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der Mikroben,
Yon

Ferdinand Blumenthal.

Es ist bekannt, dass die Spaltpilze nur aufl neutralem oder alka-
lischem Nihrboden gedeihen. Da aber die meisien der gebriiuchlichen
Néhrboden an und fiir sich saucr reagiren, so hal man stets ein gewisses
Quantum Alkalilosung zugesetzt, bis die Reaction neutral oder schiach
atkaliseh war. In der Literatw ist diesem Punkt in Bezug auf die
Bereitung der Niahrboden nur soweit Anfmerksamkeit geschenke worden,
als Giinther?) eine deutlich alkalische Reaciion verlangt. . Frinkel?)
sprichl davon, dass bei saurer Reaction nur eine schwache Enilwicklung
stattfindet neben dem Auftreten von Hefepilzen als ungebetenen Giisten.
Eine starke Alkalescenz will Frinkel vermieden wissen, weil sie dic
durchsichligen Nahrboden tribe. In den ilteren Fiulniss- und Gihrungs-
versuchen wurde vielfach, namentlich von Hoppe-Seyler und seinen
Schiilern den Gihrungsgemischen kohlensaurer Kalk hinzugesetzt, wohl
in Analogic zu dem angewandten Verfahren zar Darstellang der Mileh-
siure, in der bestimmien Absichl, die bei der Gihrung entstebenden
Siuren zu binden, so dass dic Flissigkeit stels neutrale Reaction hatte,
da es schon damals hekannt war, dass die Milchsinvegiloung bei saurer
Reaction bald siill steht und nach Analogie mil dicser bei anderen it
Sidurebildung verbundencn Gihrungen dasselbe zu erwarten war. Grissere,
ja selbst selr bedeutende Mengen von kohlensaurem Natron haben Dhei
den Fiumissmischungen zuerst 15 0. 11 Salk o wski3) angewandt, nimlich

1) Einfihrung in das Studinm der Bakterienkunde. 1893, S, 21, 113, 108,
2) Grundrigs der Bakterienkunde, 1887, S, 96---99.

) Zeitsehvift fiie physiologisehe Chemie, VI S, 420, 1883,
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2 P BLUMENTHAL,

auf je 1 Liter des dem Fleisch zugeseizten Wassers 2580 eem kalt
gesiittigte Losung von Natriumcarbonat. Die Autoren thaten dies, um
sicher zu sein, dass die Fiulnissmischung bis zum Ende der Féulniss
alkalische Reaction bewahrie. In neuerer Zeit haben namentlich Rob ert
Koch und Hesse) darauf hingewiesen, dass die Entwicklung der Cholera-
spirillen: sehr wesentlich davon abhiingt, dass dev Nihrboden die richtige
Menge Alkali enthilt. Nur auf solchem Boden geziichtete Choleravibrionen
lassen sich nach Koclh von ihnlichen Mikroben mit Sicherheit unter-
scheiden.  Ebenso findel sich ecine Noliz, durch welehe der Verdacht
ausgesprochen wird, dass das Alkali cinen Einfluss aul die Bildung von
Indol ausiibe in der cilivten Avbeit von E. w II Salkowski. Dicse
Forscher haben ndmlich in cinem Falle, wo sie wur halh so viel Na,
Coy-Lisimg dem Zerselzmgsmaierial sufiigien, als bei den andern Ver-
suchen eine grossere Indolmenge evhalten, als sonst.  Dicses Resultat
ist thnen so anffallend, dass sie die erhaliene Zahl mit cinem Fr gezeichen
versehen.  Sie sagen dariiber (I e. 80433, Sehr anffallend ist die aus
der Reihe fallende Zahl fir den Versueh VI. von nur 2tdgiger Dauer;
miglicherweise steht dieselbe mic der gevingeren Akalisirung in Zusammen-

hang, doch miissten hicviiber noch hesondere Versuche angestellt worden. “
Bei den Untersuchungen ither Bernsteinsiure ergab sich fir mich?) die
iberraschende Thatsache, dass die Bildung derselben in hohem Maasse
abhingig war, von dem Alkaligehalt der Mischungen.  Wurden 250 g
Pferdelleisch mit 1 Liter Wasser und T, cem kall gesiittigte Sodalgsung
versetzt, so bildeten sich in 48 Siunden 1 g Bernsteinsdure; bei
30 cem Alkalizusatz vur noch 1 dee. Bei der gleichen Menge Rind-
fleisch wurden ohne Alkalizosaiz 0,3 g hei Ty cem Alkalilosung 0,46 g
Bernsteinsiure gefoniden.  Ehenso wurde, wenn auch nicht guantitativ
festgestellt, ein Binfluss des Alkalis auf die Bildung von Methylmercaptan
und Schwefelwasserstoff3) gefunden. Diese Thatsachen erschienen wichtig
genug um die Frage von dem Einfluss des Alkalis auf den Sloffwechsel
der Mikroben einer besonderen Untersuchung zu unterziehen, zumal derartige
Untersuchungen gocienct schienen, dariither cinige Aufklarong zu geben,
warum vollvirulentie Bakterien in dem einen Falle Krankheii hervorrufen,
in dem andern nicht.  Denn in Folge der Alkalescenz des Blutes ist
der Organismus ja auch nichts weiter als ein alkalischer Néhrboden,
dessen Alkalescenz physiologiseh und pathologisch Schwankungen unterliegt.
Wire es also der Fall, dass der Alkaligehalt des Nihrbodens einen
hervorragenden Linfluss auf die Bildung cinzelner, namentlich sehidlicher

1) Zeitsehrift v ilygiene und Infectionskrankheiten, Bd. XV. 2. 8. 183
Siche auch Dahmen, Centralblalt fir Bakteriologic, Bd. 12, 1392, No. 18, 8. 620,
und Fligye, Zeischrill fiiv Uygiene, Bd. 14, 1893, 5. 195,

2) Virchow’s Archiv. Bd. 137, 1. 3. S. 539~ 568,

3) Kbendas. S. 365,
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Stoffwechselproducte hat, so war die Erklirang fir die verschiedene
Einwirkung der Mikvoben aul den inficirten Organismus bis zu ecinem
gewissen Grade wenigstens gegeben,

Sollte nun der Einfluss des Alkalis einer Untersuchung  unterzogen
werden, so war es selbstversiéindlich, dass es fir den Zusatz von Allkali
cine ])Gbﬁnlllll,(‘, Grenze geben konnte, bei dev eine Zersetzung nicht mehr
oder nur moch in abgeschwichiem Maasse statifinden komnte. A priori
war es auch nicht mighich zu wissen, ob dureh Variation des Alkak-
zusatzes nicht iiberhaupt die Intensitit der Zersetzung beeinflussi wurde
und ob nicht die crheblichen Unierschiede in den frither erhalienen
Resultaten auf eine Forderung oder Hemmung der Gesammizerseizung
zuriickzufihren seien. Doch war dieses wenigslens in dem einen erwihntien
Versuch von E. u. H. Salkowski nicht der Fall, da hier procentisch
dieselbe Quantitdl Fiweiss ungelést geblichen war, wic in den andern
Versuchen.

Gang der Untersuchun o

Eine grosse Schwicrigkeil stellie sich der Beantwortang der vor-
liegenden Frage schon dadurch entgegen, dass der Stoffwecsel der Rein-
culturen nur wenig methodiseh untersucht 1'% Man hatte sich vielfach
damil begniigi, was ja von loher Wichtigkeit i , festzustellen, wie das
mit einer hnstunmten Mikvobenart geimpfte \ahrm(uum] an sich oder
in scinen Ausziigen nit Alkohol, Glycerin cte. auf den tierischen Organismus
wirkte. Tier aber handelte es sich darum feslzustellen, ob die Stoff-
weehselproducte I einzelnen vom Alkali beeinflusst wirden in Bezug
auf dic gebildete Quantitit. Es komnten also hei der Untes suchung nur
solche Producte in Frage kommen, deren Nachweis quantitativ moglich
war. Da aber dic Reinculturen nur cine geringe Ausheute liefern und
dic Genauigkeit der Methoden mii der geringeren Ausheute abmimant,
mussten erstens die Versuche mit Reinculluren iiber Woehen ausw(lehut
werden, damit dic Ausbeute cine  bhrauchbare war, zweilens war zu
beflu(’h[(n dass die Pricision der Resultate dureh dl(‘ MangeMaltigkeit
der Mvthodon leiden wiirde.  Schliesslich waren aber Untersuc limngen mit
Reineulturen unerls sslich, da nur dureh diese zu erkennen war, ob das
Alkali imnerhalb  des \Loﬂwuhsd‘ ciner  einzigen Arvt wdeuten(ln Ab-

weichungen in der Zersetzung verursachi.  Andrevseits war os aber anch
nicht unwichtig und uninteressant diesc Frage an Mischeulturen zu beant-
worten, zumal die Infectionen beim Menschen nieist Mischinfectionen sing.
Dazu kam noch, dass die Zevseizungen mit Misehealuren nur ither kurze
Zeit ausgedelmt zo werden brauchion und aucl eine grossere Ausheule
als bei Reineultoren crwarten liessen.  Als Repritsentant von Mischenliuren

wurde jenes Gemiseh von Mikroorganismen wntersucht, das man  als
Idulnisserreger zu bezeichnen pllegr. Die Kenntniss der Fiaulniss st
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gerade darum, wie Ii. Salkowski ausfilhrt, von hohem Interesse, weil
sic der Darmfdulniss am dholichsten ist.  Diese Darmfiulniss ist aber,
- wie bekannt, hiufig die Ursache infectidser und toxischer Erkrankungen.
Da die Faulnisserveger stets aufl gleiche Art gewonnen, d. h. aus
eleichem Maierial und bei gleichem Alkaligehalt und nach gleicher Zeit-
daner zum Ueberimpfen benulzt warden, so licgt darin wohl eine genfigende
Garantie fur die Gleichartigkeit der Fiunisscrreger und fiir die Vergleich-
‘barkeit der Versuche.

Fiaulniss.

Bei diesen Uniersuchungen war es unimiy

ich s@ammtliche Spaltungs-

producte zu beviicksichtigen, welehe durch die Fiulnisserreger aus ciweiss-
haltigem Material gebildet werden konnien.  Abgeschen davon, dass nur
ein Theil derselben gut bekannt ist, sind selbst unter den gut bekannten
Korpern nur fiir eine verbéltnissméssig  gevinge Zahl  Methoden  zur
quantitativen Bestimmung vorhanden.  Tine anndbernd quantilative Be-
stimmung der Producie isi aber zur Beurtheilung der vorliege “rage
Vorbedingung.  Ausserdem ist die geringe Ausheute der einzelnen Kérper,
welehe -bei der Fiulnisg, noch melr bei den Versuchen mit Reinealturen
s cerwarten stand, ein Punkt gewesen, der immer wieder die Beurteilung
der Frage erschwerte, Beide Punkte, sowohl die nur anndhernde Genanigkeit
der Methoden in quaniitativer Bezielung, als anch die geringe Aushoute
der cinzelnen Producte zwangen, war den grisseren Unierschieden
in der Ausbeute ein Gewicht beizulegen, kleinere, vielleieht mit Unrecht,
vorlaulie noch zu vernachlissigen.

Da ex nun bei der vorliegenden Frage vorerst iiberhaupt nor daraut
ankommt, festzustellen, ob cin Einfluss des Alkali auf den Stoffwechsel
der Mikroben vorhanden ist, so gentigte s vorliulie, die Untersuchungen
bei der Fiulnisy anf die folgenden Producte zu beschrinken, deren Unter-

suchung an wnd fir sich cin grisseres Interesse beansprucht.  Diese
Produkte sind Sehwelclwasserstoff,  Methylmercaptan, Amoniak, Indol,
Phenol, die tlichtigen und die nicht flichticen Siuren.  Zugleich war in
der Bestimmung der nicht gelosien Eiweisskieper ein Maassstab fiir die
Intensititi der Zersetzung unter dem Einfluss des Alkali gegeben. Ehe

ich zur endgiiltigen Sehilderung der sehliesslich angewandien Uniersuchings-
methode komme, claube ich noch einiges darvither mittheilen 2z miissen,
was anich veranlasst hat, am Ende so zu verfahiren, wic es gesehehen ist.
Methylmercaptan,

Dieser Kirper isc zuerst von Nenekily als Spaltunesproduet des
Liweiss durch Bact. liguefacicns magnum gefunden worden.  Indessen ist

1) Monatshefte fiic Chemie. Bd. N. 1889, S, 526,
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zu bemerken, dass schon frithere Angaben vorliegen, welche auf dic Ent-
stehung des Mercaptans bel der Fdulniss hinweisen. E. w. IL Salkowski
sagen bereits inihren ersten Mittheilungen?) iiber Tiweissfinlniss heziiglich
des Destillates aus gefaultem Fleiseli L.dic noch vor dem Kochen iher-
gehenden Wasserdampfe fihrien héchst geringe Mengen eines schwaceh
gelblichen in Wasser untersinkenden Oeles von  entschieden mercaptan-
artigem Geruch mit sich.  Durveh die rveichliche Bildung von Schwefel-
patrium beim Irhitzen mit Natrium erwies sich dasselbe als stark sehwefel-
haltig.  Die Priiffung auf Stickstoff crgab  ein negatives Resultat. Zur
genaueren Untersuchung reichte seine Menge nichi aus.  Bs ist hiermit
zum ersten Mal eine organische Schwelelverbindung als Spaltungs-
product des Tiweiss erhalten . worden.®  Ebenso dussern sich  dieselben
dahin, dass an dem Féiulnissgeruch die mercaptanartigen  dusserst
fliichtigen Substanzen betheiligh scien.2)

Spiter gelang es besonders Rubner?) aus Biweiss and den ver-
schicdensten  eiweisshaltigen Korpern, bei der Kalischmelze des Iiweiss
sowohl, wie bei der hakieviellen Einwirkung, ja selbst beim Kochen mit
Wasser Mercaptan abzuspalten und den Nachwels zu fithren, dass es sich
fast ansschliesslich um Methylmercaptan dabei handelt.  Damit war die
physiologische und  pathologische Bedeutung dieses Korpers  dargethan,
zumal Rekowskid) die starke Gifrigkeit dieser Verbindung gezeigt halie.
Er hatte nimlich gefunden, dass 0,033 ¢ Methylmereaptan pro Kilo
Thier sehwere Intoxicationserseheinumgen hervorriefen und dass bei 0,13 ¢
pro Kilo Thicr der Tod cintrat.  Zuvm Nachweis des Mercaptans folgle
ich der Methode von Nencki, weleher das Mercaptan in 3 pCt. Cyan-
guecksilberlisung leitete,  Iis schlig

sich  dabel Quecksilbermercaptid
nieder. Zum weiteren Nachwels  zevseizen Neweki und Rubner das
Quecksilbermercaptid durch 3 proe. Salzsiture und leiten das entstehende
Gras in 3 proe. Bleizuckerldsung, in weleher sich  alsdann eelbes Blei-
mercapiid ausscheider. Diese Methode ist besonders dann nothwendig, wenn,
wie es schr hitulig gesehicht, beim Duvehleiten der Fiulnissgase durch Queck-
silhereyanidiosung nieht allein Quecksilbermercapiid, sondem anchSchwetel-
quecksilber sich bildet, welches als sehwarzer Niedersehlag das Quecksilber-
mercaptid verdeckt. Bei diesem Verfuliren ist es aber sehwer den Endpunkd
der Gusaustreibhung festzustellen, wenigstens konnte ieh mich iiherzeagen,
dass hei der Oeffnung des dic Quecksitherverbindungen enthalienden Kolbens,
tange, nachdem o der Bleildsune  keine Gasblasen  mehr aufeetreien
waren, noch cin starker Gevueh nach faulem Kohl entsiromie,
was daraul schliessen liess, dass noch nicht alles Meveaptan ausgetriehen

