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Es handelt sich bei dieser G#hrung um den normalen Butyl-
alkohol, welcher bei 117° C. siedet und in 12 Theilen Wasser 1slich
ist, woraus er durch Chlorcalcium abgeschieden werden kann. Durch
Oxydation wird er in normale Buttersidure iibergefiihrt. Dicser Al-
kohol ist nicht allein Product der auf den folgenden Seiten zu be-
schreibenden Gihrung, deren Ferment ich fernerhin als Gran«lo-
bacter butylicum bezeichen werde, sondern man findet davon kicine
Quantititen auch bei anderen Géhrungen, besonders bei der Butter-
séduregihrung von Glukose, Rohrzucker, Glycerin und Mannit ),
deren Urheber Granulobacter saccharobulyricum genannt werden mag.
Im Gartenboden ist ein Streptckok-artiger Spaltpilz verbreitet, wel-
cher aus concentrirten Maltosewiirzen etwas Butylalkohol erzeugt.
Ferner fand ich einmal in einer Aussaat von Erde vom Senegal,
welche mit Erdniissen iibergekommen war, unter zahlreichen Kolo-
nien von Bacillus megatherium, ein Clostridium, welches, voriiber-
gehend, in Wiirze viel Butylalkohol bildete. Ich glaube darum, dass
bei weiterer Aufmerksamkeit, normaler Butylalkohol sich als ein
ziemlich verbreitetes Product des Bacterienlebens ergeben wird. Das
Ferment, welches ich nachfolgend beschreibe, ist bisher nicht von
dem Buttersiureferment unterschieden, womit es auch thatsichlich
nahe verwandt ist. Von diesem letzteren Fermente werde ich unten
eine Diagnose geben, und hoffe darauf spiter zuriickzukommen bei
einer allgemeinen Besprechung der spontanen Géhrungen in Mehl-

1) A. Frrz. Ueber Bacillus butylicus. Berichte d. D. chem Gesellschaft, Jahrg. 15,
pag. 867, 1882. Bacillus butylicus, Frrz, ist identisch mit meinem Granulobacter sac-
charobutyricum. F11z kannte Gr. butylicum nicht.
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teigen, welche, bei Zimmertemperatur angefertigt, im Brutschrank
vergihren.

§ 1. EINLEITUNG. AUFSTELLUNG DER GATTUNG GRANULOBACTER.

Im Jahre 1886 entdeckte ich, dass es bestimmte Getreidemehl-
und Gerstenmalz-Varietiten gibt, welche, wenn dieselben mit kochen-
dem Wasser eingemaisecht werden, nach 24-stiindiger Aufbewahrung
bei Bruttemperatur, unter reichlicher Wasserstoff- und Kohlenséure-
production in eine reine Butylalkoholgihrung gerathen. Aus anderen
Mehlmustern entsteht bei gleicher Behandelung, neben den genannten
Gasen und sehr wenig Butylalkohol, der Hauptsache nach Butterséure !).

Das Verfahren des Einmaischens bezweckt im vorliegenden Falle
Abtodtung der Milchséurebacterien, Vertreibung der Luft aus der
Mehlmasse, und Verkleisternng der Stirke, alles durch Einwirkung
des kochenden Wassers. Die Sporen des Butylfermentes, der Heuba-
cillen und der Butterséiurebacterie iiberleben das Kochen, wenn es
vorsichtig geschieht, einige Secunden, und weil daraus obligat-anaérobe
Bacterien entstehen, findet die Entwickelung zunichst in der Tiefe
des Mehlbreies statt. Hier erzeugen die Bacterien sehr viel Amylase ),
wodurch die verkleisterte Stirke verfliissigt wird und in Maltose 3)
tibergeht.

Auf die mit der Luft in Beriihrung stehende Oberfliiche der Maische
bildet sich gewihnlich eine ,Heubacillendecke”, welche iibrigens nicht
schadet, die Luft gut abschliesst und so die darunter stattfindende
Géhrung begiinstigt.

Ich habe mich seit dem genannten Jahie vielfach mit diesem
merkwiirdigen Vorgange beschiftigt, und die Hauptfactoren worauf
der Versuch beruht, derweise zu beherrschen gelernt, dass die Zahl

1) Ich habe bei sehr zahlreichen Gasanalysen bei diesen beiden Gihrungen niemals
eine Spur Methan oder irgend ein anderes Gas wie Wasserstof und Kohlensiure
gefunden. Natronlange und Palladiummohr absorbiren die Giéhrungsgase vollstindig

%) Das Wort #AMyLase” gebrauche ich, nach dem Beispiele der Franzosen, als Gat-
tungsnamen fiir die verschiedenen Stirke spaltenden (amylolytisch wirkenden) Enzyme.
Die folgenden »Amylasearten” habe ich genauer kennen gelernt. T. MavLTasE, 1L. DEx-
TRINASE, (welche beide zusammen die ~Malzdiastase” darstellen; 1IJ. PryarLiN (und
PaANCREASDIASTASE) ; IV. Diastast in engerem Sinne (wozu Maismalzdiastase, Butyl-
diastase, Buchweizendiastase, Nyctagineendiastase) ; V. GLUKASE.

Die Worte Butyldiastase, Butylamylase, Granulobacterdiastase, welchen man fernerhin
begegnen wird, erkliren sich von selbst, sie bedeuten alle dasselbe durch Granulobacter
erzeugte amylolytische Enzym.

3) Glukose entsteht dabei nicht.
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der Getreidemehlmuster, womit derselbe gelungen ist, sich allmihlich
ausgedehnt hat.

Gute Gihrungen habe ich, wenn auch nur ausnabmsweise, mit
Roggen-, Weizen-, Spelz- und Gerstenmehl bekommen, doch ist die
Ausbeute an Butylalkohol dabei ausserordentlich verschieden, abhiin-
gig von den jemals dabei thdtigen Bacterienvarietiten und Arten.
Meistens findet sich in soichem Mehl soviel Buttersiureferment, dass
die Butylbacterie dadurch verdrungen wird. Weitaus am Besten
komme ich aus mit, in einem Garten zu Delft cultivirten, nackten
Sommer-Gerstenarten (Hordeum distichon nudum und H. vulgare
himalayense) '), worauf das Buttersiureferment ginz'ich oder beinahe
ginzlich zu fehlen scheint. Darauf folgt Spelz oder Dinkel, dann
Roggen und endlich gewohnlicher Weizen und Gerste, auf welchen
Getrciden das Buttersiureferment in der angegebenen Reihenfolge
mehr und mehr angehiuft vorzukommen scheint. Selbst mit reinem
‘Weizenmebl, in dem Laden gekauft, sind einzelne Versuche gut ge-
lungen.

Es diirfte nicht iiberfliissig sein hier die Frage nach dem Ursprunge
des auf den genannten Getreidearten vorkommenden Butylfermentes
kurz zu beriihren, wenn ich auch nicht imstande bin dieselbe end-
giiltig zu entscheiden. Wenn dasselbe auf die Aehre als Luftstaub
angelangt, so erhebt sich die Frage, woher dann dieser Staub kommi ?
Da sich im Bodea das Buttersdureferment, Granulobacter saccharo-
butyricum, ausserordentlich reichlich vorfindet, liegt es zwar auf der
Hand an den Boden zu denken, als urspriingliche Fundstelle auch
des Butylfermentes. Wesshalb findet Letzteres sich dann aber so oft
auf der nackten Gerste, ohne mit dem Buttersiureferment gemischt
vorzukommen, wahrend bei den, im ndmlichen Garten geziichteten ge-
wohnlichen Gerste-, Roggen- und Weizenvarietiten auf der Korner-
oberfliche imwer Gr. saccharobutyricum sich in Mehrzahl vorfindet,
sodass damit nur selten Butylgéihrungen zu erhalten sind ? Ich ver-
mag diese Frage nicht sicher zu beantworten. Ob Gr. saccharobutyri-
cum vielleicht, unter irgend eine unbekannte Beeinflussung, in Gr.
butylicum iibergehen kann, das muss ich dahingestellt bleiben lassen.
Im Laboratorium findet diese Umwandlung nicht statt; wohl aber
bemerkt man bisweilen, dass ein gut aufbewahrtes Muster nackter
Gerste, welches im Anfange nach der Ernte Buiylgihrung zu geben
vermag, im Winter diese Eigenschaft verliert und dann nur Gr.
saccharobutyricum zur Entwickelung bringen ldsst. Bei diesem

1) Meine Erfahrung liuft iiber Material, geerntet in den Jahren 1887, $8, 89, 90,
91 und 983.
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Thatbestande habe ich mich die Frage vorgelegt ob Gr. butylicum
vielleicht als Parasit im Inneren der Getreidekdrner lebt und leicht
mit dem Mehle abstirbt. Allein es ergiebt sich, dass das nicht der
Fall its; die Sporen liegen, ohne jeden Zweifel, nur auf der Aussen-
seite der Korner !). Warum das Butylferment die nackte Gerste so
sehr bevorzugt bleibt also noch unklar.

Mit Reis, Mais, Buchweizen, Johannisbrod (Schoten von Caratonia
siligua) und Sorgho habe ich niemals kriftige Butylgéihrungen erhal-
ten konnen, diese Materialien gerathen niémlich immer in Butter-
siduregihrung. Da das Butylferment darin jedoch nicht fehlt, muss
die Erklirung der Erscheinung in deren chemischen Beschaffenheit
gesucht werden, und zwar, wie ich glaube, in der Gegenwart von

Glukose, welche im Johannisbrod fertig vorkommt und aus Reis,
Mais, Buchweizen und Sorgho, welche viel von dem Enzym Glukase

enthalten, leicht aus der Stirke entsteht. Dieser Zucker nun, ist sehr
geeignet um in Buttersiure iiberzugehen, schwieriger aber in Butyl-
alkohol.

