
bei den Versuchen 3 und 4 die sich entwickelnden Gase in
3 procentige Cyanquecksilberlisungen geleitet wurden, hatte sich
im ersten Falle fast nur Quecksilbersulfid gebildet, ein Zeichen
dafiir, dass das entweichende Gas H,S war; im zweiten Falle
hingegen zeigte sich ganz tiberwiegend Quecksilbermercaptid von
dem entstandenen Mercaptan herriihrend. Aus allen diesen
Versuchen geht also hervor, dass ein Plus oder Minus von
Alkali sehr wesentliche Abweichungen in dem Ablauf
der Zersetzungsvorginge verursacht. Im Hinblick auf
solche Fille kann man sich leicht vorstellen, dass die
Mikroben, beeinflusst von dem Alkaligehalt des zu
zersetzenden Materials in dem einen Falle Toxine bil-
den, in dem anderen nicht. Man kinnte daran denken, auf
diese Ursache es zuriickzufiihren, wenn nach erfolgter Infection

Archiv f. pathol. Anat. Bd.137. Hft.3. 37
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in dem einen Falle die Krankheit zu Tage tritt, in dem andersu
nicht. Und es ist dieses vielleicht ein Punkt, der dazu beitriigt,
den unbestimmten Hinfluss von Ort und Zeit auf die toxische
Thatigkeit der Bakterien zu erkléren.

Um noch einmal auf den schon oben erwihnten Einwurf
Gorup-Besanez’ zurfickzukommen, worin er die Frische seiner
Organe zu beweisen sucht: es kdnnen, wie aus obigen Versuchen
gefolgert werden muss, die hemmenden Momente der Bildung
von Bernsteinsiure so sehr entgegenwirken, dass dieselbe gleich O
wird. Nicht die alkalische Reaction der zu untersuchenden Fliissig-
keit allein gentigt, um der Entstehung dieser Siure nicht hinder-
lich zu sein, sondern der richtige Gehalt an Alkali. Wenn also
Gorup-Besanez unter analogen Bedingungen in der Milz u. 5. w.
Bernsteinsiure gefunden hat, im Pankreas, in den Nieren dagegen
nicht, so ist das kein Beweis fiir ihr Vorhandensein daselbst
ante mortem, sondern dies muss nach vorliegenden Untersuchun-
gen als Zeichen daféir angesehen werden, dass hier die zu ihrer
Bildung giinstigen, dort die ungiinstigen Momente post mortem
privalirten.

Erwihnt mag hierbei noch werden, dass das Muskelfleisch
der verschiedenen Wirbelthiere je nach seiner Zusammensetzung
im Hinblick auf Eiweiss und Kohlehydrate verschiedene Resnl-
tate liefert in Bezug auf die Mengenverhiltnisse der entsiehenden
Bernsteinsiure. Aus Rindfleisch wurde bei sonst durchaus auch
hinsichtlich des Alkaligehaltes gleichartigen Bedingungen stefs
weniger Bernsteinsiure erhalten als aus Pferdefleisch, nehmlich
nor L8 pro mille gegentiber 4 pro mille vom Gewicht des
frischen Fleisches. Man kénnte daran denken, diesen Unterschied
auf den grdsseren Gehalt des Pferdefleisshes an Kohlehydraten,
nehmlich Glykogen, zuriickzufiihren, jedoch ist der Gebalt des
Pferdefleisches an Glykogen, wenn auch weit grosser, als im
Rindfleisch, doch viel zu gering, um darauf die Bernsteinsiure
zuriickzufihren.

3. Bildung der Bernsteinsiure aus Leim.

100 g Gelatine wurden in 2 Liter Wasser geldst, 2 g KH,P0,, 1 g
MgSO, hinzugefiigt, eine faulige Fleischflocke in das Gemiseh eingetragen,
wit 12 cem NayCO; alkalisirt und bei constanier Temperatur von 39 —410
stehen gelassen. Nach 8 Tagen wurde die Untersuchung nach der Methode
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fir gefaulte Flissigkeiten begonnen. BEs fand nur geringe Gasbildung statt
und enthielt die Cyanquecksilberlésung nur geringe Mengen von Quecksilber-
mercaptid. Es wurde beim Eindampfen des #therischen Riickstandes ein
starker Geruch von Dimpfen der Phenylessigsiure bemerkt. Schliesslich
blieb ein 6&liger Rickstand. Derselbe wurde wit Bleioxydbydrat hehandelt
und gelang es auf diese Weise, nicht geringe Mengen von Bernsteinsiure
zu finden. Der wissrige Auszug aus dem durch Kochen mit Bleioxydhydraé
erhaltenen Rickstande wurde gleichfalls durchk H,8 entbleit, vom Schwefel-
blei abfiltrirt und das Filtrat eingedampft. Es wurde eine krystallinische
weisse Masse erhalten, welche auf eine Thonplatte gebracht wurde. Die so
erhaltenen weissen Krystalle wurden mikroskopisch und chemiseh untersucht,
doch kein Anhaltspunkt fir ihre Zusammensetzung gefunden. Der Schmelz-
punkt lag tber 200°.