1y Berichbe der dentsehen ehemwisehen Gesellsehalt, N1 SO 601, 18790,

2y Zeischrift fir physiol, Chemie. VIS, 449, 1880,

3Y Hygienische Rulschau, 1893, Vrehiv e Thygione. Bido NIN. 1895,
4) Annales de insl, fmper. 1893, S, 200,
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war.  Ausserdem fand ich, wie auch schon Rubner henbachtet hatte,
dass nuwr in den ersten Minuten nach der Erhitzuug des die Quecksilber-
vetbindungen enthaltenden Kolbens in der Bleilésung ein gelb-réthlicher
Niederschlag ausfiel, dagegen spiiter cin sehmutzig brauner krystallinischer,
der wohl kanm olme weitere Analyse als Bleimercaptid in Betracht
gezogen werden konnte.  Fine dritte Schwicrigkeit  hostehi darin, dass
an und fiir sich das Verfabren nicht ganz genan ist, und dass die Unge-
nauvigkeil wichst mit der geringeren Ausbeute. Deshall hat sieh Rubner
bei scinen Versuchen eine Skala construirt, nach der er die erhaltenen
Resultate corrigivte.  Teh habe mich der Ueberfihrung des Quecksilber-
mercaptids in Bleimercaptid bei den Rindfleischversuchen bedient.  Brst
als sich bei dicsen die eben erwiihnten Unbeguemlichkeiten herausstellien,
versuchte ich heim Fibrin dic Beobachiung zu benutzen, dass Methyl-
mercaptan und Schwefelwasserstoff nicht zugleich in die Cyanqueck-
silberlésungen iibergingen, sondern sich hei einigem Aufpassen
dureh fraktionirtes Auffangen gut trennen liessen.

Indol.

Bei den Versuchen mit Rindfleisch, welche nur eine geringe Ausbeute
erwarten liessen, wurde versucht das Tndol colorimetriseh zu besiimmen.
Als geeignet exschien dazu die Nitrosoindol —— sog. Cholerarothreaction. Zu
diesem Zweck warden je 5 cemy von dem das Tndol enthaltende Destillat
des Rindfleischversuches I mit 1 cem 0,02 proe. Kalimmniiritlosung nhd
mit 1 eem conc. HySO, verselzt. Alle Proben stimmten an Intensitit
und Chavakter der Farbung iiberein. Es war eine prachtvoll himbeerrothe
Firbung entstanden.  Ebenfalls stimmien dic Proben des Destillats des
Rindfleischversuchs 1T genau chenso behandelt, wnter sich iberein. Aber
die rothe Farbe war mehr kirschroth und iréibe. Line Vergleichung der
Proben des Destillats T und 1T in Bezug aul ihre Inlensitit war unmiglich.
Auch dureh Verdimnung wurde nichts erreicht, ebensowenig durch Aus-
schiitteln der Farbstoffe mit Awylalkohol, in welchen sie ibergingen.  Dic
Farben waren eben andere und darnm zur eolorimetrischen Vergleichung
nicht geeignet.

Hier michte ich noch einige Bemerkungen tiber Beobaehtungen ankniipfen, die
ich iiber die Rothfiirbung der indoMaltigen Lisungen gemachi habe. Bei den Proben
des Destillats 11 wurde ein allmiliges Ausfallen cines blitntichen Farbsiofis in 2 his
7 Tagen heobachlel, Dies ging cinher mit Erblassen der dariber stehenden I sigkeit.
Der Farhstoll wurde abfiltrirt, dann mic 90 pCt. Alkolol iihergossen, in dem er
sich mit sehon violetter Irbe 1oste. Diese Parhe ging aus der alkoholisehen Lisung
weder in Aether, noch in Chloroform iiber. Sie verblasste aber bald ein wenig, indem
sie braunroth warde mit einer violetlen Opaleseeny, 8o erhielt sie sich unverindert
von November 1894 his jewt (April 1895),

Genan dic Eigenschaften dieses Farbsiolls hawe ein zveiter, gleichfalls aus
Destillat I gewonnener. Dieser war folgendermassen erhalien worden. Der wiissrige
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Riickstand des zur Entfernung des lndol und Phenol mit Aelher behandelten Destillates
wurde mit Natronlauge alkalisivi und dann mit Salzsinre wieder angesiuort. 1 Es
trat sofort eine schwache Rosafirhbung auf, welche allmilig nach Wochen purpurroth
wurde. Dieses Purpurroth wurde allmilig mehr violet und lies schliesslich mit den
Staubpartikeln cinen blauen Farbstoft ausfallen, der die oben erwithnien Eigenschaflten
besass. Fin Erblassen der Flissigkeit hatte nichl statrgefunden. Teh versetzie nun
alle derarligen Destillate wit NaOI und HCI, bemerkie anch stets cine Losafirbung,
doch nie von der zuerst beebachteten lulensitie, vielleidht, weil ich sie mit Papier
bedeckte, um sie vor Stanb zu schitzen, dew Staub aber, wie icll glaube und weiter
unten erériern werde, ein wesentlicher Antheil an der Rothfivhung zuzuschreiben ist.
Jedesmal versetzle ieh nun auch Proben der indolhaltigen Flissigheiten mit NaOH
und TIC1 und erhielt jedesmal cine Rothfivbung Die Reaction verblasste jedoch nach
einigen Minuten.

¥s handelt sich hier also um zweierlei:

1. wn Rethfirbung der indolhaltigen Flissigkeiren mit NaOTT und HCL,

2. um die Rothfithung der dureh Aether vom Indol befreiten Destillate mit
NaOH und TICL.

Im ersten Falle enthielt vielleicht die henulzte Natronlauge Spuren von Kalinm-
nitrit.  Bei der Priifung mit Phenylendinmin und Schwefelsiure exwies sie sich aller-
dings als nitritfrel.  Aber miglicherweise ist diese Farbstoffbildung ecin feineres
Reagens anf Kaliumnilvil, als das Phenylendiunin.

Fiir diese lelale Hypothese sprechen einige zu diesem Zwecke an einem dureh
Pankreasfiulniss gewounenen indolhaltigen Destillate angestellte Prohen.

Se B cem Destiliat + 2 cem NaON -+ 2 cem TC12) gaben sofort intensive Rosa-
frbung, nach 1/, Stunde verblassie die Reaction villig. Iiigte ich dann zu einigen
Troben L Tropten 0,02 proe. Kaliumnitritlosung, <o fingen diesetben sofort an, sich
rathlich zu [Erben, was mit jedem Tage intensiver wurde, {rotzdem aber nicht die
Intensitit der crsien Reaction erveichte. Die nicht mit Kaliumnitil versetzten Proben
waren nach 14 Tagen noch entfirbt. Setzt man sofort d. I vor dem Verblassen eineu
Tropfen Kaliumnitriv zu, so hiile sich die Rothfirbnng unbegrenzt.

Setzt man 1/, cem 2 pCl Kaliwunilrit zu 5 cem Destillat, figt dann je 2 ccm
NaOH und HO! hinzu o tritt keine Reaction ein, genau wie bei der Cholerarothreaction.
Die DProbe wird gelb. Tst die letzte Hypothese vichtig, d. h. handelt es sich um Spuren
von Nitrit, dic dureh den Zusaiz von NaOLl und ITCL in einer indolhaltigen Fliissigkeit
eine Rothfarbung herbeifihren, so wiirde das allmilige Rothwerden der allerdings
vom Tndot befreiten DestiMale3) aul allmélige Nitrirang der Flissighkeiten durch
salpetrige Siure suviickznfiihren sein, die jain der Lult, namentlich der Laboratorien,
heziehungsweise jm Stauh in Spuren vorhanden ist.

is

Ad 2 ist auch die Moglichkeit nicht ausgeschlossen, dass diese Reaction nicht
sowohl dem Tndol, als vielmehr einem indolartigen Kdrper zukommt. Damit wiirde
die Rothfirbung an den mit Aeiher ausgeschiittelten Destillaten im Einklang stehen.
Diescr indolartige Kovper kiinnte dann allerdings nichi, wie das Indol in den Aether
iibergehen. Dass diese Reaction beim Stchen an der Luft deutlicher wird, also dass
eine allmiilige Nitrirung die Reaction hegiinstigt, hrauchi dieser Annahme nichi zu
widersprechen.  Aehnliche Beobachlungen, welche auf einen indolartigen, wenig in

1) Zu diesen Versuchen gelangle ich durch die Beobachuung, dass beim Destitlat
1. die Natronlauge, welche das Phenol enthiclt, beim Ansiivern mit HCY sich roth
farbte.  Ebenfalls beobachtete ich dies bei Fibrin C.

2) Dies schien mir das giinstigsie Mengeverhiliniss va sein.

3) Es wiisste hierbei vorausgesetzt werdeu, dass Spuren von Indol zuriekblieben.
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Aether 1islichen Kérper hinweisen, tiegen selion vor von verschicdenen Autoren. 1)
Interessant ist iibrigens noch, dass bei den Destillaten, welche vomn Indol befreit waren,
selbst dann, wenn sie mit NaOH und HCI noch eine schwache Rosafiitbung gaben,
die Cholerarcaction auch nach der E. Sallkowski’schen Vorschrift 2) negativ war. Dies
kinnte sowohl mit der Ansicht, dass die Reaction mit NaOH und HCI eine Reaction
wur Erkennung von Spuren von Nitrit in indolhaltigen Tésungen, als auch mit Jener,
dass das heschriebene Verhalten der durch Ausschiitteln mit Aether von Indol be-
freiten Fliissigkeit aufl der Gegenwarl cines newven indolartigen Korpers beruht, in
Einklang gebracht werden. Ich mbehte mich nach den Lierhes gemachten Frfahrungen
fiir die erste Ansicht aussprechen, glaube aber, dass man die wweite noch nicht
ganz von der MHand weisen kann, Was die Cholerarothreaclion selbst anbetriftt, so
ist es unbedingt nithig, sich dahei an die Vorschrift von K. Salkowski zu halten,
da ich bei Verletzung dieser Vorsehrift oft eine negative Reaction erhalten habe, fast
immer eine weniger deulliche, als Dhei Innehaltung derselben. Sta cone. Schwefel-
sdure konnte ich mich, so oft ich darauf priifte, mit gleichem Erfolge der gewshnlichen
otwa 25 proc. Salzstiure bedicnen,

Kehren wir zur quantitaliven Bestimmung kleiner Mengen Indol be
der Faulniss zuriick. Nachdem die Unbranchbarkeii, der Cholerarothreaction
zur colorimetr. quantitad. Bestimmung  davgethan war, wurde versucht
das Tndol als pikvinsawres Indol nachzuweisen.  Zu dicsemn Zweck wurde
der Aetherriicksiand in Ligroin gelost und mit einer Lisung von Pikiin-
sdure in Benzol verseizt. Das pikrinsaure Tndol wurde nacl 24 Stunden
abfiltvirt und iber Schwefelsdure getrocknelt.  Das so erhaltene pilrin-
saure Indol enthielt aber mnoch frejo Pikrinsiure. Diese wurde durch
Uebergicssen  einer bestimmien Menee heissen Wassers (100 cem) auf
das Filter entfernt. Dabej geht aber, wie ich mich iberzeugte, auch
otwas pikrinsaures Indol in Lisung.  Diese Mothode kam bei den Rind-
fleischversuchen und  dem Fibrinversuch € in Anwendung.  Um die
Resultate diescr Methode mit dem weiter unten angegebenen Verfahren
der direkten Aussehiittelung des Indols mit Acther und Wigung des heim
Abdestilliren des Aetherauszuges bleibenden Rickstands zu prifen, wurde
ein Theil des Destillates der Fibrinversuche A. und B. nach der direkten
Methode, ein Teil nach der Methode mit Pikrinsiure verarbeitel. s
ergab sich demnach

I Gesammi-Indol ans L Gesammt-Tndol Verhiiltniss von 1: 11 iy
pikrinsaur. Indel bereclinet. direct bestimmi. Procenten ausgedriicki.
A, 0,365 g 0,472 o 77,4 pCt.
B. 0,215 o 0,418 o 01,5 pCt.

Genaue Resultate liefert nur die directe Methode. Danach schiittel
man das Destillat nach Ansinerung desselben mii (] mit Acther und
dann den Acther, um das Phenol zu entfernen, mit verd. NaOIl. Der

1) Vergl. K. und 11, Salkowski, Zeitschrifl fir physiol. Chemie. Bd. VIII.
S. 425.
2) E. Salkowski, Practicum, 8. 29y,
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Aether wird abgchoben und bis auf wenige Cem.  abdestillive.  Der
Aetherriickstand  wird vorsichtig unter Nachspiilen mit Aether in ein
gewogenes moglichst Kleines Becherelas  gebracht und der Aether auf
cinem vorher erwitmten Wasserbad verdunstet.  Das Tndol scheidet sich
krystallinisch aus.®)  Dies Verfahren ist, wie ich mich iiberzeungte, auch
dort, wo es sich nur am den Nachweis geringer Mengen Indol handelt,
ent anwendbar. Es sel hier noch bemerkr, dass nur das aus der Fiaalniss
des liweiss isolirte Indol cinen wnertriiglichen Gestank verbreitete, wihrend
das Tadol, welehes durch Baet. coli abgespalten wurde, einen reinen
intensiven Jasmingerueh erkenneu liess, der in keiner Weixe

etwas unangenehmes hatte.

Flichtige und nieht flichtige Siuren.