Fiir das Gelingen der Butylgihrungsversuche mit Roggen-, Wei-
zen-, Spelz- und Gerstenmehl ist das genaue Einhalten gewisser Tem-
peraturen durchaus nothwendig, nicht nur beim Einmaischen, son-
dern auch im Brutschrank. Ein Temperaturwechsel von 5° C. im
Letzteren kann Veranlassung zu Butterséiurebildung geben, und so
den Versuch verderben. Dieses Verhalten muss wohl darauf beruhen,
dass auf der Oberfliche der Korner dieser Getreidearten die Sporen
des Buttersiurefermentes in sehr reichlicher Anzahl neben denjenigen
der Butylbacterie vorkommen, und dass das Temperaturoptimum fiir
erstere Art etwas niedriger gelegen ist, wie fiir letztere, sodass leicht
eine Verdringung statifinden kann. Jedenfalls ist es mir gelungen
die zwei Formen, durch die Gelatinemethode, aus einer Maische zu
isoliren, sodass ich mich berechtigt glaube anzunehmen sie kommen
schon auf den Getreidekérnern vor.

Die hier zu beriicksichtigenden Bacterien sind noch nicht geniigend
unterschieden ; sie haben bisher unter die Namen Bacillus Amylo-
bacter und Clostridium butyricum gegangen. Ich glaube aber, dass
der Augenblick gekommen ist diesen Sammelnamen aufzugeben und

1) Solche Fragen sind viel leichter zu beantworten als wie gewohnlich angenommen
wird. Man bringe dazu nur die Korner, oder Theile derselben, in Miihlengaze, oder
auf irgend eine andere Weise eingeschlossen, in die richtig angestellten Gihrungen
oder Ansitze und untersuche spiter die davon angefertigten mikroskopischen Pripa-
raten anf Bacterien: niemals wird man diese innerhalb der Gewebemassen, geschweige
innerhalb geschlossener Zellen finden. Granulobacter dringt also nicht in unverletzte
Zellen hinein.
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dafiir einige neue Arten aufzustellen!). Ich selber habe Gelegenheit
gehabt, ausser den zwei schon angedeuteten, sammt deren Varietiten,
noch eine dritte oft und in reichem Materiale untersuchen zu kénnen,
ich meine das Buttersiureferment des Calciumlactates. Alle drei haben
mit einander gemeinsam, dass sie bei Gegenwart von viel Sauerstoff
iberbaupt nicht wachsen, dass wenn nur Spuren von Sauerstoff in den
Gihrmedien vorhanden sind, schnell bewegliche Stibchen entstehen,
welche sich mit Jod gelb firben und stiirmisch Wasserstoff und Koh-
lensdure erzeugen. Bei vollstindiger Anasrobiose fiillt sich ein be-
stimmter Korpertheil vieler Stibchen mit Granulose, welche sich mit
Jod blau firbt ; hierbei schwellen die Stibchen stark an und verwan-
deln sich in Clostridién. Aus letzterem Grunde schlage ich vor die
Gesammtheit der Formen weiterhin unter den Gattungsnamen Granu-
lobacter zusammen zu fassen.

Zu dieser Gattung glaube ich dann auch noch eine aérobe (tem-
porir anaérobe) Art bringen zu miissen, welche bisher unter dem
Namen Bacillus Polymyza bekannt war, und welche ich ebenfalls
ausfiithrlich studirt haben. Die Uebersicht der vier genauer von mir
untersuchten Formen ist dann wie folgt.

Granulobacter. Obligat- oder temporir anaérobe Gihrungsbacte-
rién ?), welche bei vollstindiger Anaérobiose sich theilweise oder
ganz mit Granulose anfiillen und dann Clostridiumform annehmen.
Bei Gegenwart von Sauerstoffspuren entstehen schnellbewegliche
Stabchen, welche mit Jod gelb werden. Sporen entstehen in den
Clostridien, und kénnen einige Secunden oder Minuten auf 95° C.
bis 100° C. in den Nihrflissigkeiten erhitzt werden, wodurch die
Entfernung von verunreinigden Bacterien moglich ist. Unter den
Giihrungsproducten finden sich immer Kohlensiure und gewdhnlich
auch Wasserstoff, wihrend Methan vollstéindig fehlt.

Die vier Hauptarten sind die folgenden.

Erstens: Granulobacter butylicum ®).

Ist das Butylferment vieler Getreidemehlvarietiten. Besonders hiufig
auf nackter Gersle. Erzeugt aus Maltose normalen Butylalkohol, Was-
serstoff und Kohlenséure, jedoch keine Buttersiure ; nur anaérobie.
Wihrend der Géihrung entsteht viel Diastase, welche einheitlich ist,
und auch kein Glukase enthilt. Sporen gross. Clostridien dick und

1) Wie das schon andeutungsweise von M. GRUBER geschehen ist, welcher Clostri-
dium butyricum (Bacillus Amylobacter) in drei Arten spaltet, welche er kurz beschreiby
als I, 1I, ILI. Bacteriologisches Centralblatt, Bd. I, pag. 370, 1887.

*) Fir die Erklirung des Ausdruckes stemporir anaérobie” verweise ich auf § 12,

%) Vielleicht identisch mit GRUBER's Bacillus Amylobacter I, (vergl. Note 1).
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kurz. Die Kolonien in Malzwiirzegelatine sind milchweiss, zihschlei-
mig, verfliissigen nicht.

Zweitens: Granulobacter saccharobutyricum 1).

Das echte Buttersiureferment des Zuckers. Kommt stets vor auf
Getreidemehl und in Erde von Gartenboden, und ist auch in Gra-
benschlamm sehr allgemein ; ist das anaérobe Ferment der gewdhn-
lichen Buttersiuregihrung aus Glukose, und schwieriger, aus Maltose.
Erzeugt neben Gédhrungsbuttersiure, in welchsclender Menge nor-
malen Butylalkohol sowie Kohlensiure und Wasserstoff. Wihrend
der Gihrung entsteht Diastase. Stimmt nahe mit voriger Art iiberein,
sodass mikroskopische Unterscheidung nicht immer gelingt. Die
Clostridien sind aber gewdhnlich schmaler, die Sporen kleiner, das
Granuloseorgan ebenfalls kleiner, wie bei voriger Art. Die Kolonien
wachsen in Malzwiirzegelatine langsamer und bleiben kleiner und
sie werden auch nicht so zihe, wie bei G. butylicum. Verfliissigt
die Gelatine nicht.

Drittens: Granulobacter lactobutyricum *%).

Ist das Buttersiureferment des Calciumlactates und erzeugt daraus,
als anaérobe Clostridiumform, Calciumbutyrat, Wasserstof und Koh-
lenséiure mit unbekannten Nebenproducten, allein kein Methan. Ver-
liert sehr leicht die Gidhrkraft und wird dann zu einer Stibchen-
bacterie, welche Bacillus subtilis ihnelt, jedoch anfangs Calciumlactat
energisch zersetzt unter Bildung von Calciumcarbonat ohne Butter-
sdurebildung. Diese aérobe Form verfliissigt die Gelatine schwach,
verwandelt sich nicht in die vorigen Arten und wichst iiberhaupt
nicht in deren Nihrlésungen. Die Clostridien sind gewdhnlich sehr
kurz und dick, nicht schnell sondern nur langsam beweglich, die
darin enthaltenen Sporen sind klein, mehr rund als wie beim Butyl-
ferment. Die Granulose farbt sich mit Jod nicht rein blau sondern
violetblau. Die aérobe Form enthélt in Reihen angeordneten Sporen,

keine Granulose und wird mit Jod gelblich. Das dadurch aus dem
Lactat erzeugte Calciumcarbonat besteht aus grossen interessanten

Spheriten. Nach einigen Ueberimpfungen hort das Wachsthum, bei
Luftzatrit, giénzlich auf. Auch die anaérobe Form veranlasst nur
einzelne Gihrungen um dann, bei fortgesetzter Ueberimpfung, ohne
bekannten Grund, einzugehen. Kommt vor in den spontanen But-
tersduregdhrungen des Calciumlactates.

1) Ist identisch mit Bacillus butylicus Frrz, Berichte d.D. chem. Gesellschaft, Jahrg.
15, pag. 867, 1882. A. pr Barv gibt davon eine gute Abbildung unter Bacillus
Amylobacter in Vorlesungen iiber Bacterien, 1t¢ Aufl., pag. 79, 1886,

?) PASTEUR, Etudes sur la biére, p. 282, 1876.
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Viertens : Granulobacter PolymyzaY).

Temporir-anagrobe Gihrungsbacterie von Malzwiirze; wiichst bei
vollsténdigen Luftzatritt am Besten, gihrt jedoch nur bei beschrénk-
ter Liiftung. Luftform nur bewegliche Stabchen, Géhrform Clostridien
mit wenig Granulose und meistens mit Sporen. Erzeugt einen weichen
volumingsen Schleim. Bei der Gihrung entsteht nur Kohlensdure,
kein Wasserstoff, Butylalkol nur spurenweise und keine Buitersiure.
Verfliissigt die Nihrgelatine langsam, jedoch vollstindig. Erzeugt
etwas Diastase. Ist ein constanter Bewohner der Butylansdtze und
desshalb sicher auf Getreidekdrnern heimisch. Bildet den Uebergangs-
schritt van Granulobacter zu den ,Heubacillen.”

Mit diesen vier Arten ist die Reibe der Granulobacterien nicht
erschopft, mir sind wenigstens noch zwei Arten vorgekommen, welche
ich noch nicht in Cultur zu bringen vermochte, wovon die eine in
Grabenmoder, die andere auf Getreidekornern. Auch halte ich er fiir
wahrscheinlich, dass Leptothriz buccalis, aus dem Zahnschleime, zu
Granulobacter gebracht werden muss.

Im Staube orientalischer Getreide finden sich iibrigens sehr merk-
wiirdige Sporen erzeugende Nebenarten zu Gr. Polymyza, eine davon
wiichst aérobie, bildet sehr zihe Zoogloeen und enthdlt Glycogen
anstatt Granulose.

Im zukiinftigen natiirlichen Sysieme wird Granulobacter, wie
schon augedeutet, seine Stellung in der Nachbarschaft von der ziemlich
umfangreichen Gruppe der sogenannten Heu- und Kartoffelbacillen
finden.