Mit einigen Worten mochte ich noch eingehen auf das Vor-
kommen von Bernsteinsiure in der Echinokokkenfliissigkeit, wo
sie zuerst von Heintz') gefunden wurde. Dass hier Irrthiimer
durch ihr Auftreten als Fiulnissprodukt vorkommen kdnnen, er-
scheint nach obigen Versuchen mit Ascitesflissigkeit in der
sich erst nach 4- bis 7tdgiger Fiulniss Bernsteinsiure fand, so
gut wie ausgeschlossen, da schwerlich jemand so lange
warten diirfte, ehe er seine Versuche beginnt.

Fassen wir zum Schluss die Ergebnisse der Untersuchungen
zusammen, so mochten sich dieselben in folgenden Sidtzen aus-
driicken lassen.

1) Die beste Methode zur Isolirung der Bernsteinsiure ist,
in Uebereinstimmung mit &lteren Angaben von E. Salkowski,
ihre Ueberfiihrung in alkoholhaltigen Aether.

2) Zur Reinigung der beim Verdunsten des Aetherauszuges
erhaltenen Bernsteinsiure ldsst sich kein generelles Verfahren
angeben. Dasselbe hingt ab von den besonderen Umstinden.

3) Fiir Faulnissmischungen lésst sich mit Vortheil ein Ver-
fahren der fractionirten Ansiuerung der mit Aether zu extra-
hirenden Fliissigkeit anwenden.

4) Die Bernsteinsaure ist ein Produkt der Lebensthitigkeit
verschiedener Mikroorganismen und kann durch diese sowohl
aus Kohlehydraten, sowie diesen nahestehenden Substanzen,
als auch aus Eiweiss gebildet werden. Ihre Quantitdt ist in
letzterem Falle von dem Alkaligehalt der Mischung abhingig.

Y Jen. Annalen der Physik u. Medicin. I. 8.180—191.
31



568

5) Die Organe enthalten in physiologisch {rischem Zustande
keine Bernsteinsiure. Wo sie sich in diesen findet, ist sie als
postmortales Produkt anzusehen; sie ist also kein Stoffwechsel-
produkt der animalen Zellen, sondern der Mikroorganismen.

6) Beim Stehen sauer gewordene und Monate lang auf-
bewahrte Mileh enthiilt Bernsteinsinre. Bei der bakteriologischen
Untersuchung derselben findet man unter anderem einen kurze
Stibehen bildenden Bacillus, welcher auf Gelatine runde, scharf
abbegrenzte, verflissigende Colonien bildet. Impft man Milch
mit einer Cultur dieser Kurzstdbchen, so bildet sich in ihr nach
wenigen Tagen Bernsteinsiure.

Zum Schluss erfiille ich die ebenso ehrenvolle, wie an-
genehme Pflicht, Herrn Prof. E. Salkowski fiir die Anregung
zu dieser Arbeit, sowie fiir die freundlichst jeder Zeit gewihrte
Unterstiitzung bei derselben meinen innigsten Dank auszudriicken.

XXIV.

Die Entstehung der zelligen Infiltration
bosartiger Tumoren.

Voo W. Heidemann,

I, Assigtenten am Pathologischen Institut der Universitit Greifswald.

In Bd. 129 dieses Archivs (8. 77) habe ich Untersuchungen
mitgetheilt iiber die Lntstehung und die weiteren Schicksale
der kleinzelligen Infiltration in der Umgebung von Carcinomen;
ich habe damals gefunden, dass die kleinzellige Infiltration aus
siner Umwandlung des Gewebes hervorgegangen ist, bel welcher
im derben Fasergewebe an der Grenze des Carcinoms viele neue
Zellen auftreten, welche hart an den Krebszapfen meist jungen
Gewebszellen oder Leukocyten &hnlich sehen, dagegen in der
Nihe der derben ruhenden Nachbarschaft solche Formen ent-
halten, die weder mit diesen Aehnlichkeit haben, noch iiberhaupt
als voll ausgebildete Zellen zu betrachten sind.