Dieselben wurden dureh Titration mit albnormallange und Rosol-
siure bestimmt.  Ts war nieht méglich die Gesanmimenge zu tiriven,
da die Ausbeute cine schr grosse war. bs wurde in der beim Gesamnt-
verfahren angegebenen Weise das Destillat, das die fliichtigen Situren
enthiett, getheile. Weit grissere Schwierigkeiten verursachte dic Titration
der nieht fliichtigen Siuwren.  Den Aetherrtickstand in Wasser zo 1dsen
isi nicht méglich, da man cine tribe, nndurchsichfige Lisung crhily und
sich nicht der ganze Rickstand in Wasser lost.  Er wurde deshalb in
Alkohol gelést und von der alkoholischen Liosung ein Theil titrivt, was
mit gentigender Genauighelt gelingt. Allerdings muss der Zusatz von
Rosolsidure ziemlich reichlich bemessen werden. Beabsichtiet man neben
der Bestimmung der Gesammtsiuremenge auch die Trennung der einzelnen
nicht fliichiigen Sduren vorzunehmen, so kann man nichl Alkohol zur Lisung
des Actherriickstandes gebrauchen, da die nicht fliichtigen Siduren durch
densclben zum Theil actherisivt werden.  JTeh habe in diesen Idllen bei
den Versuchen mit Bact. eoli den Actherriickstand wieder mit Aether
gelist, auf 250 cem gebracht und 50 cem  zur Titrirung  abgenommen.
Diese wurden mit 200 cem Wasser ordentlich  durchgerithret in einem
Erlenmeyersehen Kolben und dann unter fortwihrendem Durehschiiiveln
mit Laemus und Halbnormallauge titrirt.

Mcethode der yunantitativen Bestimmung von Methylmercaptan,

Sehwefelwasserstoff, Ammoniak, Indol, Phenol, flichtigen

und nicht flilchtigen Siuren, unzersetztem Hiweiss in den
Fiulnissmischungen.

Das Verfahren, welches auf Anrathen von lerrn Prof. Salkowski

und auf Grund der oben mitgetheilten Untersuchungen benutzt wurdé,

and welehes sich im wesentlichen  auf dic Vorarbeiten von Nencki,

1) Siche auch Zeitschrift fur physiol. Chemie. Bd. VIIL 8. 420 ete.
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Salkowski, Baumann, Brieger, Rubner u. A. stitzte, war fol-
gendes.

Der Kolben, welcher das Zersetzungsmaterial enthielt, wurde mit
einem doppelt durchbohrten Pfropfen versehen, welcher luftdicht schloss.
Durch die eine Durchbohrung tauchte ein Glasrohr in die Flissigheit ein.
Dieses war dazu bestimmt Tuft in den Kolben anzusaugen; ein zweites
Glasrohr, welches durch die zweite Durchbohrung ging wnd nicht in die
Flissigkeit eintanchte, stand durch Gummischlanch und Glasrohr mit.
einer 3 proc. Cyanquecksilberlosung in Verbindung, in welche wihrend
und nach der Zersetzung dic entweichenden Gase Schwefelwasserstolf
und Methylmercaptan eingeleitet wurden. So wurde der Kolben, nachdem
alle Poren des Korkens mit Paraffin luftdicht verschlossen waren, mit
der Vorlage bei 89—-41°0 constanter Temperatur stehen gelassen. Zur
Untersuchung auf die oben genannien Producte wurde der Kolben auf
ein Wasserbad gesetzt, wihrend die Cyanquecksilberlosung gleichfalls mit
einem doppelt durchbohrten festschliessenden Pfropfen versclen wurde.
Durch die cine Durchbohrung fauchie das 4lastohr, das mit dem Kolben
in Verbindung stand, in die Cyanquecksilberlosung ein.  Lin zweites
kurzes nicht eintauchendes Glasrohr stand durch einen Gunmischlauch
mit ciner Wasserstrahlpumpe in Verbindung, welche an der Wasserleitung
angebracht war. Letatere wurde nun gedffnet und das Wasserbad erhitzt.
Wihrend nun Luft in den Kolben angesogen wurde, gingen Mercaptan
and Schwefelwssserstoff in die Cyanquecksilberldsung dber, in welcher
sich eine griinliche ITaut vesp. ein griinlicher oder schwirzlicher Nieder-
schlag bildete. Nach Austreibung der Gase, was nach 2 Stunden elwa
beendet war, wurden die Niederschlige auf gewogene Filter gebracht
iber 11, 8O, getrocknet und gewogen. War Quecksilbermercaptid und
Quecksilbersulfid zugleich vorhanden, so wurde der Niederscllag vom
Filter abgespritzt, dic Flissigkeit in einem markirten Kolben bis zur
Marke (260 ccm) aufgefiillt und it 40 ccm gewdhnlicher etwa 25 proe.
Salzsiure versctzt, so dass die Flissigkeit etwa 3 pCt. Salzsiure enthielt.
Der Kolben wurde erhitzt und die Gase in eine 3 proc. Bleizuckerlhsung
{ibergefihrt.  Bei den Versuchen mit Fibrin wurde beim Austreiben der
Gase durch [raktionirtes Auffangen der Gase cine geniigende Trennung
herbeigefithrt. Bei diesem Verfahren musste beim Wechsel der Cyan-
quecksilberlosung die Austreibung der Gase unterbrochen werden.  Man
brancht dazu nur den Hahn der Wasserleitung zu schliessen; dann hort
sofort jede Gasentwicklung auf.

Nach Entfernung der Gase wurden von der Fiiulnissmischung ohne
Aenderung der Reaction 600 cem abdestillirt, dann nochmal der Riick-
stand mit 600 ccm Wasser versetzt und wieder bis zu einem hestimmten
Volumen = 1300 cem abdestillit. Tn dem Destillat fand sich Thenol
und Indol. Zur Bestimmung des Phenols wurden 300 cem vom Destillat

\




e o AL R P i

Einfluss des Alkali auf den Stoffwechsel der Mikroben. 11

ahgenommen, mit Salzsiure angesiuert und mit Bromwasser gefallt. Nach
24 Stunden wurde der Niederschlag durch ein gewogenes Filter abfiltrirt,
das Filtrat stehen gelassen, um zu sehen, ob noch etwas spiter ausfiel,
dev Niederschlag ither Schwefelsiure geirocknet wnd gewogen wnd aus
dem erhaltenen Tribromphenol das Phenol herechnet.

Der Rest des Destillats wurde zur Bestimmung des Tndols verwandt,
welches entweder als  pikeinsaures Indol oder veines Indol dargestellt
warde.  Das Destillat wurde dazu mit Aether ausgeschiitielt; der Acther-
auszug mit kleineven Volumen stark verdimnier Natronlange mehreremale
durchgeschiittelt.  Die actherhaltige Flissigkeil wurde abgchoben, der
Aethor grisstentheils abdestillive, der Rest in einem gewogenen kleinen
Becherglase  verdamplt, dieses iiber 11,80, eetrocknet und als Indol
gewogen,

Das vom Indol und Phenol belreite wissrige Desiillat wurde auf
ein bestimmtes Volumen = 1500 cem gebrachi und 50 cem davon zur
Ammoniakbestimmung genomnen.  Zu diesem Zweek wurde der N-Gehalt
darin bestimmr vod davaus das vorhandene Amumoniak hercchnet.

Die wissrige nach der ersten Destillation (Indol und Phenol) gebliebene
rickstindige Masse wurde in eine Povzellanschale gebracht, zur Syrup-
dicke eingedampft und der Rickstand mit 90 pGt. Alkohol dreimal
ansgezogen und die Auszige [ilivict.  Der Filterritekstand wurde  zur
Bestimmung der unzersetzien Fiweissmenge verwandt. Die alkoholischen
Ausziige worden auf dem Wasserbad verdunstet; der Riickstand in Wasser
gelost, aaf ein hestinmies Volamen = 500 cem gehracht und davon die
Hiilfte mit 30 cem verdiimnter (1:5) Sehwelelsiure angesiuert und
destillirt, bis 150 cem i Destillai waren. Damn wurde der Ritekstand
nochmal mit 100 eem Wasser versetzt und wieder 100 cem abdestillird,
so dass das Destillal ctwa 250 com betrug.  Dies wurde genau  anf
300 cem gebracht, davon 30 cem abgenommen nnd znr Bestimmung der
fliachtigen Fettsinren mit. Halbnormallavee  unter Zusaiz  von einigen
Troplen Rosolsidure titvict.  Der nach der Destillation geblichene Riick-
stand wurde dreimal mit der gleichen Portion Acther wmd Alkohol (10 : 1)
ausgeschiittelt, der Aether abgehoben und abdestillive.  Der  Acther-
riickstand wurde mit 90 pOr. Alkohol  gelost, aut 500 cem gebracht,
30 cem abgenommen ind - gleichfalls mit Halbnormallauge unier Zusatz
von Rosolsiure titrive.

Um die wnzersetzie Fiweissmenge zn bestimmen, wwrde der nach
Filtration der Alkoholausziige geblichene Ritekstand vorsichtig vom Filter
abgenommen, in ein Stipselglas gebracht, mit abs. Alkokol versetzt und
8 Tage stehen gelassen.  Nun wurde  der Mkolol  abfilteivt und  der
Riteksiand mii Aether versetzt und & Tage in demselben Geldiss verwahrt.
Dann wurde der Acther durch Filtriven entfernt ind der Ritekstand iber
Schwefelsiure geirocknel und eewogen; in dem Riickstand wurde nach

12l
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Kjeldahl der Stickstoff bestimmt und daraus die Quantitiic des unzersetzten
Tiweiss berechnet.

Die Untersuchungen wurden nun so angestellt, dass in allen Ver-
suchen gleich war: Das Verhdltniss des Fiweiss zum  Wasser, die
Temperatur, der Luftzulriit, dic Natur der Fiulnisserveger, 1) das fialniss-
fiihige Material; verschicden nur die Alkalescenz dev Mischungen.

A. Versuche mit Rindfleisch.

I 245 g miglichst lettfreies, fein gehackles Rindfleiseh wurde mit 1 Liter Wasser
versetzt und das Ganze nedentlich verrithrt, Hierzw wurden 7 cemt 10 proe, Nu, CO,-Li-
sung hinzugefiigt. Dies wurde mit einigenTropfen Fiulnissmizchung und einer fauligen
Pleischflocke besehickt und Lei einer Temperatur von 39 419 7 Taee stwehen gelassen,
Ber Kolben, weleher die Fiaunlnissfliissighoit enthielt, war mit 15 cem einer 3 proc.
Cyanquecksilberlosung in Verhindung gebracht. — II. 243 ¢ genau so behandelt,
Jjedoch mit 30 cem 10proc. Na,CO5-Losung versetst.

Ich Jasse die Sehildernng der Versuche 1. und T1. nweben einander
folgen, weil so der ctwaige Einfluss des Alkali anl die cinzelnen Pro-
ducte am deutlichsien hervortritt.

Nach 20 sStunden ist die Fiulniss in L und I sehr stark, docly bat in 11, cine
Quellung der Substanz stattgefunden, welche zugleich cine glasige Beschaflenbeit
angenommen hat.

. Die Cyranguecksilberljsung ist schwach gelbgriin gefirbt, beim Sehiiteln
des Zersetzungslolbens steigen reichlich Gasblasen in ihr auf, an deren Einfrilts-
stelle sich griine Hiulehen hilden. — T Die Cyanquecksilberlosung erscheint
unveriindert.

Nach 48 Stmden: L. Das feste Maierial zeigt flockige, hellgeibe Desehaffenheit,
die Tlissigkeil cine braunrothe Farhe, In der Cranguecksilberlisung reichlich dunkel-
griiner Niedersehlag, — 1. Das feste Material zeigt flochige, glasige Beschaffenheit
von schinulzig eriiner Farbe, Die Flissigheit ist dunkelbraun. In der Cyanguecksilber-
lisung kein Niederschlag, doeh Tribung und Geruch nacly fanlem Kolhl.

Nach 72 Stunden: 1. Theils schwarzer; theils dunkelariiner veichlicher Nieder-
schlag in der Cyanguecksilberlisung, — II. Geringer dunkelgriiner Niederschlag in
der Cyanquecksilberlosung.

Nach 120 Stunden:  Das Aussehen der Cyanquechsilberlosang T.ound 17, isi
anniihernd das Gleiche.  Schwarzariiner Niedersehlog in ciner grinlich gefiirhien
Fliissigkeit.  Ilin Unterschied in der Menge des Nicderselilages ist sehwer zu finden.

Resultate.

s wurde gefunden: I Gesammi-Quecksilherniedersehlag 0,956 o IT. An
Quecksither gebundener Niedersehlag 0,880 o0 Die Trennung von Mercapian und
Sehwefelstoff wissgtickie.

Lo Fribromphenad 09127 ¢, daraus Phenol 0,259 «. 11 Tribromphenol 0,896 g,
darans Phenol 0,254 p.

L Pievinsanres Tudol. 9,367 g, dacius Indol 0,139 . — 11, Pricrinsaures Indol.
O, 134 o, daraus Dol 0,052,

1) Ucher die Gewinnuang der Fiulnisserreger, s, Salkowski, Practicun. S. 291,




Eirfluss des Alkali auf den Stoffwechsel der Mikrohen. 13

Fliichtige Sduren gesditigt durch: 1. 202,0 cem, — T, 3065 cem Halb-
normallauge. .
Nicht fliichtige Sduren gesiittigt durel ITalbnormallavnge: 1. 96,5 cem. — 1T

118,0 ccni.

Ammoniak: 1. 1,895 ¢. — 1L 1,962 o.

Unzersetzter Rilckstand: 1. 14,68 o, davon Eiweiss 12,384, - 1. 16,01 g, davon
Eiweiss 12,468 ¢, .

Diese  beiden Versuche Tassen einen Einfluss des Alkali evkennen
aunf die Bildung von Tndol, flichtigen und nicht fliichtigen Séivren.

Kein Linfluss war zu erkennen aul Phenol- und Ammoniakbildun
ebenso anf die Ineensitiit der Zevsetzung dureh die Mikroben.

Obwohl die Tndolbestimmung in Tolge der hier zur Verwendung
gekommenen Methode der Ueherfithrung des Indols in pikrinsaures Tndol

o
o

anf grosse Genavigkeit keinen Ansproch machen kamm, so kann dies

allein die grosse Differenz  nicht erkliven; hier kaun auch der vorher

erwithnle Versuch von Salkowski herangezogen werden, der eine be-
trachtliche Indolzunahme bei der geringeren Alkalisirang erhielt.

Besser wird der Bindluss  der Alkalien  aof  den Stoflwechsel  der
Faulnisserreger  sichibar bei den Versuchen wmit Fibrin, wo auch eine
sere Ausheuic der cinzelnen Producte erhalten wurde,

gr

B. Versuche mit Fibrin.

Kiulliches Fibrin, welches mil Wasser ausgewasehen war, kam zu Verwendung.
Dasselbe wurde durch Auspressen it cinem Handiueh maglichsl vom Wasser belveit
und dann gewogen.