Andererseits diirfte Granulobacter systematisch zusammen hingen
mit BIENSTOCK’s Bacterie der Darmfiulniss, Bacillus putrefaciens
coli, sowie mit den iibrigen Sporen erzeugenden Fiulnissbacterién der
Eiweisskorper. Granulobacter diirfte den amhochsten differenzirten
Typus des Bacteriensystems vergegenwirtigen.

'Wie schon friiher gesagt ist Granulobacter butylicum eine Art, welche
jedenfalls mehrere nahe verwandte Formenvarietiten enthilt, was
ebenfalls gilt fiir Gr. saccharobutyricum. Die Existenz dieser Varieti -
ten, welche oft eine Zwischenstellung zwischen den zwei Arten
einnehmen, erschwert sowohl die Untersuchung der Letateren, wie
die richtige Auffassung und Beschreibung der dadurch verursachten
Erscheinungen. Ich habe mich darum entschlossen mich in dieser
Mittheilung zunéichst nur mit dem scharf zu characterisirenden

') Prazmowsk1, Entwickelung und Fermentwirkung einiger Bacterien, pag. 87,
Leipzig 1880.
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Butylfermente zn beschiftigen, obschon Gr. saccharobutyricum all-
gemeiner verbreitet ist, in den Getreidemaischen Gr. bulylicum
leicht verdriingt, und dadurch in praktischer Beziehung wichtiger ist.
Der Antagonismus zwischen den beiden Fermenten beruht zunichst
auf die Leichtigkeit, womit Gr. saccharobutyricum aus Glukose
Buttersiure erzeugt, welche fir das Butylferment verderblich ist.
Die Glukose haltigen Maischen von Mais, Sorgho, Reis und Buch-
weizen sind dadurch ausgezeichnet fiir G. saccharobutyricum, nicht
jedoch fiir G. butylicum geeignet.

Auch das Johannisbrod enthilt die Sporen beider Fermente, wird
aber in den chemischen Handbiichern fiir Buttersiurebereitung emp-
fohlen. Die Erklirung liegt, wie wir gesehen, im hohen Glukosege-
halt des Johannisbrodes, woraus Gr. saccharobutyricum Saure erzeugt,
welche das Wachsthum von G. butylicum hemmt.

§ 2. DErR BUTYLANSATZ.

In der Presshefe-Industrie wird die zu vergiihrende Maische nicht
direct mit Presshefe angestellt, sondern mit sogenanntom ,Hefeansatz”
oder ,Kunsthefe.” Man versteht darunter ein sehr consistenter dicker
Malz-Roggen-Mehlbrei, welcher, nach Verzuckerung bei Diastase-
temperatur, in spontane Milchsiuregihrung kommt, wodurch das
sogenannte ,Sauergut’”’ oder ,Hefegut” entsteht, welches dann mit
Hefe beschickt, nach der Gihrung die ,Kunsthefe’” liefert. Die
Hefe gihrt in dem Sauergute ginzlich anaérobie und reinigt sich
dadurch, wihrend der Vergihrung, beinahe vollstindig von aéroben
und halbaéroben Mikrobien ?).

Mein Butylansatz hat einen #hnlichen Zweck, nur brauche ich nicht
vorher zu verzuckeren, weil das Butylferment selber Diastase erzeugt,
und auch brauche ich keine Butylbacterien hinzuzufiigen, weil
diese schon auf dem Getreide vorkommen, wihrend echte Hefe darauf
fehlt. Eigentlich sollte darum, fiir den richtigen Vergleich, der Bu-
tylansatz mit der spontan versduerten Malz-Roggen-Maische, das
heisst mit dem ,Sauergute’” verglichen werden.

Zur Herstellung des Butylansatzes bringe ich 50 bis 100 cMS3
destillirtes Wasser in ein hohes und schmales Becherglas auf
dem Sandbade in lebhaftes Kochen, und setze dieses so lange fort
bis die geltste Luft giénzlich entfernt ist. Dann gebe ich mit einem

!) In historisch-industrieller Beziehung hat die »Kunsthefe” sich wohl zweifellos aus
dem rSauerteige” oder dem franzosischen »Levain” entwickelt, welches sich dadurch
vom #~Sauergute” unterscheidet, dass es Hefe enthiilt, withrend das Letztere Hefe-frei ist.
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Loffel allmihlich so viel grob gemahlenes, nicht gesiebtes Getreide-
mehl von nackter Gerste hinzu bis die Masse dickbreiig ist und die
Loffel aufrecht darin stehen bleibt; zu dick soll der Brei jedoch
nicht sein, weil dann die spirlichen Butylbacterien zu lange wach-
sen und Amylase erzeugen miissen ehe sie sich geniigend durch die
Masse verbreitet haben um diese iiberall in Gidhrung zu versetzen.
Es wird dafiir gesorgt, dass das Kochen wihrend des Versuches nur
sehr gelinde ist, sodass das zuletzt durchgemischtes Mehl nur einige
Secunden auf 100° C. verweilt. Dann wird das Gléschen mit einer
Glasplatte iiberdeckt und sofort in einen Thermostaten bei 35 &
370 C. gestellt. Hier findet das Abkiihlen sehr langsam statt, und
wenn man das Glas nach 12 Stunden genau beobachtet, so findet
man schon einige Gasblasen als Zeichen der anfangenden Gé#hrung,
schon nach 24 Stunden kann die Gahrung lebhaft sein und nach
36 Stunden ist der etwas betiubende, jedoch nicht unangenehme
Geruch des Butylalkohols bemerkbar, welcher dann weiterhin noch
einige Tage stirker wird. Hat man ein gliickliches Getreidemuster
getroffen, wie ich das im frischen Mehle der nackten Gerste meistens
(nicht immer) vorfinde, so erhdlt man oft sofort eine wahrhafte
Reingéhrung, denn selbst die Heupilze konnen dabei ginzlich in
ihrer Entwickelung unterdriickt werden oder fehlen. Bei gewissen,
sehr seltenen Mustern ist man auch in Bezug auf die Temperatur
viel freier. So habe ich im Jahre 1887 eine zweizeilige Gerste
geerntet, welche fiir die Butylgdhrung so geeignet war, dassich nur
das Mehl davon mit Wasser von 60° C. zu mischen hatte um eine
tadellose Reingéihrung zu erhalten !). Mit allen anderen Mustern
spiterer Jahre erhielt ich bei 60° C. nur Sdurebildung, welche fiir
die Butylgéihrung verderblich ist und sehr bald das Wachsthum
der Butylbacterien hemmte. In den gewdhnlichen Fillen muss man
darum beim Siedepunkt arbeiten, welches, wenigstens fiir die Milch-
siurefermente todlich ist.

Ich habe mich das eigenthiimliche Verhalten jener seltenen
Getreidemuster, wobei das Kochen des Ansatzes iiberfliissig war,
nicht anders als dadurch erkliren konnen, dass ich annehme, es finde
sich darauf eine besonders kriftige Varietit der Butylbacterie.2) Dazu

') Die Butylbacterien konnen Spuren Sauerstoff verzehren; bei dem beschriebenen
Versuche werden sie dabei aber geholfen durch die anfangs sich entwickelenden bald,
verschwindenden Heubacterien.

) Auzunehmen Siuerefermente sollen auf dem Muster zufilligeweise gefehlt haben

wire unstatthaft, sowohl wegen der inneren Unwahrscheinlichkeit, wie angesichts der
gleichfolgend beschriebenen Erfahrung.
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fand ich auch Veranlassung in den folgenden Umstinden. Wie wir
sehen werden habe ich ein Verfahren um die Butylbacterien geson-
dert zu gewinnen ; sie werden dann getrocknet und die Stiicke ent-
weder als solche aufbewahrt oder zuvor im Morser pulverisirt. Ich
habe dieses vielfach gethan und mich durchaus keine Miihe gegeben
dabei die Verbreitung des Bacterienstaubes in die Laboratoriumluft
vorzubeugen. Nun hat sich ergeben, dass dieser, in der Luft schwe-
bende Staub, im Jahre 1887 im Stande gewesen ist gewdhnliche,
mit PASTEUR’s Glasverschluss geschlossene Kolbchen mit Malzwiir-
ze, welche mit anderen Bacterienarten beschickt und dadurch luftfrei
geworden waren, beim Oeffnen spontan zu infiziren, und in unvoll-
kommene Butylgibrung zu versetzen. Auch bei Laevulose-Stirke-
Gelatine, welche ich damals fiir Versuche iiber Sauerstoff bildung
durch Chlorellen verwendete, wofiir ich die mit Chlorella und My-
coderma infizirte Gelatine zwischen zwei parallelen Fensterglasscheiben
eingeschlossen hatte, welche eine Glaskammer bildeten, die fiir Luft-
abschluss allseitig paraffinirt war, auch in dieser Masse habe ich dann
hochst merkwiirdige spontane Butylinfection beobachtet, welche ich
in spiiteren Jahren, selbst bei absichtlichen Versuchen, nicht her-
stellen konnte. Ich habe noch stets trockne Butylbacterien von
jenem Jahrgange in Vorrath (vergl. § 8) und ich kann dieselben
auch wieder beleben und fiir neue Gédhrungen verwenden, doch ist
ihre ausserordentliche Vegetationskraft, oder, wenn ich so sagen darf
ihre Virulenz, verschwunden, und dieselben verhalten sich nur, wie
das gewohnliche spontane Material !). Solche besonders vegetations-
kriiftige Bacterien scheinen zu den seltensten Ausnahmen zu ge-
horen, und ich wiederhole meine fruhere Bemerkung, dass, wenn
diese nicht vorliegen, der Butylansatz eine sehr genaue Ueberwach-
tung der Temperatur erfordert um nicht in Buttersiurebildung zu
gerathen. Nur dann, wenn das Butylferment nur mit Granulobacter
Polymyzxa und Bacillus subtilis auf dem Getreide vorkommt, ist, bei
der Herstellung des Ansaizes, jede Temperatur oberhalb 60° C. zurei-
chend um das Butylferment in Reincultur zu erbalten. Ob ein ge-
gebener Ansatz sich flir weitere Gihrungsversuche eignen wird, beur-
theile ich an die Quantitiat der flichtigen Sdure, welche sich wihrend
des Versuches im Condensationswasser, das sich auf der Deckplatte des
Becherglases absetzt, vorfindet. Je weniger sauer dieses Wasser reagirt,
desto sicherer ist man wenig Buttersiureferment oder eine kriftige

') lch bewahre die Butylbacterien in kleinen Stopselflischen mit Glasstopsel. Es
ergibt sich, dass grosse frockene Stiicke der Bacterienmasse linger lebend bleiben
als fein pulverisirtes Material.
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Varietdt der Butylbacterie vor sich zu haben. Bemerkt man, dass in
einem Butylansatze, welcher durch S#urebildung geschidigt ist mi-
kroskopisch Butylclostridien mit Sporen nachweisbar sind, so kann
man, wenn nicht zu gleicher Zeit zu viel Sporen des Gr. saccharo-
butyricum vorhanden sind, durch erneutes Aufkochen des Ansatzes
wahrend einiger Secunden, die Saure bildenden Bacterien tédten und
das Butylferment und damit die normale Butylgihrung regeneriren.

Das mikroskopische Bild der Butylansiitze is verschieden je nach
den darin vorkommenden Varietiten des Butylfermentes. In Fig. 5
sicht man den Zustand einer guten Gahrung in Mehl von nackter
Gerste, wobei, um das Bild nicht zu triiben, nur die Bacterien und
nicht die Trebertheilchen gezeichnet sind. Das Priiparat, welches
diesem Bilde zu Grunde lag, war demjenigen Stadium entnommen,
wo der Sauerstoff vollstindig verzehrt war; Clostridien fiihren darin
die Hauptrolle.

Anders jedoch beim ersten Beginn des Wachtsthums, so lange noch
Spuren von Sauerstoff da sind. In diesem Anfangsstadium findet man
nur die Sauerstoffform des Butylfermentes, welches Stibchenform
besitzt (Fig. 4), und Uebung erfordert um von anderen besonders
von den Buttersiiurebacterien unterschieden zu werden. Doch besitzt
das Ferment auch dann schon etwas Characteristisches, die Stibchen
sind ndémlich kiirzer und viel deutlicher an den Enden abgerundet
wie bei G. saccharobutyricum.

Bei richtiger Butylgidhrung werden die Stdbchen des Anfangsstadiums
sehr bald durch Clostridien mit Sporen ersetzt, wihrend das, durch
die Letzteren characterisirte Hohenstadium bei der Buttersduregih-
rung viel ldnger ausbleibt. Je kiirzer und dicker die Clostridien und
je grosser und linger die Sporen, desto kriiftiger ist die Butylalkoho-
lerzeugung; sind die Sporen ginzlich rund so hat man eine ge-
schwiichte Form des Butylfermentes vor sich.

§ 3. DiE GARRUNGSFLUSSIGKEIT.

Der in Butylgihrung stehende Ansatz ist viel zu sehr verunrei-
nigt mit Trebern um fiir eine weitere chemische Erforschung des
Vorganges dienen zu konnen. Wenn man aber weiss, dass die Er-
nihrungsbedingungen der Butylbacterie nahe iibereinstimmen mit
denjenigen der Alkoholhefe, so kann es nicht wundernehmen, dass
in der Wiirze der Malz-Roggen-Maische der Presshefefabriken?) eine

') Diese Wiirze ist nahezu neutral und kann 20 Saccharometergrade anweisen. Sie
wird nicht als solche fiir die Hefeindustrie verwendet, sondern gemeinschaftlich mit
den Trebern und nach Vermischung und Verdiinnung mit Schlempe bis s° 10.
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ausgezeichnete Butylgihrungsfliissigkeit vorliegt. Diese muss aber
durch verdiinnen auf ca. 10 Saccharometergrade gebracht werden,
denn schon bei 8° 12 wird die Gihrung sehr wesentlich gehemmt.
Wenn wir hier die Butyl- mit der Alkoholgiihrung vergleichen, so
muss nicht vergessen werden, dass dieser Vergleich nur fiir die
chemischen Erndihrungsbedingungen der dabei thitigen Fermente
zutrift, und, dass in anderen sehr wichtigen Beziehungen durchgrei-
fende Gegensiitze zwischen denselben bestehen. Besonders will ich
hier betonen, dass die Alkoholhefe nur wihrend sehr kurzer Zeit ohne
Luft géhren kann, weil die, in den Zellen gebunden vorkommende
Sauerstoffreserve nur fiir die Erzeugung dreier Zellgenerationen aus-
reicht, und dann von aussen erneuert werden muss, wihrend die
Butylbacterie vollstindig anaérobie ist und eben durch Sauerstoffzu-
tritt aufhort zu wachsen und zu gihren.

Es sei ferner hervorgehoben, dass das Temperaturoplimum fiir die
Alkoholgéhrung (der Brennercien und Hefefabriken) ungefihr bei
30° C., fir die Butylgdhrung bei ca. 37° C. liegt, und, schliesslich,
dass die Butylbacterien sehr empfindlich fiir Siure sind, sodass 2 bis 3
cM? Normalséure pro 100 cM3® Géhrfliissigkeit, die Butylgédhrung schon
aufhebt, wihrend die ndmliche Fliissigkeit selbst mit 6 bis 10 ¢M3 Nor-
malmilchsdure, oder Normalweinséure, noch gut alkoholisch vergihren
und viel Hefe produziren kann!). Hochstens 1 bis 2 ¢cM3 Normal-
sdure pro 100 cM3, kann also bei iibrigens guten Bedingungen noch eben
durch das Butylferment ertragen werden. Fiir die Butylgéhrung
ist es desshalb wichtig die Wiirze zu neutralisiren, wenn schon eine
schwache Milchséiuregihrung bei deren Herstellung eingetreten war,
was besonders bei Versuchen im Grossen leicht geschieht, da die unge-
hopfte Wiirze ausserordentlich leicht siuert. Ich habe das Neutra-
lisieren frither mit Kreide in Uebermaass vorgenommen, welche
schon bei dem Kochen hinzugefiigt wurde. Seitdem ich aber weiss
dass Granulobacter butylicum aus Maltose iiberhaupt keine Butter-
siure erzeugt, und nur sehr geringe Spuren anderer Sduren, welche
die Githrung nicht beeintriéchtigen, neutralisire ich anfangs nur mit
ein wenig Natriumcarbonat oder iiberhaupt nicht. Wahrend Granu-
lobacter butylicum aus Maltose, wie gesagt, keine Sdure erzeugt,

1) Unter sehr giinstigen Erndhrungsbedingungen, in dicken Malzmaischen, habe ich
bei der Alkoholgihrung mit Presshefe einen normalen Verlauf beobachtet bei nicht
weniger als 25 cM?® Normalmilchsiure pro 100 ¢M® Maische! Es hatten dabei zwei
bis drei Zelltheilungen stattgefunden, die erzeugte (Gihrungswirme war normal und
dus Alkoholrendement ebenfalls normal. Sobald die Maischen aber wenig Treber
enthalten wirkt 12 ¢cM?® Normalmilchsiure schon beeintrichtigend auf das Wachsthum.



UND DAS BUTYLFERMENT. 15

diirfte dieses unter Umstéinden aus Glukose in verschiedenen Inten-
sititsgraden stattfinden, und zwar derweise, dass die kriftigeren Bu-
tylbacterienvarietiten aus Glukose nur Butylalkohol und keine Séure,
die minder kriftigen dagegen neben Alkohol auch etwas Butter-
siure erzengen. Die Leizteren® bilden dadurch den Uebergang zu
Gr. saccharobutyricum, wovon sie auch in anderen Hinsichten nicht
immer sicher zu unterscheiden sind. Unter solchen Umstéinden ist
das Neutralisiren mit viel Kreide vorzuziehen.

Was nun Granulobacter saccharobutyricum fiir sich anbelangt, diese
Bacterie produzirt aus Glukose neben wenig Butylalkohol sebr viel
Butterséiure, und zwar nicht allein aus Glukose sondern auch aus
Maltose. Die Siure beeintriichtigt die Zodgloeabildung, wihrend die
Gasproduction sehr intensiv verbleibt. Befindet sich in der Giihrung-
fliissigkeit viel Glukose so wird, wie sich aus den genannten Umstéin-
den erwarten liess, der normale Verlauf der Gihrung, wenn viel
Gr. saccharobutyricum neben Gr. butylicum gegenwiirtig ist, voll-
stindig abgeiéindert, was noch einmal betont sei. Ich wiinsche dess-
halb besonder zu erwiihnen, dass hier nur von den Glukose armen
Gihrfliissigkeiten gehandelt werden wird, wie sie beim industriellen
Maischverfahren angefertigt werden, und dass ich als Infectionsmate-
rial nur Gr. butylicum entweder rein oder nur unbedeutend verun-
reinigt durch Buttersiureferment, voraussetze.

§ 4. REINCULTUR DES BUTYLFERMENTES IN NAHRGELATINE.
METHODISCHES.