Je 200 g derartig hehandeltes Fihwin wuorden mil 1 Liter Wasser, 0,2 g K,1TP0,
und 0,1 g MgS0, 1) versetzt und 17 Tage hei 30—419 stehen gelassen. Der Kolben
wurde mit ciner 3 proe. Cyanquecksilberlasung (150 cow) in Verbindung gebrachl,

Das Tibrin wurde verselzt: A mit 8§ cem, B, mit 32 cem und C. it 48 cem
10proe. Na, (O, Losung.

Nach 20 Stunden ist die Tdulniss schwach entwickelt und keine Gasenlbwickelung
in der Cyanquecksilberlisung hemerkbar.

Nach 48 Stunden ist die Finlniss in allen Fallen got entwickelt.  Bei den Ver-
suchen B, und €. hat cine Quellung des Fibring statteefunden.

A. Die Cyanquecksitberlosung ise trithe, B ound C.ist klar,

Nielr 96 Stunden: A, Beginm eines schwarzen Niederschlages in der Quuck-
silherlosung. B. Die Quecksilbertisung hat sich getritht, ¢, Keine Gasentw ickelung.

Nach 120 Stunden: AL Ziemlich reichlich sehwarzer Niedersehlag, B, Gang
ceringer schwirzlicher Niedersehlae, (1 Nichts.

Bei Beendigung der Zevselzong nach 17 Tagen haile sich in den Quecksilber-
[isungen X. und B.oein sehwarzer Niedersehlaa gebildet; daneben war ein sehwacher
CGerneh nach Taulem Kobl zu bemerken.  Die Queeksilbertiisune ¢ war vollkommen
klar und anscheinend unveriindert geblichen.

Nun o wunde diherall eine neue, 3 proc. Cyangquecksilherlosung vorgeleat unl dig
Austreibung der Gase in der oben geschilderten Weise vernommen. ;

1) Salzgemisch nach Satkowski, Zeitschrift fiir physiol. Chemie. VIIEL S

K3
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Bei Versuch A. und B. verlief dies folgendermaassen:

Zuerst entwickelle sich nur Quecksilbermercaptid, an dem gelblich griinen
Hiutchen auf der Ldsung und dem griinen Niederschlag kenntlich, Als schwarzes
Quecksibersulfid auszufallen beginnt, was nach ciner Stunde der Fall war, witd sofort
die Vorlage gewechselt. Bei A falll nun ein schwarzer Niederschlag bis zum Schiuss
aus; bei B. ein dunkelgriiner, mit schwarzen Partikeln durchsetzter. Beim Versuch
C. bleibt die Cyanquecksilberlsung noch einige Minuten nach Beginn des Austreibens
der Gase vollig klar. Nach 20 Minuten beginni ein spirlich rein gelbgriiner homogener
Niederschlag auszufallen. Nach 11/, Stunden war in allen Fillen die Austreibung
der Gase heendet. In der wiihrend dor Dauer der Zersetzung vorgelegilen Quecksilber-
losung war an Niederschlag enthalten :

A. 0,5570 g und B. 0,1056 o Niederschlag, (. kein Niederschlag.

Der Niederschlag bestand aus einer schwarzen homogenen Masse. Bringt man
ihn, was sciner Beschaffonheit nach gescheben mussie, als HgS in Anrechnung, so
ergiebt sich an Schwefelwasserstoff:

A 0,082 2. B. 0,019 ¢. C. kein Seh wefelwasserstoff.

Bei der Austreibung der Gase wurde crhalten in der ersten Vorlage:

A 1,2055 g, B. 0,5495 g, C. 0,0940 o.

Der Niedersehlag war griin,  Beim Trocknen fiber Hy80, ballte er sich zu
kleinen dunkleren Klimpchen zusammen. Der Niederschlag war seiner Nalur nach
Quecksilbermercaptid. Daraus ergab sich an Mercaptan: A. 0,198 g. B. 0,090 g.
C. 0,015 g.

Die zuletzt vorgelegte Cyanquecksilberlisung ergab an Niederschlag:

A 0,020 g. B. 01435 . C. Lein.

Die Niederschlige waren nicht homogener Beschaffenheit. Doch handelte os sich
im Versuch A. vorwiegend um HgS, so dass ich ihn als Sehwefelwasserstolf in An-
rechnung brachte.

Dex Niederschlag im Versuch B. war vorwiegend griin; ich glaubte ihn deshalb
mit einem nur kleinen Fehler, der dic weitere Ueberfihrung in Bleilisung als iiber-
fliissig erscheincn liess, als Quecksilbermercaptid verrechnen zu kénnen. Es ergab sich:

A. 0,008 g Schwefelwasserstoff, B. 0,023 g Methylmereaptan.

Addirt man die einzelnen Resullate, so ergiebt sich an Schwefelwasserstoff :

Versuch A. 0,085 g, B. 0,019 g, C. %ein.

Methylmercaptan :

Versuch A. 0,198 g, B. 0,118 ¢, C. 0,015 g.

An Phenol wurde gefunden:

Versueh A.: 3,0034 o Tribomphenol (meist Kresol), daraus hevechnot 0,833 o
Phenol (meist Kresol), — Versuch B: 2,8418 o Tribromphenol, darans 0,808 g Phenol.
Versuch C: 29208 o Tribromphenol, daraus 0,830 & Phenol.

Bei der Anstiuernng des Destillats zum Nachweis des Phenols mit HC1 bloibt die
Ligsung A. und B. War, C. firbt sich intensiv rosa. Dic Destillate ragirten vorher
alle alkalisch: ob dje Alkalescenzim Destillat (. grissor als in den Destillalen A. und
B. war, was der stirkeren Alkalisirang des Versuchs C. (48 cem 10 pCt. NagCOy)
entspriche, und ob es sich um die ohenbeschriehene Rosafirbung Indolhaltiger IFliissie-
keilen beim Zusatz von NaOH und TICI handelt, ist nicht weiler verfolgt worden,

Es wurden hier noch cinige Versuele gemacht, um zu controliren, ob bei der
Destillation des Plienols alles Phenol ins Destillal iibergegangen war, oder ob der
Rickstand noch Phenol enlhiclt.

Dieses zuriickgeblichene Ihenol musste dann im Deslillat der Iiichlicen Siuren
vorhanden sein. Eine Probe desselben w urde mittelst ITCL und Bromwasser auf I’henol
gepriift.  BEs wurde nie etwas gelunden,
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Es geht also alles Phenol in das crste Destillat iiber.

Im Versueh A. wurde meist Tribromkresol erhalten; im Versuch B. und C.
reines Tribromphenol,

Bei der Indolbestimmung wurde, wie schon erwihat, ein Theil des Destillats
A. and B. 300 com zur Bestimmung des Indols als pikrinsaures Indol verwandt, Im
Rest warde das Indol als solches gewogen. Im Versuch C. wurde das ganze Indol
als pikrinsaures Indel dargestellt.

Ao Indol direct gewogen, fiiv das Ganze berechnet 0,472 ¢, als pikrinsaures

Indol berechmet fiir das Ganze 0,365 2. — B.: Tndol direct gewogen, fir das (Ganze
berechnet 0,4176 g, ans pikrinsaurem Indol 0,215 ¢. — C.: Indol als pikrinsaures

tndol fiir das Ganze bestimmt 0,187 g.

Ammoniak: A, 29999 o, B. 2,304 g C. 2,425 o

An flitchitigen Sduren wurden ethalten: Halbnorallauge sittigend A.:
200,25 com. B.: 284,0 com. (.: 313,0 cem,

An mnicht flichtigen Siuren, Halbnormallauge siittigend: A.: 111,5 cem.
B.: 140,5 cem. C.: 150,0 com.

Unzersetzies Eiweiss: A. L& oo B, 1,0175 g, (. 1,2903 a.

Betrachtet man nun die ohen geschilderten Versuche, so crgieht
sich daraus Folgendes fir den Einfluss des Alkali auf den Stoffwechsel
der I'iulnisserroger.

1. Mercaptan.

Bei der Mercaptanbildung haben sich nicht nur in Bezug auf die
Quantitit der unter den Binfluss der Alkalion gebildeten Substanz, sondern
auch in Bezug auf die Zeit der Entstehung interessante Resuliate ergeben.
Wihrend bei der Rindileisehfiulniss bereits vach 20 Stunden bei 7 cem
Alkalizusatz Mercapian sich spoutan ausschied, war es hei 30 com
Alkalizusatz mit Sicherheit erst nach 79 Stunden zu erkennen.  Wenn
trotzdem die schliesslich erhyltene Quecksilbermenge im Versueh 11 30 cem
Alkali) nur wnwesentlich gegen L zuriickblieb, so kann dics entweder
daran licgen, dass sich im Versuch TL das Mercaptan und der H, S
erst spiiter, danm aber um so stirkoer gebildet hatte, oder aber dass sie
sich zwar gleichmissig gebildnt hatten, aber erst spiler durch den Linfluss
des Alkalis zur spontanen Ausscheidung kamen. Dass eine Zuriick-
haltung von gebildetem Mercaptan staltfinden kann, beweisen die Versuche
an Tibrin.  Hicr ist in keinem Falle vine deutliche sponiane Mercaptan-
ausscheidung beobachtet worden, obwohl sich im Versuch A. 2degr. dioses
Gases gebildet hatten. Intercssant sind die Fibrinversuche auch in sofern,
als hier zum ersten Male aus Tibriy grossere Mengen Mercaptan dar-
gestellt werden konnten. Rubuner hal Fibrin mit Kali geschmolzen und
erhielé nur unsichere Spuren.  Mier wurden im Versuch A. 0,2 g Methyl-
mercaptan erhalten. Nach vielen Analysen, die E. und H. Salkowski
zur Bestimmung des Eiweissgehaltes im feuchten Fibrin angestellt hatten,
kann man ohne grossen Fehler die Liweissmenge fir 200 g feuchtes
Fibrin aul 30 ¢ anschlagen.  Daraus resuliir, in unsern Versuchen ein
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Sehwefelgehalt fir die angewandte Fibrinmenge von 0,6 g. Da nun
% des Methylmercaptans S ist, so ist 0,134 g S im Methylmercaptan

wiedergefunden worden oder 22,7 pCi. des im Fibrin enthaltenen
Gesammtschwefels.  Es hatte also Fibrin eine Ausbeute an
Methylmercaptan geliefert, wie sie hoher von Eiwelsskorpern
nur noch bei der Kalischmelze von Liebig’s Fleischextract von
Rubner erhalten wurde.

Gerade hierbei zeigt sich die Bedeutung des Alkalis ftr den Stoff-
wechsel der Mikroben, zumal wenn wir die Resultate der Versuche B.
und C. mit A. vergleichen.

Im Versuch B. wurde bei einem Alkalizusatz von 32 cem Na,CO,y-
Iosung nur noch 12,7 pCi. des Gesammischwefels in Methylmercaptan
wiedergefunden; im Versuch C. nor noch 1,6 pCt.

Betrachtet man diese Resultate, so wird cs verstindlich, dass friher
bei der Fibrinfiulniss nie cine sichere Menge von Mercaptan gefunden
worden ist. Dies hatte also scinen Grund in zweierlei:

1. Ist bei der Fibrinfiulniss in der Cyanquecksilberlosung nie eine
spontane Mercaptanausscheidung beobachtet worden.  Dieselbe trat erst
bei Anwendung der Wasserstrahlluftpumpe auf.

2. Wurden bei den fritheren Versuchen, soweit ersichtlich grissere
Mengen Alkali angewandf, als im Versuch A. und B. zur Verwendung
kamen. L. und H. Salkowski z. B. haben bei ihren Versuchen zur
Indolbestimmung bei der Fiulniss aul 8 Liter Wasser 200240 cem
kaltgesittigte (16 pCt.) Na,CO, angewandt. Das entspriche fur meine
Versuche einer Alkalimenge von 40—50 cem der von mir angewandten
Lisung.

2. Schwefelwasserstoff.

Ebenso wie Mercaptan steht Schwefelwasserstoff unter dem Einfluss
des Alkali. Die Versuche mit Rindfleisch konuen hier nicht herangezogen
werden, da die H,Sbestimmung verunglickte.

Bei den Versuchen mit Fibrin ist im Versuch A. 0,085 g H,S oder
0, 0,080 g Schwefel gefunden worden.

Im Versuch B. nur 0,019 ¢ H,S oder 0,0179 g Schwefel. 1Im
Versuch C. ist tberhaupt kein Sclrwefelwasserstol gefunden worden.

Aus diesen Versuchen geht hervor:

1. Die Mercaptan- und die Schwefelwasserstolfbildung der
Féulnisserreger ist in hohem Grade abhingig von dem Alkali-
gehalt der Mischungen; ein Zuviel von Alkali kann die
Schwefelwasserstoffbildung villig hindern.

2. Der Dbisher gewohnheitsmissig angewandte Alkali-
zusatz zu den Fiulnissmischungen war Schuld, dass bisher
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nie bhei der Fibrinfdulniss mit Sicherheit Mercaptan nach-
gewiesen werden konnte. Ks entsteht reichlich Methyl-
mercaptan aus Fibrin. 22,7 pCt. des im Fibrin enthaltenen
Schwefels ist als Mercaptan wiedergefunden worden.

3. Die von Sieber und Schoubenko?l) gefundene Thatsache, dass
iiberall, wo voun den Mikroben zugleich Mercaptan und Schwefelwasserstoff
gebildet werden, das erstere bei weitem deu letzieren iberwiegt, ist
durch die vorliegenden Versuche bestitigt worden.

3. Indol und Phenol.

In Bezug auf die Quaniitil des gebildeten Phenols konnte kein
Einfluss des Alkalis constativt wevden; nur war es awffalland, dass im
Versuch A, Kresol, in B, und C. Phenol erhalten wurde.  Ob dies dem
Einfluss des Alkalis zugeschrieben werden muss, oder micht, kann nach
dem einen Resultat nicht centschieden werden. Die Indolbildung
steht, wie schon E. und H. Salkowski vermutheten, entschieden
unter dem Einfluss des Alkalis. Dieser Einfluss macht sich in
gleichem Maasse wic bei der Mercaptanbildung geltend, indem bei cinem
geringen Alkalizusatz die Indolbildung stivker, als bei cinem starken
Zusalz zu sein scheint.

4. Bestimmung der Sduren.

Sowohl die Bildung der fliichtigen Siuren (Ameisen-, Essigsiure ete.)
als auch der nicht flichtigen (Skatol- Carbonsiure, Bernsteinsiure, Oxy-
sinren ete) ist in hohem Maasse von dem Zusatz von Alkali zu den
Zersetzungsmaterial abhingig.