Fir die Reincultur des Butylfermentes in geeigneter Nihrgelatine
ist es nothig bei vollstindigem Luftabschluss zu experimentiren.
Selbst die ,Sauerstoffform” des Fermentes, die wir spéter noch néiher
werden kennen lernen, entwickelt sich bei Sauerstoffspannungen,
welche so gering sind, dass die chemischen Sauerstoff bestiinmungs-
methoden im Stiche lassen!). Nur mit Hiilfe des Lichtbacterien-
verfahrens konnte ich, in die hier zu beriicksichtigenden Fliissig-

) Fiir den Sauerstoffnachweis, bei Gegenwart von viel organischem Stoff, wie in
‘Wiirze, giebt es besonders zwei Verfahren, welche auch, wenn es sich um die quanti-
attive Bestimmung handelt, zum Zwecke fiihren konnen, nimlich ScHOTZENBERGER’s
Hydrosulfitverfahren mit Indigschwefelsaures-Natrium als Indicator (SCHOTZENBERGER,
Les Fermentations, 4me Ed. pag. 92, 1884), und das Lichtbacterienverfahren. Handelt
es sich um den quantitativen Sauerstofinachweis im Trinkwasser oder, im Allgemeinen,
in Fliissigkeiten, welche arm sind an organischen Korpern, so sind die jodometrische
Methode von WINkLER (Berichte d. D. chem. Gesellschafit, Jahrg. 21, pag. 2843,
1888) und die von A. Lfvy abgeinderte Permanganatmethode (Annuaire de 1'Obser-
vatoire municipal de Montsouris 1892—93 pag. 233), wegen ihrer Einfachkeit vorzuziehen,
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keiten noch die Gegenwart von Sauerstoffspuren anzeigen, sodass der
physiologische Versuch hier, wie in 80 manchen anderen Fillen, den
chemischen an Genauigkeit, und gewissermaassen auch an Einfachkeit
tibertrifft 1).

Da eine missig concentrirte Malzwiirze das beste Nihrmittel fiir
das Butylferment ist, kommt es fiir unseren gegenwirtigen Zweck,
darauf an eine vollstindig sauerstofffreie Wiirzegelatine darzustellen,
und die darin gebrachte Aussaat fiir Luftzutritt zu schiitzer. Von
den verschiedenen, fiir anaérobe Reincultur empfohlenen Methoden 2),
habe ich die meisten fiir Isolirung des Butylfermentes nachgepriift,
und auch habe ich selber einige besondere Einrichtungen zu diesem
Zwecke ausgedacht. Die Zeit, welche die Einrichtung der Versuche
fordert, ist bei den verschiedenen Methoden nicht sehr verschieden.
‘Wohl dagegen die Leichtigkeit womit die Kolonien bei den verschie-
denen Versuchseinrichtungen fiir mikroskopische und anderweitige
Untersuchung erreichbar sind. Ich habe es als wichtig betrachtet die
Butylkolonien auf Gelatinplatten zu cultiviren, welche ebenso leicht,
wie bei dem gewdhnlichen Plattenverfihren untersucht werden kénnen,
und also erlauben eine und dieselbe Kolonie Tage lang wihrend
des Wachsthums zu verfolgen, und derselben Untersuchungsmaterial
zu entlehnen. Diesen Zweck habe ich am Besten wie folgt erreicht.

Wenn der Versuch anfingt wird in einem Kolbchen ca. 25 cM3
Wiirze-gelatine, durch Kochen vollstéindig sauerstofffrei gemacht. Durch
den Watteverschluss passirt ein Glasrohrchen, wodurch es méglich
ist wihrend der Abkiihlung der Gelatine, vor der Infizirung, Kohlen-
sidure in das Kolbchen hinein zu leiten. Hat man, wie gewdhnlich,
sporenhaltiges Infectionsmaterial, wie z. B. einen guten Butylansatz,
oder eine reife Gihrung, so kann die Infizirung bei 60° C. bis 90° C.
stattfinden, wobei etwaige Milchsidurefermente und die gewdhnlichen
Gihrungsbacterien %) absterben. Nach der Infizirung wird dann bis
zur Erstarrungstemperatur, im Kohlensiurestrome weiter abgekiihlt
und dapn schnell in eine gewohnliche Glasdose oder Glasschale
iibergegossen, worin das Erstarren unter einem kriiftigen Kohlen-

') Eine gute Leuchtfliissigkeit, durch Quecksilber von der Luft abgeschlossen, reagirt
mit einer bemerkenswerthen Empfindlichkeit auf Sauerstoffspuren, wenn das Auge,
durch lingeres Verweilen im Dunkelen, nur geniigend empfindlich ist.

*) In den letzten Jahren sind deren nicht wenige empfohlen. Merkwiirdigerweise
beschreiben mehrere Autoren zwar das Verfahren, jedoch nicht die Bacterien, welche
damit isolirt oder cultivirt worden sind.

%) Dns heisst die reichhaltige, bisweilen in erstaunlicher Individuenmenge auf
Getreiden vorkommende Formengruppe aus dem Verwandtschaftskreise des Bacillus
lactis aérogenes, EscHERICH,
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siurestiome stattfinden muss, was einfach durch Einleiten diesesGases
unter den etwas geliifteten Deckel geschieht. Natiirlich muss die Glas-
dose vordem durch Erhitzen auf 125° C. vollstindig sterilisirt sein.

Sobald die Schicht fest ist, wird die Dose umgekehrt, und mit der
Oeffnung auf eine freien Quecksilberspiegel gebracht. Der innere
Raum, welcher nun ganz abgeschlossen ist, wird sofort vermittelst
eines hakenformig umgebogenen Glasrohrchens mit Wasserstoff an-
gefillt. Um die grosse freie Quecksilberoberfliche zu verkleineren
wird darauf vorher eine runde Glasplatte gelegt, welche gut in
der Dose passt und darin, mit dem Quecksilberspiegel auf- und ab-
gehen kann.

In letzterer Glasplatte ist irgend am Rande ein kleiner Ausschnitt
angebracht um das Rohrchen fiir die Wasserstoff fiillung leichten Durch-
tritt zu verschaffen. Die Schale welche das Quecksilber fasst ist
von Ebonit angefertigt, und ist am Aussenrande mit einem nach
innen gewendeten Kragen versehen, welcher die Glasdose nahe und
mit Reibung umfasst, ohne die Beweglichkeit davon ginzlich aufzu-
heben. Auch in diesem Kragen ist ein Ausschnitt um das Was-
serstoffrohrchen hinein- und hinausfiihren zu konnen. Durch den
Kragen ist das Quecksilber allseitiz eingeschlossen und der ganze
Apparat leicht zu handhaben, ohne fiirchten zu miissen Quecksilber
hinauszuwerfen bei der Bewegung.

Die fertige Vorrichtung stellt einen vollstindig abgeschlossenen,
wasgerstoffhaltigen Raum dar. Allein der Sauerstoff ist daraus doch
nicht so vollkommen entfernt, dass das Wachsthum des Butylfermen-
tes in diesem Raume moglich wiire. Die vollstindige Entfernung
davon erheischt noch ein stark sauerstoffabsorbirendes Medium. Als
solches verwende ich entweder eine concentrirte Losung von ScEHUT-
zENBERGER'S Hydrosulfit (SO% Na?) !), oder irgend ein anderer redu-
cirender Stoff, wie alkalisches Pyrogallol, Ferro- oder Manganosulfat
priicipitirt mit Natronlauge, oder Ferrosulfat pricipitirt mit Ferrocy-
ankalium®). Diese Korper werden als Losung oder als dicker Brei
in ein Glasschilchen gefiillt, und dieses auf der Glasplatte gesetzt,
welche auf dem Quecksilber treibt, und iber welche die Glasdose
mit nach obengekehrter Gelatinschicht gestiilpt ist.

Besser aber als diese chemischen Sauerstoffabsorptionsmittel hat
sich die Sauerstoffathmung gewisser Mikroben fiir meinem Zweck
bewihrt. Dabei verfahre ich wie folgt.

') Das 8als ist kiuflich von S8cHUCHARDT in Gdrlitz zu beziehen.
3) Ich habe auch mit gutem Erfolge Stangenphosphor verwendet, doch wurde das
Wachsthum des Butylfermentes durch die Dimpfe der phosphorigen Siure beeintrichtigt.

J 2
Verhand. Kon. Akad. v. Wet. (3¢ Sectie). DL L
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Anstatt das auf der treibenden Glasplatte stehende Schilchen mit
einem der genannten Korper anzufiillen bringe ich darin mit Glu-
kose versetzte Malzwiirzegelatine, welche mit einer Reincultur von
Kahmpilz (Saccharomyces Mycoderma) in reichem Maasse untermischt
ist.1) Der Kahmpilz #bsorbirt die letzten Sauerstoffspuren begierig,
und wiichst auch schwach anaérobie auf Kosten der Glukose, wobei
Kohlensiure und Alkohol entstehen, sodass etwas Gas aus der Dose
zu entweichen sucht und ein vollstindig sauerstofffreier Innenraum
unterhalb der Gelatinschicht entsteht, und fortdauernd erhalten
bleibt 2).

Schimmel und andere agrobe Infecticnen braucht man bei diesem
Versuche nicht sehr zu fiirchten, denn dieselben wachsen bei guter
Ausfiihrung tiberhaupt nicht. Tmmerhin ist es empfehlenswerth die-
selben doch fern zu halten um spiter, wenn die Kolonien entwickelt
gind, die Dosen mit ihrem gewohnlichen Glasdeckel verschlossen,
ohne Furcht fur Verderbniss, also bei Luftzutritt, bewahren zu kénnen.

Wenn nun der fertige Apparat in einen Brutraum bei 20° C.
gestellt wird, so sieht man nach fiinf oder sechs Tagen (friiher oder
spiter je nachdem das Entfernen des Sauerstoffs aus der Gelatine
beim Kochen besser oder weniger gut gelungen ist) die Kolonien als
nicht verfliissigende weisse Schleimkiigelchen entstehen.

Die G#hrungenskohlensiiure und der Gihrungswasserstof, welche
dabei gleichzeitig erzeugt werden, hiufen sich bis zur Sdttigung in
der Gelatinschicht an und erzeugen darin, bei ihrem frei werden, nahe
bei den Kolonien, dic bekannten linsenférmigen Gasblasen.

Die Kolonien sind von zweierlei Natur. Sie bestehen ndmlich
aus Stidbchen oder Fiden ohne Sporen (Fig. 4), und aus Clostridien
und Stibchen mit Granulose und mit Sporen (Fig. 5, 6).

Die Verschiedenheit ist sehr gross doch findet man alle méglichen
Uebergiinge, und ein genaueres Eingehen auf die Entstehungsbedin-
gungen lehrt, dass die Clostridiumform bei vollstandigem, die Stib-
chenform bei nicht absolutem Sauerstoffabschluss entsteht.