Und zwar wurde, je mehr Alkali zugesetzt wurde, desto
mehr Siure gefunden. Aber wenn auch der grissere Zusatz von
Alkali eine Vermehrung der Gesammisiurebildung hedingi, so ist dies
fir dic ecinzelnen Sduren keineswegs in  gleicher Weise der Fall. Im
Gegentheil ist fur die Bernsteinsiure frither festgestellt worden, dass
bei einem Versuch mit der 4fachen Alkalimenge nur noch der 10. Theil
der Quantitit entstand, die bel einem Zusatz von 71/, cem 16 proe.
Na,CO,y-Lisung zu einem Titer Flussigkeit erhalten wurde. Demnach
miissen die einzelnen Sduren in durchaus verschiedener Weise in ihrer
Bildung aus ciweisshaltigem Material vom  Alkali abhingig sein. Dies
genauer zn untersuchen war bei dem Fehlen geniigender Trennungs-
methoden sche schwierig.  Auch lag fir mich kein Grund vor, alle diese
Uniersuchungen vorzunehmen, da es mir bei diesen Yersuchen nur darauf
ankam festzustellen, ob iberhaupt unter dem Einfluss des Alkalis der
Stoffwechsel der Mikvoben sich édndert. oder nicht.

1} Monatshelte [lr Chemie” B, X. 1889
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5. Biweissrickstand.

Um festzustellen, ob das Alkali einen Einfluss auf die Intensitit der
Zersetzung hatte, war es nothig zu wissen, wieviel Eiweiss unzersetzt
geblieben war, da es sich ja hier nur um vein eiweisshaltiges Material
handelte. Die vorstehenden Versuche zeigen, dass inuerhalb der hier
mit dem Alkalizusatz inncgehalienen Grenzen sich kein Einfluss auf die
Intensitit der Zersetzung der Fiulnisserreger geltend macht. Wenigstens
sind die erhaltenen Unterschiede zun gering, als dass sie nicht innerhalb
der vorhandenen Fehlergrenzen fallen. Die Fehlerquellen liegen in der
Zusammensetzung des Zersetzungsmaterials, in der Summe des durch die
Bakterienvermehrung zugefiihrten Eiweiss und in der Untersuchungsmethode.

Aus dieser Gleichartigkeit der Intensitit der Zersetzung ergeben sich
die wichtigen Thatsachen,

1. dass man aus der Intensitdt der Zersetzung allein nichts
schliessen kann auf die Menge der einzelnen gebildeten Stoff-
wechselproducte,

2.dasstrotz gleicher Intensititder Zersetzung die Quantitit
der einzelnen gehildeten Stoffwechsclproducte der Faulniss-
erreger crheblich schwankt, und zwar unter dem Linflusse
des Alkaligehalts des Zersetzungsmaterials.

C. Versuche mit Reinculturen.

Bei der Untersuchung des Stoffwechsels der Fiulnisserreger handelte
es sich um Mischeulturen. Es war hicrbei die Moglichkeit vorhanden,
dass einzelne Arten der Faulnisserreger auf Kosten anderer bevorzugt
resp. benachtheiligt wiirden, wenngleich dies schr unwahrscheinlich war,
da die Intensitit der Zerseizung in allen Féllen alse gleichmissig sich
erwies. Diese Gleichmissigkeit der Zerselzung wire doch wunderbar,
wenn die Zersetzung in den cinzelnen Féllen durch ganz verschiedene
Arten Mikroben veranlasst wire. Trotzdem schien es ndthig zu sein,
den Einfluss des Alkalis auf den Stoffwechsel der Mikroben auch bei
Reinculturen festzustellen. :

Es wurden deshalb mit Reinculturen von Bact. coli comm. Versuche angestellt.
Diese wurden von Bouillon auf Gelatine iibergeimpft und 4 Wochen bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen. Von dieser Gelaline wurden 3 Oesen auf eine Pepton-
losung tbergeimpft, welche folgendermassen bereitet war:

20 g kiufliches Pepton wurde in ecinem Liter Wasser geldsl, mit einer variirten
Menge Alkali versetzt und sterilisirt;!) darauf mil 3 Oesen der oben genannten Ge-
latine mit Bacterium coli-Reincultur beschickL.

1) Der Kolben, welcher die Peptonlésung enthielt, war mit dem ganzen Apparat
sterilisitt worden, der ndthig war, um die eventucll gebildeten Gase auszutreiben,
ohne den Kolbeu vorher zu iffnen.



I T N

proe

Einfluss des Alkali auf den Stoffwechsel der Mikroben. 149

Nach der Impfung wurde der Kolben geschlossen und in den Wirmeschrank
gesetzt, dessen Temperatur constant 39-41 betrug, nachdem er vorher mit einer
3 proc. Cyanquecksilberldsung in Verbindung gebracht war. Die Methode war im
grossen und ganzen dieselbe, wie bei den Fiiulnissmischungen, wo sie abweicht, ist
es besonders angegeben.

Versuch A. 20 g Pepton in 1 Liler Wasser gelost und mit S cem 10 proe.
Na,CO; versetst. 3 Oesen Gelatinereincultur.

Versuch B. cbenso, jedoch mit 32 cem 10proc. NayCOy versetst.

Versuch C. " " » 48, 10, XNa,CO4 »

Die Dauer der Zerselzung belrug in allen 3 Versuchen 20 Tage. Bei keinem

Versuche hatte sich withrend der Zersetzung etwas in der Cyanquecksilberlosung ge-

bildet. Um zu controliren, ob sich in den Kolben die Reincultur bewahrt hatte, wurde,
ehe zur Verarbeitung geschritten wurde, von jedem eine Plalle gegossen. Es fanden
sich stets aul der Platte nur Colonien von Bact. Coli. Nach Austreiben der Gase mit
der Wassersirahlpumpe warde gefunden an reinem Quecksilbermercaptid A. 0,0 22g.
B. nichts. €. 0,0735 g.

Es wurde im Versuch B. versucht, aus dem erhaltenen, schwiirslichen Nieder-
schlag das eventucll vorhandene Mercaptan durch Ueberfilhren in 3 proc. Blei-
zuckerlsung zu isoliren. Ks wurde nichts erhalten.

Der in B. erhaltene Niederschlag erwies sich als Quecksilbersulfid. Er be-
trug 0,108 g.

An Indol, welches als solches gewogen wurde und den ohen erwithnten Jasmin-
geruch zeigte , yurde erhallen: A. 0,045 g. B. 0,049 g. C. 0,061 g.

Als Tribromphenol wurde erhalten: A. 0,340 g. B. 0,192 g. C. 0,226 g.

An flichtigen Sauren crgab sich Halbnormallauge sittigend: A, 2,9 cem.
B. 8,2 cem. €. 77,4 cem.

An nicht ltiichtigen Sauren Talbnormallange sittigend, ergal sich: A. 8,5 ccw.
B. 9,3 cem. C. 48,0 cem.

Die Titration der fliichtigen sowohl, wie der nicht Miichtigen Siuren wurde
unter Zusatz von Lakmus vorgenommen, da Rosolsiiure sich als nieht brauchbar erwies.

Die nicht fliichtigen Siuren wurden, wie das oben angegeben isi, in itherhaltigen
Lisungen, dic mit Wasser verdiinnt waren, titrirt.

Zum qualitativen Nachweis einzelner nicht fliichtiger Siuren wurden die nicht
zur Titration gebrauchten 200 cem dtherhaltiger Lisung durch Destillation vom Acther
befreit und der Riickstand auf dem Wasserbade eingedampft. So wurde eine schmierige,
stark nach ITydvozimmisiure riechende Masse erhalten, welche mit Bleioxydhydrat
(2 -3 Messerspitzen) gekocht und zur Trockne verdampft wurde. Der Riickstand
wurde mit kaltem Wasser behandelt, worin bernsleinsaures Bleioxyd so gut wic un-
lgslich ist, filtrirt und Filtrat und Rickstand besonders behandell,

Das Fillral wurde mit II,S entbleil, vom Schwefelblei abfilurirt, und das Filtrat
eingedampft. Bs wurde im Versuch C. einc lige Masse erhalten; doch zu wenig, um
sie genauer untersuchen zu konnen. Im Versuch A. wund B. bekam ich nur ganz
geringe Schutjeren.

Der Bleioxydrickstand mit Bisessig itbergossen und filtrirt, wurde dann gleich-
falls mit 11,8 enthbleit cte.

Hier erhielt ich im Versuch C. grosse Mengen Oxysiiuren neben Bernsileinsiure.

Im Versuch A. und B. wurden neben Spuren von Oxysiuren gleichfalls Spuren
von Bernsteinsdure erhalten.

Um die letztere genauer identificiren zu kénnen, wurde der Rickstand ah-
wechselnd mit Aether und Alkohol zu gleichen Theilen nnd dann mit Wasser um-
krystallisirt; schliesslich wurde derselbe auf Thonplatien gebracht. Der auf denselben
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erhaltene Riickstand geniigte zur Hustenprobe und zur Probe mit neutr. Bleiacetat.
Durch beide Proben war die Bernsteinsiure als solche geniigend charakterisirt.

Unzersetztes Pepton.

Der Nachweis der Quantitit des Peptonriickstandes machte grosse
Schwierigkeiten, da das mit Alkohol gefilltc Pepton eine zihe, klebrige
Masse bildete, welche auf dem Filter mit heissem Wasser ibergossen
nur unvollkommen und unter Anwendung erheblicher Quantititen Wasser
(500 cem) sich 1oste.

Tch erhielt, nachdem ich 20 cem davon zur N-Bestimmung abgenommen haile,

aus diesen 20 com des Versuchs A
0,05876 N. Dies mit 7 = 25 multiplicirt ergiebi 1,4690 N.

Zur Berechnung des Peptons muss dies mit 1%03 (N. im Pepton) = 6,19 multi-
plicirt werden = 9,093 g Pepton.

Versuch B. 0,07491 N X 25 = 1,87275 g N X 6,19 = 11,092 ¢ Peplon.

Versuch C. 0,052 ¢ N X 25 = 1,30 ¢ N X 6,19 = 8,047 g Pepton.

Fliachtige Sduren.

Die fliichtigen Sduren wurden noch etwas genauer untersucht. Dies geschah
nach der von Hoppe-Seyler (Handbuch der Phys. Chem. Analyse Seite 78 -83)
angegebenen Methode,

Versuch A. Das Resultat war ein rein negatives. Es lag-dies an der zu
geringen Ausbeute.

Versuch B. Bei der Darslellung der mit Barys fillbaren fliichtigen Siuren
wurde ein starker Buttersiuregeruch wahrgenommen. Doch war die Ausheute so
minimal, dass an eine Barythestimmung nicht zu denken war.

Versuch C. Es wurde auch hier weder Ameisen-, noch Essigsinre gefanden.
Bei der Barytbestimmung erhielt ich 0,1749 g Barytsalz; nach der Verbrennung be-
trug der Riicktand = 0,0454 ¢ = 88,49 pCt. dos Barytsalzes.

Dicse Zahl liegt zwischen dem Antheil der Baldrian- und Capron-
siure am Barytsalz. Ts handelte sich hier sehr wahrscheinlich um ein
Gemisch derselben. Die Quantitit des erhaltenen Barytsalzcs enlspricht
keineswogs der gesammiten Menge, da nicht das ganze Destillat, sondern
mur etwa die Hilfie bei der Barytbestimuning in Frage kam. Es handeltc
sich fiir mich ja nur darum, festzustellen, welche fliichtigen Fettsiuren
hier aus Pepton dureh Bael. coli gebildet werden kénnen. lch habe hier
unter gewissen Bedingungen, d. h. bei cinem Alkalizosatz von 48 cem
Natriumearbonatlésung zu 1 Liter Peptonlésung, Baldriansdure und Capron-
siure gefunden; cs soll damit nichi geleugnet werden, dass noch andere
hohere Fettsduren durch Bact. coli aus Pepton gebildet werden kdnnen.
Soviel aber geht aus diesen Versuchen mit Sicherheit hervor, dass bel
derartigen Untersuchungen sehr aufl den Alkaligehalt der Mischungen
geachtet werden muss und dass man bei einer devartigen Unter-
suchungnicht unter den Alkaligehalt des Versuehs G herunter-
gehen darf, um diberhaupt zu cinem Resultat zu gelangen. Man
sieht also darans, dass auch der Stoffwechsel von Reinculturven
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abhingig ist vom Alkaligehalt des Zersetzungsmaterials.  Auf-
fallend ist ferner die Mercaptan-Ausbeute. Wihrend die Versuche A.
und C. reines Quesksilbermercapiid lieferten, ist im Versuch B. nur Queck-
silbersulfid gefunden worden. Diese Erscheinung kann garnicht oder nur
aus dem Alkaligehalt der Mischung crkldrt werden. Hier sei mnoch
bemerkt , dass bei der Gasaustreibung bel allen drei Versuchen ein
chokoladenartiger Geruch in der Cyanquecksilberlosung wahrgenommen
wurde. fumi Versuch A. wurde nach der Mercaptan-Ausireibung noch eine
Menge glinzender Krystalle in der Cyanquecksilberlésung erhalien. Diese
etwa einige Centigramm wurden isolirt aufgefangen, gaben aber fiv ihre
Bestimmung keinen Anhaltspunki.

Die Tntensitiit der Zersetzung war keine so gleichmissige wie bei
der Fiulniss; aber wenn man die Fehlerquellen, dic hier durch die oben
genannten Missstinde bei der Losung des Peptons in Betracht kamen,
beriicksichitigt, so kann auch bei Zersctzungen durch Reinculturen dem
Alkali inncrhalb der hier beobachteten Grenzen kein besonderer Finfluss
auf die Zersctzungsfihigkeit der Mikroben zugeschrieben werden. Es tritt
auch bei diesen Versuchen mit Reinculturen, wenn auch etwas weniger
deutlich als bei der Fiulniss, das Lrgebuniss zu Tage, dass die Quantitit
der cinzelnen gebildeten Stoffwechselproducte abliinglg ist
von dem Alkaligehalt der Mischungen.

D. Versuche mit Milch.

Von einer Portion Kuhwileh, welche amphotere Reaction zeigte, wurden:

L. 500 cem in cinen Kolben gefiilli, derselbe mit cinem Wattebaunseh verstopft
und zwei Stunden stevilisivt.

1. 300 cem mit 4 cem 10proc. Na,CO, 16sung versetzt, mif einem Wattebansch
verstop(t und ebenfalls zwei Stunden sterilisirt.

HL 300 cem mit 6 cem 10 proc. NagCO; im Kolben versetzt, ebenfalls zwei
Stunden sterilisirt.

Nach der Sterilisation hatten II. und T cine braune Firbung angenommen,
wohl infolge des Einflusses des Alkalis anf Milehzucker.

Nach der Sterilisation wurden alle drei Kolben mit je 2 Oesen einer zwei Monat
alten Reincultur von Bacl, coli comune heschickt.