In geeigneter Wiirzegelatine und bei vollstindigem Sauerstoffab-
schluss werden die Kolonien sehr gross, sie konnen leicht Kugeln
von fiinf mM. Mittellinie bilden. Sie lassen sich mit dem Platinfaden
in einem Stiicke aus der Gelatine heben und ergeben s'ch dabei als
schleimige Zoogloeen, welche aus beweglichen oder ruhenden sporen-
fihrenden oder sporenfreien Clostridien und Stéibchen bestehen, welche

1) Alkoholhefe und mehrere Bacterienarten kamen ebenfalls mit Erfolg in Verwendung.
%) Der kleine Apparat wird, nach meiner Anweisung, hergestellt von Herrn Mechaniker
@ILTAY, zu Delft, Holland.
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Letztere, unter sich, auch wieder bedeutend verschieden sein kinnen.
Die nur aus Stibchen bestehenden Kolonien firben sich mit Jodldsung
gelb, die aus Clostridien zusammengesetzten dagegen violet-blau bis
schwarz. Soll die Reaction recht deutlich beobachtet werden so ist
es geignet die Kolonie in ein Porzellanschilchen einige Zeit in der
Jodlosung verweilen zu lassen, weil das Jod in die Zoogloeen nur
langsam hineindringt, und dann dieselben auf weissen Untergrund
zu besichtigen.

Ist die Beseitigung des Sauerstoffs nicht vollstindig erreicht, jedoch
geniigend um Wachsthum zu ermdglichen, so entstehen, wie gesagt,
Kolonien welche nur aus Stibchen oder Fiden zusammengesetzt sind,
die also als die ,Sauerstoffform” des Butylfermentes bezeichnet wer-
den miissen. Dieselben farben sich mit Jodlésung gelb und machen
durchaus den Eindruck einer anderen Bacterienart. Da wir unten,
bei der Hauptgihrung dieser Form aufs Neue begegnen werden,
kdnnen wir dieselbe einstweilen verlassen.

Dagegen will ich hier noch darauf hinweisen, dass es durch Hin-
zufiigung von ein wenig Stirkekleister oder von lgslicher Stirke an
die Wiirzegelatine gelingt, bei meinem Versuchsverfahren die Bildung
der Butyldiastase direct und hdchst charakteristisch sichtbar zu
machen, weil ringsum jede Kolonie ein Diastasediffusionsfeld 1)
entsteht, worin die Stirke verschwunden ist, sodass Jod dasselbe
nicht firben kann. Wenn nun eine solche stirkeftihrende Wurze-
gelatinplatte, worin Bntylfermentkolonien entwickelt sind, mit Jod-
losung iibergossen wird, so firben sich die Diastasediffusionsfelder
der Butylkolonien nicht, wiihrend die Stirkegelatine an sich durch
das Jod blauschwarz wird. Mit Ausnahme der Gramineenkeime,
welche in Bezug auf Diastaseproduction das Hochste leisten, sind
mir bisher keine Organismen bekannt geworden, welche solche aus-
gedehnte Amylasediffusionsfelder erzeugen, wie die Kolonien des Butyl-
fermentes. Zwischen Sauerstoffform und Clostridiumform konnte ich,
in Bezug auf die Intensitét der Diastasebildung, keinen deutlichen
Unterschied beobachten.

Natiirlich kann eine anagrobe Cultur des Fermentes auch auf viele
andere Weisen hergestellt werden. Ziemlich einfach und zweckent-
sprechend sind z.B. Glaskammern, welche durch einen Glasring, worauf
beiderseits eine geschliffene Glasscheibe liegt, gebildet werden. Hier-
bei muss man jedoch Rechnung halten mit der Luftschicht, welche

!) Man findet oft angegeben, dass ,Diastase” nicht diffusionsfihig sei. Das ist ein
Irrthum, die verschiedenen Amylasearten diffundiren mit ungefahr derselben Schnel-
ligkeit wie die Peptone, und passiren organische Hiute mit Leichtigkeit.

2*
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den Glasplatten anhaftet und darum einen dicken Glasring verwenden,
das heisst mit einer grossen und dicken Gelatinplatte, welche z. B.
50 cM3. in 3 mM. dicker Lage misst, arbeiten. Auch miissen die
Glasplatten vermittelst Schrauben auf den Ring gepresst werden da
anders die Luft doch noch zutritt. Das Unvollkommene dieser Ver-
suchsanstellung besteht darin, dass beim Oeffnen der Kammer, sobald
die Kolonien untersucht werden sollen, die Gelatine zerrissen und
zerrieben wird, und, wenn dann die Glasplatte wieder angepresst
wird, Luftblasen und meistens auch Schimmelsporen hinzu getreten
gind, so dass nach einmaliger Qeffnung der Versuch als beendet be-
trachtet werden muss.

Diese Uebelstinde gelten ebenfalls fiir das allbekannte und
tibrigens ausgezeichnete Verfahren von LiBorius !), welcher in Néhr-
gelatine cultivirt, die ganz einfach in Reagentienrdhrchen sterilisirt,
durch Kochen sauerstofffrei gemacht3), infizirt und erstarrt wird. In
der Tiefe des Rohrchens, wo der Sauerstoff nicht hinzutreten kann,
entstehen die Kolonien, welche dann durch einen Feilstrich in der
Glasrohrenwand erreichbar gemacht werden. In Butylaussaaten
in ‘Wiirzegelatine, welche nach diesem Verfahren angefertigt sind
entsteht eine Oberflichenschicht von zwei bis drei Centimeter Dicke
worin, wegen Sauerstoffzutritt, keine Kolonien entstehen. Darunter
in der Tiefe ist die Entwickelung jedoch gleichmiissig. Die obersten
Kolonien, welche jedenfalls nach ein paar Tagen Sauerstoff erhalten,
welche von obenher in die Gelatine hineindiffundirt, fahren trotzdem
fort zu wachsen, scdass, selbst nach Wochen, kein Grdssenunter-
schied zwischen den Kolonien bei der Oberfliche und jenen in der
Tiefe der Rohre sichtbar ist. Die Peripherie solcher Kolonien be-
steht aber aus der Sauerstoffform (Fig. 4), im Inneren derselben
findet man dagegen die Closiridiumform (Fig. 6) des Fermentes.

‘Wenn ich die Methode von LiBorius fir die Reincultur nicht in
erster Linie empfehlen kann, so méchte ich hier doch nicht die Gelegen-
heit voriibergehen lassen um auf die Wichtigkeit dieses Verfahrens
in anderer Beziehung hinzaweisen. Dariiber Folgendes.

Bei guter Versuchsausfiihrung hat man, wenn das Rihrchen, nach
dem Erstarren, mit Baumwolle abgeschlossen wird, von oben nach
unten in der hohen Gelatinsiule alie moglichen S#ttigungsgrade der
Culturgelatine mit Sauersioff, sodass von irgend einer gegebenen
Mikrobienaussaat, wenn diese nur dicht genug in der Gelatine ver-

1) Zeitschr. f. Hygiene, Bd. I, pag. 161, 1886.
%) Durchleiten von Wasserstoft durch die Gelatine ist nicht nothwendig, und wegen
der Schaumbildung selbst zu entrathen.
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theilt ist, mit einem Blicke erkannt werden kann ob facultative oder
obligate Anaérobiose vorliegt, ja, unter geeigneten Ern&hrungsbeding-
ungen ist selbst die tiefer verborgene tempordire Anaérobiose (wie
z. B. bei der Alkoholhefe) als solche erkennbar und von der facul-
tativen deutlich zu unterscheiden.

Hat man der Nahrgelatine etwas Natriumhydrosulfit und Indig
schwefelsauresnatrium zugesetzt, wodurch Indigweiss entsteht, so wird
man an der Entstehung von Indigblau von oben nach unten, genau
beurtheilen kénnen bis wohin der hineindiffundirende Sauerstoff
angelangt ist. Bei der Cultur des Butylfermentes wird man bemer-
ken, das die erste Entstechung der Kolonien nur in derjenigen Re-
gion stattfindet, wo Indigweiss vorkommt. Bei diesem Versuche
muss das Rohrchen im Dunkelen aufbewahrt werden, weil Indigblau
durch Sauerstoff bei Lichtzutritt oxydirt und entfirbt wird, im
Dunkelen dagegen durch den Sauerstoff nicht veréndert.

Eine zweite bemerkenswerthe allgemeine Anwendung findet die
Methode, — jedoch ebenfalls nur bei geniigend dichter Aussaat, —
bei der Erkennung und Feststellung der Giéhrfunction. Da Géhrung
immer von Gasbildung begleitet ist, und da die Nahrgelatine das
erzeugte Gas nicht entweichen liésst, zeigt die Gegenwart von Gas-
blasen in der Gelatine, dass Géhrfunction vorliegt. Besonders das
Butylferment zeigt auf diese Weise, wie gewaltig die dadurch in
Wiirze verursachte Gasbildung ist.

Noch in einer dritten Beziehung kann das Verfahren werthvoll
werden, némlich zur Erkennung der Reductionsfunction. Man fiigt
der Gelatine zu diesem Zwecke einen Farbstoff zu, welcher durch
Reduction ein farbloses Chromogen erzeugt. Dazu lassen sich z. B.
Lakmus oder Bleu Coupier, weitaus am Besten aber Indigschwefel-
sauresnatrium verwenden. Das Butylferment zeigt bei diesem Ver-

suche, dass es mit einer ganz besonders ausgepriigten Intensitit
reduzirt.

Wie man sieht ist das Verfahren von LiBorIUS, wenn nicht ge-
rade fir Reincultur, doch in manchen anderen Beziehungen sehr
werthvoll.

Kehren wir aber zu den durch Reincultur erhaltenen Kolonien
des Butylfermentes zuriick.

Ich habe mit denselben eine Reihe meiner Giithrungskolben infi-
zirt und dadurch die schonsten und productivsten Butylgiéhrungen,
ohne eine Spur von Buttersiure erhalten. Die Erscheinungen, welche
dabei zu Vorschein kamen lehrten, dass der ,Zustand”’ der Kolonien
unzweifelhaft auf den Verlauf der Formenwandelungen der Butyl-
bacterien wihrend der Gihrung, sowie auch auf die Natur der Géhr-
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producte von Einfluss ist. Unter ,Zustand” verstehe ich hier die
mebr oder wenige vollstindige Annihrung der Kolonien an die
»Sauerstoff’- oder an die ,Clostridiumform”. Wird Erstere als Aus-
saatsmaterial verwendet, so bleibt auch wihrend der Hauptgéhrung
diese Form ausserordentlich lange bemerkbar, und damit verkleinert
sich das Rendement an Butylalkohol. Genau das Umgekehrte gilt
in Bezug auf die Clostridiumform. Hier hat man also ein, durch
einen #usseren Umstand hervorgerufenes, nur auf die Anhi#ufung
eincr Sauerstoffreserve beruhendes, morphologisches und physiologisches
Merkmal, welches ein gewisses Maass von Erblichkeit besitzt.

Uebrigens ist das Hauptresultat des Studiums der Reinculturen
fir mich gewesen, dass ich die volle Ueberzeugzang erlangt habe,
mit meinen, aus nackter Gerste angefertigten Butylansitzen, genau
dasselbe erreichen zu konnen, wie mit der Aussaat der Butylkolonien.
Zu gleicher Zeit habe ich aber eine Reihe merkwiirdige Bacterien
isolirt, welche in den Butylgdhrungen leben kionnen und dafiir gleich-
giiltig oder schédlich sind. Mit Ausnahme des Buttersiurefermentes
konnen dieselben alle durch Wirme von dem Butylfermente getrennt
werden, weil sie entweder iiberhaupt keine, oder schon bei 90°C. &
95° C. absterbende Sporen erzeugen.

Auch will ich hervorheben, dass, wenn 1ch durch die Reinculturen
und deren Verwendung fiir die Géhrung auch Nichts eigentlich Neues
gelernt habe, erst dadurch jenes Gefiihl wissenschaftlicher Befriedi-
gung in mir gereift ist, welches nothwendig ist um eine Arbeit
als vollendet betrachten zu konnen. Eines, glaube ich, musste aber
ohne die Reinculturen fiir meine Leser zweifelhaft geblieben sein,
nimlich die Zugehorigkeit der Sauerstoffform zu dem Butylfermente.
Eine einzelne gelungene Gelatincultur lehrt die Beziehungen zwischen
Clostridien und Stibchen oder Fiidenkolonien, durch die einfachste
mikroskopische Untersuchung in allseitiger Vollendung. Hitte ich die
Reinculturen nicht griindlich untersucht und vielfach verwendet, sv
wiire ich selbst allerdings von jener Zusammengehdrigkeit nicht weni-
ger iberzeugt gewesen wie nun, doch wiirde ich dann vielleicht auf
Widerspruch stossen, welcher nun mehr keinen Raum finden kann.

§ 5. DerR BurYLGAHRUNGSROLBEN UND DIE HAUPTGAHRUNG.

Der Kolben muss in erster Linie so eingerichtet sein, dass die
Luft daraus vollstindig entfernt werden und die Infection ohne
Luftzutritt geschehen kann, Ferner muss die Einrichtung eine derartige
sein, dass das sich entwickelende Gas leicht gesammelt, und der
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Inhalt fortwihrend mikroskopisch untersucht werden kann, ebenfalls
ohne Luft zutreten zu lassen.

Ich habe zur Erreichung dieses ziemlich complizirten Zweckes
mehrere Kolbenformen blasen lassen, bin aber schliesslich bei einer sehr
einfachen Einrichtung stehen geblieben, welche ich Chemikern und
Physiologen, die meine Versuche wiederholen wollen, sehr besonders
empfehlen kann.

Wenn es sich, wie im vorliegenden Falle, um vollstindige Anaéro-
biose handelt, so ist es erwiinscht mit nicht zu geringen Quantititen
der gihrenden Fliissigkeit zu arbeiten. Zwar haben alle mir bisher
bekannt gewordene Anaéroben das Vermogen die letzten Spuren
Sauerstoff durch ihre eigene Lebensfunctionen zu entfernen, doch
sind die Versuche am Sichersten, wenn man dieses unvermeidliché
Minimum doch noch so viel moglich einschrinkt. Ich arbeite dess-
halb mit Literkolben, welche einen sehr engen und langen Hals
haben. Da meine Butylgihrung ginzlich unabhingig von der Gela-
tinemethode ausgefiihrt werden kann, und desshalb voraussichtlich
auch von Chemikern wiederholt werden wird, habe ich geglaubt,
dass es erwiinscht wire nicht nur den Gahrungskolben allein, son-
dern die ganze Einrichtung der Butylhauptgéihrung abzubilden.
Dieses ist in Fig. 1 geschehen.

Fig. 1. Einrichtung der Hauptgihrung.

A. Géhrungskolben im Thermostaten.
Géhrungsraum.
Pappenring.
Hals des Gahrungskolbens.
Gasableitungsrohr.
‘Wassertrog.
Gasrecipient.

s. Schliff.

t. Thermometer.

J- Flamme.

w. Wassermantel des Thermostaten.

e. Luftmantel.

z. Holzdeckel.

r!. Thermoregulator.
B. Der aus zwei Hilften bestehende Holzdeckel.

k. Oeffnung fiir den Thermoregulator.

Lt g s das Thermometer.

ko 5 den Hals des Kolbens.

I o »EQ

In dieser Figur sieht man den Kolben (g) in einem einfachen
Thermostaten, welcher aus einem aus Rothkupfer gearbeiteten Wasser-
mantel (n) besteht der durch den blecheisernen Luftmantel (/) ein-
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geschlossen ist. Ausserdem findet sich noch ein zweiter, looser, in
der Figur nicht mit aufgenommener Luftmantel um das Ganze. Als
Deckel verwende ich eine aus zwei gleichen Hilften bestehende
Holzplatte (x), welche derweise gearbeitet ist (Fig. 1 B) dass die
Korken, womit der Thermoregulator (') und das Thermometer (f)
im Thermostaten gefestigt sind, sowie der Hals (%) des Gahrungs-
kolbens Raum finden in halbzirkelrunden Einschnitten ).

Der Gihrungskolben (g) steht unten im Thermostaten auf einem
Papperinge (p). Der Hals (k) findet sich seitlich am Kolben, oder,
besser gesagt, besitzt eine eigenthiimliche Biegung, damit derselbe
an der Peripherie des Thermostaten nach aussen kommt. Der ganze
Holzdeckel bleibt dadurch frei und kann zur Anfnahme der Wasser-
wanne (y) und des Stativ’s, welches den (Gasrecipienten (r) trigt,
dienen.

Das Gasableitungsrohr (a) ist vermittelst eines Schliffes auf den
Hals des Kolbens angebracht und kann durch einen Glashahn ge-
schlossen werden ?). Bei der Butylgihrung geht infolge der Zoogloeabil-
dung ein Bacterienschleim fortwihrend mit dem Gasein die Wasser-
wanne (y) iber, sodass man, durch das Abheben des Gasableitungsroh-
res von dem Schliffe am Halse des Gihrungskolbens, immerfort mit
dem Objecttriger Material fiir Mikroskopie aufnehmen kann. Doch
bleibt es oft erwiinscht auch die Fliissigkeit dann und wann zu
untersuchen, sei es chemisch oder mikroskopisch. Wie man sieht
gestattet die Einrichtung eine solche Probenahme sehr leicht. Dazu
ist es nur nothwendig den Kolben etwas schief zu stellen, wo-
durch die Fliissigkeit den Hals abschliesst und das Gas sich im
Raume oberhalb der Gi#hrfliissigkeit ansammeln muss. Anstatt Bac-
terienzoogloea und Gas, wird dann die G#hrflussigkeit selbst tiber-
gedriickt, und kann entweder an der Schliffstelle zur Befeuch-
tung eines Objecttriigers gebraucht, oder durch das Ableitungsrohr
gefordert und in jeder beliebigen Quantitit gesammelt werden.
Wiinscht man dann wieder die Géhrungsgase abzuleiten, so hat
man nur den Kolben in den Anfangstand zuriick zu drehen. Es ist
nicht {iberfliissig zu bemerken, dass man bei der gewihlten Form

') Der hier abgebildete Thermostat riihrt aus dem Nachlasse von weiland A. Frrz
her. Bei seinem Tode, im Jahre 1885, ist das Inventar seines Privatlaboratoriums zm
Strassburg, in den Besitz der Niederlindischen Presshefefabrik zu Delft iibergegangen.

%) Ich habe auch Kolben und Ableitungsrohr aus einem Stiick machen lassen, doch
unzweckmissig gefunden. Auch das Anbringen des Hahnes am Kolbenstiel, anstatt,
wie in der Figur am Ableitungsrohr, ist versucht, ist aber ebenfalls unbequem. Auch
verschiedene Systeme mit Dreiweghihnen kamen in Verwendung, ergaben sich jedoch
als nicht empfehlenswerth.
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des Halses, das Gasableitungsrohr um den Hals nach allen Seiten
drehen kann ohne, dass dasselbe dabei seine verticale Entfernung vom
Deckel verdndert. Wie bequem dieses ist fiir das Sammlen der
Gahrungsgase wird man beim Gebrauche bemerken.

Der Gasrecipient () besteht aus drei Theilen, welche durch zwei
Glashdhne getrennt sind, ndmlich eine Auffangglocke, den kalibrirten
Gasbehdlter und das Ableitungsrohr womit das Gas in die Gas-
biirette ftibergefilhrt werden kann. Das Ableitungsrohr muss zwar
eng sein um den Gummischlauch leicht aufnehmen zu kdnnen, jedoch
geniigend weit um sich, ohne Capillarwiderstand, leicht mit der
Spritzflasche mit Wasser anfiillen zu lassen. Andere kleine Details
werden sich aus der Figur ergeben.