Nach 24 Stunden war in allen Fillen die Milch coagulirt, doch derarlig, dass
die amphotere Mileh (Versuch 1) bereils eine villige I'rennung des Milchserums von
den festen Bestandttheilen zeigle, wiihrend 1I. nur wenig und IIl. nur die Anfinge
einer Coagulation zeigle. Nach 48 Stunden war in 1. die Coagulation vollstindig,
nach 96 Stunden in_ITI. Nach 24 Tagen wurde die Untersuchung begonnen, nachdem
vorher zur Controle aus jeder Mileh Gelatinréhrchen geimpft waren, von denen Platien
gegossen wurden. Die Platten des Versuehs T und TI. blicben steril, diejenigen
von M. zeigten einige Colonieen, die sich sehr langsam entwickelten, aber sonst voll-
kommen den Typus von Bact. coli zeigten. Bei der Oellung der Kolben entstronite
ein Geruch wic noch von ganz frischer Mileh; keine Spur eines kiiseartigen oder
sanren (Geruches.




22 F. BLUMENTHAL,

Es wurde in allen drei Versuchen weder Mercaptan, noch Schwefelwasserstofl,
noch Indol und Phenol gefunden.

Dagegen konnte Alkohol und mit Wahrscheinlichkeit Aldehyd in allen drei
Versuchen nachgewiesen werden, in dem zur Gewinnung des Indols und Phenols er-
haltenen Destillate; und zwar durch folgende Reactionen:

1. 10 cem Destillat; dazu ein gleiches Volumen I1,50, und einige Tropfen
chromsaures Kali. Beim Erhitzen starke Griinfirbung unter Bildung von Chromoxyd.

2. 10 cem Deslillal; dazu Jodjodkalium und NaOIT;  Jodoformgerueh und
Niederschlag von Jodoform.

3. Gunning-Reynold’sche Probe positiv,

4. Chautard’sche Probe positiv.

5. Tollens’sche Silberprobe positiv.

Dagegen war auffallender Weise die Probe mit Nitroprussidnairium und NaOIl.
{Logal’sche Probe) stets negativ. v

Die Destillate der Milch waren so gewonnen, dass die ganze rerseizte Mileh,
also H00 cem ohne Aenderung der Reaclion (sauer) der Deslillation unterworfen wurde.

Es warden ersl 250 cem abdestillirl, dann noch 200 cem. Wasser zum Riickstand
zugefiigt und nochmals 250 abdestillirt. Von dem Destillat, welches nun 500 betrug,
wurden 100 cem zum Nachweis von Phenol verwandl (negativ). Da die Choleraroth-
Reaction nach Salkowski’scher Vorschrift, ebenso wie die Reaction mit NaOH und
HC1 negativ waren, so wurde nicht weiler aul Indol gefahndet, sondern anf Alkohol
und Aldehyd. Der Rest, elwa 200 cem, wurde zur Jodoformbestimmung verwandt, um
einen Maassstab fiir die Menge des gebildeten Alkohols und Aldehyds yn haben. Es
wurde gefunden:

Versuch L Jodoform 00212 ¢ } In allen ‘Fallen fiir das

II. 0,0174
" " ’ " Ganze berechuet.

» T ” 0,0190 ,,
Die Darstellung des Jodoforms geschah in der Weise, dass zu den 200 cem
Destillat 15 cem Jodjodkalium und 25 NaOH hinzugefiigt und 24 Stunden stehen ge-
lagssen wurde. Das ausgefallene Jodoform wurde abfiltrirt und mit einzelnen Portionen
Aether (stets einige Tropfen) gelist, in cin gewogenes Uhrglas filtrirt und der Aether
verdunstet. 1) Das Uhrglas wurde iiber Schwefolsiure getrocknet und gewogen. Die
Differenz war Jodoform.
An fliichtigen Sduren wurde gefunden:
Versuch I. missgliicktc.
» IL 20,8 com Halbnormallauge sitligend.
» JIL 40,0

Die fliichtigen S#uren wurden ebenso wie bei der Paulniss erhalten. Nur hetrug
hier der wilssrige Rickstand, der mit 25 cem (50 cem bei der Fiulniss) verdiinnter
Schwefelsdure angesinert wurde, 250 cem. Davon wurden 200 abdeslillirl, dann noch-
mals 200 cem Wasser zum Rickstand zugefiigt und noclunals 200 ahdestillirt, im
Ganzen 400 cem. Davon warden 50 cem abgenommen, und mit Halbnormallaage unter
Zusatz vom Lakmus titrict.  Es wurden verbraucht:

n ”

Versuch IL 2,6 cen Halbnormallange siltigend X 8 = 20,8 cem
» 1. 5,0 » ” X 8=40 ”
Der Nachweis der nicht fiichtigen Siuren geschah genau wie beim Pepton. )
Es wurde erhalten im Ganzen:

1) Vergl. E. Salkowski, Pfliiger’s Archiv. 56. 8. 340.
2) s, 8. 19,
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* Versuch L 17,0 cem Halbnormallauge séitligend.
" ]“L 2()75 ” n ”
. LL 22,76, "

”

Unter den nicht fliichtigen Sauren wurde Milchsiure erwarlet, und es erschien
intercssant, die gewonnene Quantitiit dersclben in den einzelnen Versuchen festzu-
stellen. 1) Ts wurde deshalb die nichi titrivte Actherldsung der Destillation uater-
worfen, und der Riickstand eingedamplt. Derselbe enthielt obige Schmieren und
cine erhebliche Menge Krystalle, in welchen Bernsteinsiure vermuthet wurde.

Zur genaneren Untersuchung wurde der Riickstand in Wasser geldst auf ein
hestimmtes Volumen gebracht 150 cem.

50 cem zur Milchsiurebestimmung und 100 com zur Bernsteinsiurebestimmung
verwandl.

Zur Bestimmung der Milehsiure wurde nach Salkowski-T.oube, Lehre vom
Harn Seite 126 verfahren; nur wurde der mit Bleioxydhydrat erhaliene Riicksiand mit
Wasser, statt mit abs. Alkohol gelist, da bernsteinsaures Bleioxyd in Wasser unlislich
ist und es hier sich nm Trennung von eventuell vorhandener Milchsaure neben Bernstein-
siure handelte.2) Es warde keine Milchsiure gefunden, Zur Bestimuung der Bernstein-
siure wurde der fiir ihren Nachweis abgemessene Theil zur Trockne eingedampft and
da er noch viel Schmieren enthiell, zur Reinigung abwechselnd mit Wasser und einem
Gemisch von Acther und Alkohol zu gleichen Theilen ausgezogen., Der so von den
Schmieren gereinigte Riicksiand wurde auf Thonplatten gebracht, nach 24 Stunden
abgenommen, 11/, Stunde bei 80 Grad gelvocknei und gewogen.

Versuch I. Es wurde gefunden: 0,3178 g Substanz.

Dies war aber nur, da von 150 cem nur 100 cem anf Bernsteinsiiure verarbeitet
wurden, 2/, der auf Mileh- und Bernsteinsiiure uniersuchten Menge. Mann muss also
zu dem erhaltenen Resuliale noch 1/; des Resultats hinzuaddiren, 0,1060 g. Damnit
erhiht sich die gefandene Menge anf (,4238 g. Da aber im Anfang von der Gesammt-
itherlosung (250 cem) 50 cem zur Bestimmung dec nicht fliichtigen Sturen durch
Titration verwand( waren, so ist noch 1/, der zuletst erhaltenen Menge zu dieser
hinzu zu addiven == 0,108, Gesammiresultat 0,5296 g.

Dieser Riickstand gab simmiliche Reactionen auf Bernsteinsiure?), Schmelzpunkt
179 Grad.  Der Schmelzpunlt der Bernsteinsiure liegt bei 180 Grad. Ts handelte
sich also um fast v6llig reine Bernsteinsiure.

Versuch I erhaltene Menge:

0,3444 g, dazu kam
Yy = 0,1148

0,4592 g und .
1/4 = 071148 ”

0,5740 g. Thenfalls Bernsteinsiure, Schmelzpunkt 174 Grad.

1) Alle Autoren melden iihereinstimmend, dass Bact. coli Glykose und Laktose-
gihrung verursachl. Genaueres findet sich in der Arbeit von Blachstein, Archiv
des sciences hiolog. p. p. Pinstitul impérial de médic. expér.  Détershourg 1892,
S. 199.  Derselbe herichiei in seiner Avbeit {iber die Biologie des Typhushacillus
auch iiber Stoffiwechselproducte von Bacl. coli.  Seine Augaben beruhen auf Unter-
suchungen von Bischler, welehe damals und, so viel ich weiss, auch his jetzi nicht
publicitt worden sind.  Es heisst p. 207: M. Bixchler a constalé une fermentation
leds énergique avec formalion d’aleohol éthylique et d*aciile acétique, ainsi que
Yacide paralactique dextrogyre.s

2) Virchow’s Archiv. Bd. 137. 3. 5. 550,

3) Ebenda S. 553.
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Versuch IIL. 0,232 g und
1/ 3= 07077 ”
0,309 g und
1/, = 0,078
0,387 ¢ Bernsteinsdure. Schmelzpunkt 176 Grad.

s waren also, je nach dem Gehali an Alkali aus 500 cem Milch
durch Bacter. coli zwischen 0,38 und 0,57 g Bernsteinsiure a abgespalten
worden. Es ist dies eine ganz ungewolmhch hohe Menge dieser Siure,
die ich iibrigens, wenn auch nicht in so crheblichen Mengen, wieder-
holentlich in Mileh bei der spontanen Zersetzung derselben gefunden habe.
Auch gelang es mir [rilher einen Gelatine verflissigenden Bacillus aus
Milch zu zichten, der aus Milch in wenigen Tagen Dernsteinsiure
abspaltcte, ohme sicher naclhweisbare Mengen von Milchsiure zu bilden.
Damals glaubte ich, dass es sich um einen specifischen Dernsteinsiure
bildenden Bacillus handelte, dhnlich wie der specifisch Milehséure ans
Milch bildende Bacillus. Ich glaubte dies um so mehr annehmen zu
kénnen, als ich in der Literatur keine Beohachtung fand, nach wel-
cher Bernsteinsdure aus Milch durch Bakterien entsteht, obwohl
die Zersetzung der Milch wiederholentlich studirs worden ist. Dazu kam
noch, dass eine andere aus der Mileh isolirte Bakterienart (viclleicht Oidium
lactis), welche bekanntlich bei der spontanen Zersetzung derselben eine
grosse Rolle spielt, kecine sicheren Mengen von Bernsteinsiure lieferte.
Es ist nach diesem Befund mit Bact. coli sicher, dass es vicle Mikroben
giebt, welche Bernsteinsiure ans Mileh bilden. Denn es wiire doch ein
sehr merkwiirdiger Zufall, wenn gerade bei den beiden bisher von mir
bei der Mileh beobachteten Zersctzungen, der spontanen und der durch
Bacterium coli commune, erhchliche Mengen Bernsteinsiure gefunden
wurden, sonst aber diese Saure nie unter Linwirkung anderer Mikro-
organismen aus Milch abgespalten werden kinnte. Nach miindlicher
Mittheilung hat E. Salkowski schon vor lingerer Zeit in Milch, welche
mit einem angeblichen Milehsdurebacillus goimpft war, ausschliesslich Bern-
steinsdure gefunden und zwar diese in so grossen Mengen, dass sie beim
Abdestilliren des Aethers in den Kolben sclbst sofort rein auskrystalli-
sirte, dagegen keine Milchsdure. Morkwiirdig ist ferner der Umstand,
dass ich weder hei der spontanen Zersetzung der Milch, noch
bei der durch Bacterium coli Milchsdure gefunden habe, ob-
wohl ich besonders auf Milehsiure geachtet habe. s bedarf
noch der Untersuchung, wann Milchsiure und wann Bernsteinsiure in
der Milch entsteht.  Und die Geneigtheit vieler Autoren, bei der Siure-
bildung in der Mileh der Milehsiure den ersten Platz einzuriiumen, ist,
wenn nieht unbegriindet, so doch schr einzuschrinken.

Die Lntstehung der Bemnsteinsiure aus Milch ist aber auch von
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dem Alkaligehalt derselben abhiingis. Dié beste Aushente scheint man
mit neutraler oder schwach alkalischer Milch zu crhalten.

Auch auf Verflissigung der Gelatine hat, wie bekannt, ihr Alkali-
gehalt Einfluss. Ich benutzte Reinculturen jener von mir frither aus der
Mileh gezfichteten Bacillen, welche in ihrem morplologischen Verhalten
einen Uebergang zu den Kokken darstellen wnd welehe Gelatine ver-
fliissigten.  Und zwar impfte ich eine Platindse stets aus derselben
Cultwr.  Ich benutzte jo vier verschiedene Gelatinershrehen. Jedes Rohr
enthielt 10 cem Gelatine. Es wurden angewandt:

1. Rahrchen einer neulralen Gelatine,

2. " »  Gelaline, die anf 200 cem 2 cem 10proc. NayCO4-Lisung enthielt,
3' n " ” »” n 200 N 4 ki n ” n n
4. ” » 2000, 08 ” 1

EE I * »n ? »” n ki
Alle Robrchen zeigten hereits nach 24 Stunden slurke gleichmissice Kntwicklung.
Die Gelatine 4 begann sich nach 12 Tagen zu verllisssigen.

” ki 3 " ” n 1") kxl ” »
; ;

” bk 2 bAl ” ” 21 b2 " 3

: O , ,

b " ” » ” y
Da angenommen wird, dass die Verflissigung der Gelatine aul Peptonisirung
beruht, so ist auch hier der Einfluss des Alkali auf letztere nachgowiesen.

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass in der That das
Alkali hervorragend den Stoffwechsel der Mikroben beeinflusst.  Dureh-
gehend tritt dies zu Tage bei der Sdurebildung. 1lier gilt der Satz,
jemehr Alkali dem Zersetzungsmaterial beigegeben wird, desto
mehr Sidure wird gebildet. Wie weit man nach oben mit dem
Alkalizusatz dabei gehen darf, ist nichl festeestellt worden: es diirfte
dies wohl fiir jeden Mikroben sich verschieden gestalicn.

Dieser Satz erfihre aber dadurch cine Binsehrinkung, dass zwar
die Gesammisumme der gebildeten Sioren durch ein Plus von Alkali
sich erhdht, dass aber die cinzelne Siure bei cinem hohen Alkali-
zusatz in geringerer Quantitit gebildet werden kann, als bei
cinem miissigen, wic dies fir Bernsteinsiure nachgewicsen
ist. lis scheint das Plus der nicht fliichtigen Sturen bei stirkerem
Alkaligehalt der Mischungen bei der Eiweisszersetzung haaptsdachlich auf
das Conto der Oxysiiuren zu setzen zu sein.  Der Mangel ausreichender
Methoden zur quantitaiiven Destimmung derselben hinderte die Unter-
suchung ins Binzelne auszudehnen.  Man wird also, falls man einzclne
Sduren bei Zersctanngen  darstellen will, immer mehrere Versuche mit
variirtem Alkaligehalt. anstellen miissen, um nichl den Antheil derselben
an den Zerselzungsproducten falseh zu daxiven. Ja es hat sich sogar
gezeigl, dass das Entstchen cinzelner Producte, wie 11,8, vollkommen
unter dem Kinfluss des Alkuli verhindert werden kann und
dass frithere Untersucher beziiglich der Mercaptanbildung aus Fibrin nur
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darum zu cinem ncgativen Resultat gelangten, weil der Alkaligehalt zu
hoch bemessen war. Man wird also in Zukunft bei allen Zersetzungen
dem Alkaligehalt der Mischungen einige Aunfmerksamkeit schenken miissen,
um nicht zu falschen Schliissen in Bezug auf den Stoffwechsel der
Mikroben zu gelangen. Es muss hier zugestanden werden, dass die vor-
liegenden Untersuchungen nur im Allgemeinen den FEinfluss des Alkali
auf den Mikroben-Stoffwechsel nachgzewicsen haben, dass sie aber fiir
die einzelnen Producte vielfach noch zu keinem abschliessenden Resultate
gelangt sind.  Z. B. hitte noch untersucht werden kénnen, ob und wann
bei der Fibrinfiulniss die Mercaptanbildung unter dem FEinfluss des
Alkali aufhért. Ferner, ob Kresolbildung aus Fibrin unter miéssigem
Alkalizusatz cin constanter Befund ist ete.

Ich bin leider durch dusserc Umstinde verhindert, firs erste diese
Untersuchungen fortzusetzen.

Ein zweites wichtiges Ergebniss ist, dass der Alkaligehalt nur un-
wesentlich, wenigstens innerhalb gewisser Grenzen, die Intensitit der
Zersetzung beeinflusst. s ist damit erwiesen, dass dic Fahigkeit der
Bakterien Nilrmaterial zu zersetzen, nichis zu thun hat, mit der quanti-
tativen Bildung einzelner Stoffwechselproducte. Ob diesc oder jene
Producte besonders von den Bakterien gebildet werden, hingt
nicht nur ab von den Lebensfihigkeiten derselben, sondern
auch bei gleicher Vitalitit der Bacillen in hohem Grade von
dem Alkaligehalt des ihnen zur Zersctzung dargebotencn
Materials. Deshalb war es anzunchmen, dass dies auch fiir die Toxin-
bildung zutrifft.

Bei derartigen Untersuchungen musste man sich des Thierkérpers
als Reagens bedienen, da nur die Stirke der Symptome bei den mit
Baktericnstoffwechselproducten behandelten Thieven einen Massstab bot
fir die Giftigkeit der durch die Bakterien unter Alkalieinfluss hervor-
gerufenen Zersetzangen. Am meisten geeignet zu diesen Untersuchungen
erschien mir Bact. coli, weil ich fir dieses vielfache Unterschicde der
Stoffwechselproducte abhingie von der Alkalescenz nachgewiesen hahbe.

E. Versuche an Thieren.

Jo 250 ccm Bouillon warden A. mil 2 cem 10proc. Na,C0,-Lisung, B. mit
8cem 10proe. NayCOg-Tissung, C. mit 12 com 10 proe. Na, CO,-Losung versetzt, dann
11/, Stunden sterilisirt und mit 1 Platindse ciner Reinoultur von Bacterium coli in
Bouillon geimpft, welche ich der Giite des Heren Prof. M. Wolif verdanke. Die so
geimpfte Bouillon wurde in Kleinen Kilbehen 25 Tage der BEntwickelung im Ther-
mostaten bei 390 iiberlassen.

Bouillon A. ist nach 24 Stunden triibe und zeigt liings der Glaswand einen
fiir Bact. coli charakteristischen bliulichen Rand.

Bouillon B. Nach 24 $td, diesclbe anscheinend etwas schwiichere Entwickelung.
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Bouillon C. ist nach 24 Std. vollig klar, crst nach 48 Std. beginnt sie sich

‘leicht zu triitben. Ein bliulicher Rand entwickelt sich erst nach vielen Tagen und

zZwar nur in ganz geringen Maasse. Bevor nun die Meerschweinchen gespritzt wurden,
wurde von der Bouillon auf Gelatine itbergeimpft und von derselben Platten gegossen.

Platte von Bouillon A. zeigte nach 72 Sid. fast keine Entwickelung.
Ich zahlte mit der Lupe 16 Colonien; nach 96 Stunden fand ich 28 Colonien.

Platte von Bouillon B. zeigle nach 72 Stunden zahlreiche nicht zahlbare
Colonien.

Platte von C. zeigte sich nach 72 Stunden vollkommen mit Colonien iibersiit.
Hier hatte entschieden die stirkste Entwickelung stattgefunden. Nach
Schétzung iibertraf die Zahl der Colonien dic der Platte B. mindestens um das 3fache.
Es handelte sich iiberall nm Reinculturen.

LEin Vergleich der 8 Kilbchen wihrend der Zersetzung zeigte, dass
die geringe Zahl der Colonien auf der Platte A. nicht von ciner geringeren
Entwicklung in der Bouillon A. resultirte, sondern e¢s hatten sich
hier offenbar unter dem Einfluss des Alkali mehr jener
Producte gebildet, weleche abtodtend auf die Bakterien wirkten.
Immer wieder ein Beweis fir den Linfluss des Alkali auf den Stoff-
wechsel der Mikroben,

Nachdem nun durch Giessen von Platten festgestellt war, dass die
Culturen rein geblieben waren, wurde cin Mecerschweinchen zur Probe,
welche Dosis zur Erzielung einer starken Infection ndthig war, mit 4 cem
der Bouillon A. geimpft. lch nahm zu diesem Probeversuch Bouillon A.,
weil ich glaubte, dass die fiir die Bakterien sclbst toxischen Producte
auch in gleieher Weise toxisch fir die Thiere wiren und Bouillon A.,
wic oben auseinandergesetzt ist, mehr dieser Producte enthielt als
Bouillon B. u. C.

Versuch 1. Meerschweinchen 260 g erhiilt von Bouillon A. 4 cem subcutan
unter dic Riickenhaut (3 cem rechts, 1 cem links.)

Nach 2 Std. ist es kurzathmig, nach 4 Sld. reagirt es schwer mit auffallender
Schwiiche der hintercn Fxtremitéiten auf Beriithrung, dabei streckt es die Glieder von
sich und hat die Augen fesl geschlossen. Nach 7!/, Stunden Tod unter den Er-
scheinungen der Dyspnoe.

Section. An der Injectionsstelle nichts Besonderes.

In der Bauchhihle etwa 10 cem gelbe, klare Flissigkeit, daneben gallertige

Massen. — Dirme wenig gefiillt, cinzelne Himorrhagien im Dinndarm. — Milz
rothbraun, um das 3fache vergrossert. — Leber makrosk. gelbe Punkte und

Striche. — mikroskopisch kleinzellige Infiliration. — Herz prall gefiillt, nament-
lich die Vorhofe. —- Nieren hyperiimisch. — Lungen etwas alolectatisch im Unter-
lappen, sonst normal. Fs wurden Culturen angelegt, aus den gelben Strichen der
Leber, des Peritoneums, des fliissizen Oedems und des Herzbluls. Steril war das
ITerzblut und die T.eber. Die Gdematise Fliissigheit zeigle keine Reincultur. Nur
vom Peritonenm gelang es, Baclerium coli in Reincultur zu ziichten, obwohl keine
Peritonitis gefunden wurde. Offenbar konnte sie sich in so kurzer Zeit noch nicht
aushilden.

Es handelte sich klinisch und path.-anatomisch im grossen und ganzen
um das gewdhnliche Bild der allgemeinen Infection und Intoxication. Der

n
o
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letzteren muss des schnellen Todes wegen ein grisserer Einfluss einge-
réumt werden.

Der schnelle Eintritt des Todes nach der Injection bei cinem im
grossen und ganzen fiir so wenig virulent gehaltenen Mikroben wie
Bact. coli veranlasste mich, den Versuch zu wiederholen und zugleich
Versuche mit Bouillon B. und C. anzustellen. Teh konnfe jetzt aller-
dings nur noch die Toxicitit der Bouillon feststellen, da ich nach Ab-
impfen von den Bouillonculturen dieselben mit 1 cem Chloroform versetzt
und so die Bakterien abgetidtet hatte. — Ich “glaubte auch mit der
Dosis etwas heruntergehen zu miissen, um nicht nach diesem Probe-
versuche eine zu starke Virnlenz zu haben.

Versuch 2. Meerschweinchen 258 ¢ mit Bonillon A., 2 Sprilzen subcuian in
den Riicken geimpft.

Nach 11/, Stunde starke Dyspnoe. Nach 20 Standen ist das Thier villig munter.
Darauf erhielt das Thier noch 2 Spritzen subeutan in die Bauchhihle, Nach 1/, Std.
sehr unruhig. Nach 3 Stunden starke Orthopnoe und Schwiche in den hinteren Exe
tremititen. Nach 6 Stunden etwas erholt, nach 20 Stunden munter.

Versuch 3. Meerschweinchen 227 g mit 2 cem der Bouillon B., subcutan in
den Riicken gespritat.

Nach 1%/, Stunde starke Dyspnoe. Nach 20 Std. vollig munter. Darauf bekommt
esnoch 2Spritzen subeutan. Nach 1/, Std. ist es sehr unruhig, und hat starke Orthopnoe.
Es macht vergebliche Versuche mit dem Kopf nach der injicirten Stelle zu kommen.
Nach 2 Std. bekommt das Thier einen heftigen Schittelfrost. Es bewogt schmerzhaft
die hinteren Extremititen und verzieht krampfhaft die Gesichismusenlatur. Nach einer
weiteren 1/, Std. Schiittellrimpfe. Am nichsten Morgen hat sich das Thier erholt,
Nach 24 Std. villig munter.

Versuch 4. Meerschweinchen 216 g, 2 com der Bouillon € subcutan in die
Riickenhaut gespritzt.

Nach der Injection heftige Schmerzen, das Thier schreit mehrere Minuten, lduft
dabei im Kreise herum. Dann wird es ruhiger, kauert sich unter heftiger Dyspnoe in
einer Kcke zusammen; erholt sich aber sehr schnell und ist schon nach 3 Std. voll-
kommen munter. Nach 20 Stunden wieder 2 Spritzen. subcutan in den Riicken. Nach
2 Std. Schiittelfrost und schmerzhaftes Bewegen der hinteren Extremititen und im
Gesicht. Nach 8 Stunden Schiiitelkrimpfe. Am nichsten Mogen ist es munter.

Es waren alle 3 Thiere erkrankt; vor der zweiten Injection nur
schwach; nach der zweiten Injection etwas stidrker, am wenigsien das
Thier No. 2, am stirksten No. 3, das mit Bouillon B. (8 cem Alkakh)
geimpft war.

Als Krankheitssymptom zeigten sich Dyspnoe und Kriimpfe. Von einer
durch die erste Injection erworbenen Immunitit kann nach diesen Ver-
suchen nicht die Rede sein, da nach der zweiten Injection bei der
gleichen Dosis viel bedrohlichere Erscheinungen auftraten, als nach der
ersten Injection.

Diese Versuche wurden mit einer etwas stirkeren Dosis an 3
schwereren Thieren wiederholt (No. 5—7). Jedes Thier erhielt auf
einmal 4 cem subcutan,
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Versuch 5. Meerschweinchen 525 g mit Bouillon A. gespritzt. Nach 1 Std.
villig apathisch. Nach 2 Std. starke Dyspnoe. Nach 5 Std. etwas erholt. Nach 20 Std,
ist es immer noch sehr krank, die Haare sind struppig und ¢s zeigt eine auffallende
Schwiche in den hinteren Extremitiiten, Nach weiteren 24 Stunden ist os véllig munter.

Versuch 6. Meerschweinchen 492 g mit Bouillon B. gespritst. Nach 1 Std.
dyspnoisch und apathisch. Nach 2 Std. heftige Orthopnoe. Es bekommt Thrinenfluss ;
nach 21/, Std. sieht man Trismus, der etwa 3 Minuten withrt. Nach 5 Std. etwas
| erholt, doch schwerer krank als Thier No. 5 und No. 7. Nach 24 Std. noch immer
] krank, doch hal es die Gofahr iiberstanden. Nach weileren 24 Sid. etwas munterer.
Erst nach einigen Tagen villig munter.

Versuch 7. Meerschweinchen 440 g mit Bouillon C. eingeimpft. Nach 1 Std.
geringe Dyspnoe, nach 21/, Std. starke Dyspnoe, nach 3 Std. heftige Kriimpfe.
Nach 5 Std. etwas erholt. Nach 20 Std. vollig munter,

Alle 3 Thiere waren stark erkranki. Das Thier No. 6, welches |
mit der Bouillon B. (8 cem Alkali) geimpft war, entschicden am stirksten;

No. 7 mit Bouillon C. (12 cem Alkali) am schwichsten.

Der Versuch 1 hatte offenbar ein Zufallsresultat, das sich schwer
erkliren lisst, gegeben. Und es isi sicher, dass ich bei diesen Ver-
suchen weit unter der todilichen Dosis geblieben war. Ich dampfte in
Folge dessen von der Bouillon je 200 cem auf dem Wasserbade auf
40 com ein, filtrivte, verdinnte mit sterilisicten Wasser auf 50 cem
und spritzte die so concentrirte Bouillon, nachdem ich sie zuvor mit
1/, eem Chloroform  versetst hatte, in den folgenden Versuchen den
Thieren ein. Ehe injicirt wurde, verdampfte ich das Chloroform durch
1 Minute langes Erhitzen.

Versuch 8. Meerschweinchen 245 g 3 Spritzen subcutan in der Bauchgegend
(3 cem) von Bouillon A, um 3 Uhr Vormittags. Das Thier macht sofort cinen schwer
kranken Bindruck. Starke Dyspnoe, Haare sehr struppig. 11 Uhr mit halbgeschlossenen
Augen sitzt cs zusammengekauert da, unter heftiger Dyspnoe. 1,25 Uhr starke Krémpfe
mit heftigen Schmerziusserungen. 1,30 Thr heftige Orthopnoe und Zuckungen im
Gesicht. Das Thier ldsst sich leicht in Jjede belichige Stellung bringen. 2 Ulr unter
Kriimmungen und Windungen, wie von Schmers gepeinigh, wird es sehr unruhig,
lauft von einer Ecke zur andern, schliesslich kauert es sich in einer Kcke zusammen
und bleibt so ruhig sitzen. Um 4!/, Ubr tritt Speichelfluss auf; das Thier sicht aus,
als wiirde es jeden Augenblick verenden. Am nichsten Morgen daucrt der Zustand
fort: die friiher beobachteten Symptome wiederholen sich, doch in immer abgeschwich-
terem Maasse. Auch am dritten Tage treten noch Krimpfe auf, dann erholt es sich
allmilig. 6 Tage nach der Injeetion vollig munter,

VYersuch 9. Thier von 210 g mit 3 cem (Spritzen) der Bouillon B. in der
Bauchgegend subceutan gespritzi. Das Thier ist gleich schwer vergiftet. Es liegt auf
der Seite wie gelihmt. Legt man es auf den

Tisch, so bleibt os in jeder Lage licgen.
Reflexe vorhanden, schreit auf Kneifen. Nach 1/, Std. Orthopnoe. Haarc struppig.
Die Augen sind halb geschlossen. Plétzlich bekommtes heftige Schiittelkrimpfe, nament-
lich in den hinteren Extremitiiten. Diese Krimpfe wiedetholen sich alle 2—3 Minuten
und sind bei jeder Beriihrung auszulésen. Das "Thior macht vergebliche Geh-
bewegungen. Die Orthopnoe wird imwmer stirker und dip Krimpfe so heltig, dage das
Thier mit dem Kopf gegen dic Wand des Kiligs geschleudert wird. Auf Schlag gegen

den Kiifig reagiri es noch durch Ohrbewegungen. Die Augen sind sind fest gesehlossen.
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Die Pausen zwischen den Schiittelkrampfen werden immer geringer, schliesstich er-
folgt alle 20 Secunden ein Krampf, bei dem das Thier hin und her geworfen wird.
Die Exiremititen hilt es dabei von sich gestreckt. Nach !/, Stunden hiren die
Krampfe auf; nur bei Berilhrung treten sie noch auf. Das Thier liegt apathisch da.
Von Zeit zu Zeit sieht man noch einige Zuckungen, wihrend deren das Thier laut
schreit. Die hinteren Extromititen scheinen gelihmt zu sein. Legt man das Thier
auf die Seite, so kann es sich nicht mehr aufrichten. Dann treten Schleuderbewegungen
in den hinteren Extremititen auf. Fusssehnenreflexe links nicht mehr vorhanden;
rechts sehr schwach. Nach einigen Minuten Tod; 5 Stunden nach erfolgter Injection.

Section. An der Injectionsstelle geringe, subcutane Iamorrhagic. Nach Er-
offnung des Peritoneum in der Bauchhohlé 20—25cem 6dematise, gelbe, klare Flissig-
keit. Darme stark ausgedehnt; namentlich das Colon ascendens. Hyperimie der
Niere. Herz prall gefiillt. Milz nicht vergrdssert. Lungen intact.

Das Thier war also unter den Zeichen der allgemeinen Intoxication in kiirzester
Zeit zu Grunde gegangen.

Versuch 10. Meerschweinchen 215 g mit 3 ccm der Bouillon ., subentan in
die Bauchgegend gespritzt. Vormittags 10,55 Uhr. Sehr ruhig nach der Injection,
zittert heftig. Erst sitzt es zusammengekauert in einer Kcke; plotzlich linft es dann
durch den Kifig, schnuppert an der Nahrung ohne etwas anzurithren. Allmélig bildet
sich eine heftige Dxspnoe aus, welche bis 11/, Uhr zur hochgradigen Orthopnoe sich
gesteigert hat. Dabei hat es die Augen [est geschlossen und sitzi ruhig da, vollkommen
struppig. Plétzlich beginnen heftige, wie tetanische Zuckungen. Legt man es auf
den Riicken, so kann es von selbst nicht mehr in die natirliche Lage zuriickgelangen.
Um 12 Uhr wird es unruhig und liduft unter schmerzhaften Bewegungen herum. Dann
bekommt es wicder starke Krdmpfe, dabei sind die hinteren Extremitilen gelihimt, so
dass es sich nicht mehr fortbewegen kann. Um 1/,5 Uhr scheint es munterer zu
sein. Am néchsten Morgen um 7 Uhr wird es todt im Kifig gefunden.

Section. Geringe Hamorrhagie an der Injectionsstelle, gallertiges Oedem in
der Bauchhohle. Nieren und Nebennieren intact. Milz normal. Lungen im Unter-
lappen etwas atelektatisch. Herz prall gefiillt.

Diese 3 letzten Versuche 8—10 ergaben in allen 3 Fillen eine sehr
schwere Intoxication. Es handelte sich ja auch um eine sehr hohe Dosis,
die injicirt wurde.

Das Thier No. 9, welches mit Bouillon B. (8 cem Alkali) geimpft
war, crkrankte am heftigsten. Es trat der Tod bereits nach 5 Stunden
ein, wihrend No. 10 (12 cem Alkali) nach ctwa 20 Stunden einging.
Die Erkrankung des Thicres No. 8 (2 cem Alkali) war auch schr heflig.
Dass es schliesslich mit dem Teben davonkam, hat es vielleicht seinem
ctwas hoheren Gewicht zu verdanken.

An Symptomen sind hervorzuhehen  bei allen Orthopnoc, Unruhe,
Schwiche der hinteren Lxtremititen, Kvimple. Bei Thier No. 8 Speichel-
fluss, No. 9 das Vorwiegen der Schiittelkrimpfe. Dic Section ergab
nichts Besonderes.

Ich wollte nun diese Versuche, welche zu einem positiven Resultate
zu fithren schienen, wiederholen. Ils standen mir aber nur Thiere von
erheblich schwererem Gewicht zur Verfiigung. Deshalb wandie ich die
doppelte Dosis zur Injection an, also 6 ccm.
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Versuch 11. Meerschweinchen 493 g je 3 Spritzen (3 com) rechts, und links

“subcutan in die Bauchgegend von Bouillon B. Nach wenigen Minuten ist es villig

struppig. Stark dyspnoisch liegt es ausgestrockt da. Dann treten starke Convulsionen
des ganzen Korpers auf. Plitzlich logt es sich auf die Seile und bleibt so in eigen-
thiimlicher Stellung mehrere Minuten liegen. Dann fingt es an mit halbgeschlossenen
Augen den Hinterkorper hin und her zu wilzen. Die Convulsionen werden immer
stirker, nach einer halben Stunde triit heftige Orthopnoe anf. Krampfartig werden
die hinteren Exlremititen angezogen und abgestossen. Nach 11/, Std. sind die Augen
fest geschlossen. Dabei sind jetzt die Krimpfe in den hinteren Extremititen so stark,
dass dabei das Thier mit den Fiissen gegen den Boden geschleudert wird. Nach einer
weiteren halben Stunde starke, wie tetanische Zuckungen im Unterkiefer. Am n#chsten
Morgen, also nach 20 Stunden scheint der Zustand cin wenig besser, doch ist es
immer noch schr schwer krank. Noch vollig struppig sitzt es zusammengekauert da
mit halbgeschlossenen Augen, von heftiger Dyspnoe gequilt. Nachmittags wird es
sehr unruhig, os treten wieder heftige Convulsionen auf. Die Orthopnoe erreicht einen
sehr hohen Grad, das Thier crecheint moribund. Am niichsten Morgen (48 Stunden
nach der Tnjection) hai es sich etwas erholl. An der Injectionsstelle zeigt sich
trockne Gangrin. Allmilig erholt sich das Thier nach Abstossung der gangriindsen
Stelle.

Versueh 12. Mcersehweinchen 467 g, 8 Spritzen rechts, 3 links subcutan in
die Bauchgegend von Bouillon 0. Wenige Minuten nach der Injection auf den Tisch
gelegt, bleibt es regungslos liegen; Fusssohlenveflexe erst nach stérkerer Einwirkung
deuntlich. Bald darauf bekommt es Thrinenfluss. Dann kauert es sich in einer Ecke
zusammen und bleibt dyspnoisch so stundenlang wie im Coma ruhig sitzen, ohne auf
Stoss und Schlag lebhafter zu reagiren. Nach 24 Stunden hat es sich clwas erholt,
nach 48 Standen ziemlich munter. Gleichfalls Gangrin an der Injectionsstelle, die
ebenfalls ohne weiteren Schaden fiiv das Thier sich verliert.

Versuch 13, Meerschweinchen 540 g, je 3 Spritzen rechts und links in der
Bauchgegend subcutan von Bounillon A. Das Thier sitzt vollig apathisch da, Convul-
sionen und Zittern. Tm grossen und ganzen bictet das Thier dieselben Erscheinungen
wie die Thierc No.11 und 12, nur in weit geringerem Maasse. Nach drei Tagen zeigt
sich trockne Gangrin an der Injectionsstelle, die gleichfalls ohne weitere Nachtheile
fiir das Thicr bleibt.

Das Thier No. 13 (2 cem Alkall) war am schwichsten, No. 11
(8 cem Alkali) und 12 (12 cem Alkali) waren viel schwerer erkrankt.
Da mir noch eine 8 Wochen alte Peptonlosung (2 g Pepton, 250 Wasser,
8 cem Alkali), die mit 1 Platinise von Bact.-coli-Gelatine-Reincultur
geimpft war, zur Verfiigung stand, so injicirte ich einem Meerschweinchen
von 210 g davon 3 Spritzen subcutan in den Riicken.

Versuch 14. Das Thier zeigt dieselben Symptome, wie die mit Bouillon ge-
impften Thiere. Zuckungen, Frost, Apathie und Krimple; die hinteren Extremiléten
scheinen wie geléhmt. Das Thier erholt sich anscheinend bald. Nach 18 Tagen
plotzlich Exitus, nachdem das Thier zuvor immer munier gewesen war.

Seclion. Nieren hyperidmisch, besonders die Marksubstanz, Herz prall gefiillt,
Alle andern Organe inlacl. An der Injectionsstelle nichts Besonderes.

Tn diesen Versuchen zeigt sich, dass fast alle mit Bouillon B.
(8 cem Alkali) gespritzien Thiere schwerere Erscheinungen
hatten, als die mit Bouillon A. oder C. gespritzten Thiere.



T

32 F. BLUMENTHAL,

Trotzdem wage ich es nicht, daraus mit Sicherheit den Schluss zu zichen,
dass dic Bouillon B. toxischer als Bouillon C. und namentlich als A. ge-
wesen ist. Dazu sind die Thicrversuche noch lange nicht zahlreich genng;
dazu mussten mit der Bouillon viel zu vicl Manipulationenl) vorgenommen
werden, che sie sich sicher wirksam zeigte. Diese Versuche sind aber
als Orientirung fiir weitere Untersuchungen brauchbar und zeigen, mit
welchen Dosen im Verhiltniss zum Gewicht der Thieve ungefihr bei
Bacterium coli gearbeitet werden muss, um dic Frage von dem Fin-
fluss des Alkalis auf die Toxinbildung zu beantworten. Aus #dusseren
Griinden bin ich leider nicht in der Lage jetzt diese Versuche fortzu-
selzen, glaubte aber dicselben bereits miitheilen zu konnen, weil sie
erstens cine grosse Wahrscheinlichkeit zeigen fir den Einfluss des Alkalis
auf die Toxinbildung und zweitens einen Beitrag liefern zu der Patho-
genitidt des Bact. coli, die immer noch angezweife)t wird.  Achnliche
oder dieselben Krankheitssymptome nach Injection der Toxine von
Bacter. coli Lei Froschen fand Roger.2) Bei der Inficirung von
Thieren mit Bact. coli fanden Escherich,3) Laruelle,®) Alex. Friinkel®)
und Andere eine starke Pathogenitit.

Ueber die Gerinnbarkeit der Mileh durch Bacter. eoli zum Unter-
schied von Typhusbac. kann ich auch noch einige Versuche mittheilen,
aus denen hervorgeht, dass die Gerinnung der Milch nach Tmpfung mit
diesen Bacterien auch vom Alkalesconzgrad derselben abhingig ist. Ucher
die mit Bacterium coli inficirte Milch siehe ohen S. 21. Bei Impfung
mit Typhusbacillen beobachteten keine Gevinnimg der Milech u. a.
Blachstein® und Ury.") Ich fand, dass 500 cem neutraler, sterili-
sirter Milch, welche mit einer Reincultur von T'vphusbacillen beschicki war,
schon nach 8 Tagen; 500 cem Milch, die mit 4 cem 10 proe. Sodalpsung
versetzt war, etwa nach 3 Wochen und Mileh (500 cem) die mit 6 cem
Alkali versetzt war, nach etwa 4 Wochen zu coaguliven begann. Die
Art der Coagulation ist allerdings beim Typhushacillus eine andere als
beim Bacter. coli. Auch fand ich selbst nach Monaten noch auf der
Typhusmilch unabhingia vom Alkaligehalt eine dicke, spockige Haut,
die oben auf dem Serum schwamm, was nie bei Bact. coli beobachtet
wurde.

———— ]

1) Eindampfen auf dem Wasserbade, fillriren,

2) lia semaine médicale. 1393, No. 29.

3) Fortschritte der Medicin. 1885, S. 521.

4) Baumgarten, Jahreshericht. 1889. S. 335,

5) Wiener klin. Wochenschrifi. 1891, No. 13--13.

6) Archiv des sciences biol., publ. par Ulnstilui imp. de méd. expérim. &
St. Pétershourg. T. I. No. 1w 2.

%) Ury, Inaug.-Dissert. Strassburg 1894.

4




i
|
|
!

Einfluss des Alkali auf den Stoffwechsel der Mikrohen. 33

Betrachtet man die Frgebnisse aller Versuche, welche angestelit
waren, den Einfluss des Alkali auf dic Lebensthatigkeit der Mikroben
festzustellen, so zeigt sich ‘

1. Bei Mischeulturen sowohl, als auech bei Reineuliuren
ist die Bildung der cinzelnen chemisch nachweisbaren Stoff-
; weehselproducte abhiingig vom Alkaligehalt des Zersetzungs-
materials; dabei ist dic Intensitdt der Zersetzung entweder
j gar nicht oder nur wenig vom Alkalizusatz abhidngig.
| 2. Die Verflissignng der Gelatine st abhiingic vom  Alkaligehalt
derselben.

3. Die Bildung der fiir die Baktevien selbst schidlichen
Producte ist abhdngig von dem Alkalescenzgrad der Culluven.

4. Mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit kann auch angenommen
werden, dass die Toxinbildung der Mikroben unter dem EKinfluss des
Alkali steht.

Zum Schluss ist s mir ecine chrenvolle Pllichi meinem hochver-
ehrten Lehver, Hern Professor B, Salkowski, fiir die mir auch bei
dieser Arbeit freundlichst gewihrte Unterstitzung meinen herzlichsten
Dank auszusprechen.