Das Anfiillen des Kolbens mit einer vollstindig luftfreien Géhr-
fliissigkeit erfordert eine besondere Aufmerksamkeit. Wie das am
Besten geschieht ergibt sich aus Figur 2.

Neben einander sind zwei Sand-
bdder (s, s) aufgestellt, worauf der
Grihrungskolben (g) und ein gewdhn-
licher Kochkolben (k) durch Flam-
men (f, ') in kriftiges Kochen erhalten
werden. Durch eine Glasréhre (a),
welche vermittelst eines Gummischlau-
ches () mit dem Géhrungskolben
verbunden ist, kann der sich beim
Kochen bildende Schaum in den Koch-
kolben (k) iibergehen. Wenn dicser
sich aber zu hoch anfullt, so hebt
man den Gihrungskolben etwas vom
Sandbade und kiihlt durch blasen
den Raum oberhalb der Fliissigkeit
ab, wodurch der Wasserdampf conden-

Fig. 2. Das Anfiillen des Gahrungs-
kolbens bei Luftabschluss.

g. Gihrungskolben. sirt und die siedende Fliissigkeit aus

. $‘;,“;;‘;;‘:‘;;‘;;‘,;. k plétzlich ﬁberstrﬁnft und g wieder

k. Kochkolben. anfiillt. Wenn man die Luft als voll-
s, 8. Sandbider.

£ Flammen. stindig entfernt betrachet, entfernt

man das Rohr (r) aus dem Gummischlauch und verschliesst die-
sen wihrend das Kochen heftig fortdauert und ein Dampfstrahl
hinausstromt, mit einem Glasstibchen. Dann wird der Kolben
vom Sandbade gemommen und gekiihlt. Natiirlich entsteht ein
Vacuum wihrend der Gummischlauch sich génzlich zusammenzieht
und sich abschliesst. Dieser Verschluss ist so luftdicht, dass ich
in einem im Juli angefertigten Kolben noch im October das Vacuum
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vorfand, und den Inhalt in Butylgihrung versetzen konnte.

Auch das Infiziren des Gihrungskolbens mit dem Butylansatze
oder mit getrockneten Butylbacterien oder deren Kolonien muss mit
besonderer Umsicht geschehen. In Fig. 3 sieht man, wie das am ge-
eignetsten auszufiihren ist.

Nachdem der Saucrstoff aus der Losung
entfernt und diese auf die Géhrungstemperatur
abgekiihlt ist wird der Gummischlauch (7),
welcher durch das Vacuum schon zusammen-
gepresst ist, mit den Fingern geschlossen ge-
halten, das Glasstibchen entfernt und ein
sterilisirter Glastrichter () oben in den Gum-
mischlauch geschoben. Wiinscht man mit dem
Butylansatze zu infiziren so wird dieser der-
weise in den Trichter gegossen, dass die Luft
aus dem Oberende des Gummischlauches ent-
weicht. Man vermindert dann den Druck mit
den Fingern, wodurch etwas vom Inhalte
des Trichters in den Kolben hineingesogen
wird; dan schliesst man durch vermehrten
Druck den Schlauch wieder vollstindig, ent-
Fig. 3. Infizirung des Gahrungs- gornt den Trichter und sticht den Glasstopsel in

kolbens bei Luftabschluss. , )
9. G':hmngsﬂn:ai;ckeli‘:. das Oberende des Gummischlauches. Wiinscht

v. Vacuum. man mit trockenen Bacterien, mit Bacterien-
. B kolonien, oder irgend einem anderen Materiale
r. Gummischlauch. . . o . .

¢. Glastrichter. zu infiziren, so fiillt man den Glastrichter mit
5. Butylansatz. etwas sterilisirtem, ausgekochtem Wasser, worin

die Substanz, welche fiir Infection dienen soll
suspendirt ist, und handelt dbrigens wie oben. Der Kolben wird
darauf in den Thermostaten gebracht und, wenn die Schaum- und
Gasbildung so stark werden, dass der Glasstopsel beinahe hinausge-
schleudert wird, entfernt man schnell den Gummischlauch und schiebt
das Gasableitungsrohr auf den Schliff des Kolbenhalses. Hat man
nicht zu wenig Infectionsmaterial gebraucht so beginnt die Géhrung
gsofort, und nach sechs oder acht Stunden ist genug Spannung im
Kolben um das Ableitungsrohr aufzusetzen ohne fiir Luftzutritt
fiirchten zu miissen.

§ 6. VERLAUF EINER BUTYLGAHRUNG. FORMVERHALTNISSE UND
BEWEGLICHKEIT DES BUTYLFERMENTES.

Ich setze voraus, dass die Gihrung stattfindet in einer Giihr-
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fliissigkeit, wie oben beschrieben, welche nahezu neutral, vielleicht

sehr schwach sauer reagirt, welche ein Extractgewicht von c.a 10

Saccharometergraden anzeigt, nur hdchstens 1 ¢/, & 3 %/, Glukose

enthdlt und reich ist an Maltose, Maltodextrin und Malzpeptone. Die

Gahrungstemperatur ist 30 & 35° C.; bei 40° C. wird der Vorgang

geschwiicht; 35° C. ist vielleicht ein Optimum fiir die Schnelligkeit
der Wasserstoff- und Kohlensdurebildung.

, Eine absolute Entfernung des Sauer-

# ¢ %, stoffs aus dem Butylgihrungskolben

@j § e Q ist durch Kochen wohl nicht mdglich,

) / i und kann erst durch das Functioniren

i der Bacterien selbst eintreten. Es

S % ; 5 %ﬁ %@«QS wurde denn auch schon gesagt, dass
| % % \xQ die Gihrung anfangen kann auch
E g , & % “ wenn noch Spuren von Sauerstoff

Aﬁh e g vorhanden sind. Es ist aber, wie in

%%’3 ﬂ//y:&‘y » § 5 angefithrt, sehr bemerkenswerth,

\’“% | dass die Form der Bacterien dadurch
N bedingt wird, sodass man eine ,Sauer-

Fig. 4. (Zuss, F. 2, Vergr. 700). Sauer- stoffform” und eine ,anaérobie Form”
stoffform von Granulobacter butylicum. d€s Butylfermentes, welche letatere
Bewegung durch Pfleilchen angedeutet. in Bezug auf die Grestalt ,Clostridium-

form” genannt werden kann, unterscheiden muss.

Hat die Sauerstoffform sich unter Einfluss einer ganz geringen
Spur Sauerstoff entwickelt, so besteht dieselbe nur aus schnellbe-
weglichen Stdbchen, welche Bacillus subtilis sehr dhnlich sind, sich
jedoch davon unterscheiden durch das Vorkommen von sehr kurzen
Gliedern in den noch Kettenformig verbundenden Stibchenverbiinden
(Fig. 4), so wie von eigenthiimlichen ,Kornern” in den Stdbchen.
Gewohnlich findet man, dabei alle Stibchen in schneller Bewegung be-
griffen, doch kann die Bewegung ohne bestimmte Ursache bei einzelnen
oder bei allen aufhoren. Untersucht man die Beweglichkeit der Stib-
chen, welche bei Sauerstofzutritt, unter dem Deckglase lingere Zeit
beweglich geblieben sind in einer Wasserstoftathmosphire, so ergiebt
sich, dass bei vollstindigem Sauerstoffabschluss Ruhe eintritt, welche
bei Sauerstoffzutritt wieder in Bewegung iibergeht, und welche dann
selbst bei vollem Luftdruck noch fortdauern kann,

Wenn aber die Stibchen wihrend ihrer Entwickelung das noch
eben mit dem Wachsthume vertrigliche Maximum der Sauerstoff-
spannung ausgesetzt gewesen sind, so verbleiben alle in vollstindiger
Ruhe. Besonders die reincultivirten Kolonien in Gelatine, welche
80 leicht etwas Sauerstoff zuriickhdlt, bestehen aus diesem nicht



28 UEBER DIE BUTYLALKOHOLGAHRUNG

beweglichen Zustande, und wachsen oft zu langen, den gewdhn-
lichen Butylstdbchen durchaus unihnlichen Fiden aus. Ich folgere
aus diesem letzteren Umstande dass die Beweglichkeit, welche frische,
einer Giihrung entnommene Priiparate aufzeigen, wenn der Sauerstoff
freien Zutritt hat, nur eine voriibergehende Erscheinung ist, wenn
gie auch Stunden lang fortdauern kann.

Die bei vollstindiger Abwesenheit von Sauerstoff entstandenen
Clostridien konnen sich, im Gegensatze zu der Sauerstoffform, so-
wohl in der Mitte der sauerstofffreien Gihrfliissigkeit in ziemlich
lebhafter Bewegung vorfinden, wie auch, bei Gegenwart dieses Gases,
sich ganz wie gewohnliche aérobe Bacterien lebhaft bewegen. Die
Natur der Bewegung bei Sauerstoffinangel ist eine eigenthiimliche
und unterscheidet sich dadurch von der bei Sauerstoffgegenwart statt-
findenden, dass die Bacterien nur wenig Neigung zu einer Ortsver-
dnderung aufzeigen und in einem kleinen Raum hin- und herschwim-
men und schaukeln.

Um eine solche Beobachtung einwandsfrei auszufiihren verfahre
ich folgender Weise.

Es wird von einer kriiftigen Butylgihrung, mit starkem Ausfluss
der Zoobgloea, das Gasableitungsrohr entfernt und anstatt desselben
ein Gummischlauch an den Kolbenhals verbunden. Das andere Ende
dieses Schlauches geht nach einer GEISsLER’schen Glaskammer mit
capillarer Verengung, welche auf dem Objecttisch des Mikroskopes
ruht ). Die Zobtgloea muss dann die Kammer durchfliessen und
fliesst aus dem anderen Ende derselben, durch einen daran verbun-
denen Gummischlauch ab. An die beiden Gummischliuche werden
Quetschhihne gesetzt, welche die durchstromende Zodgloea in Ruhe
bringen, wenn sie angepresst werden zum Zwecke der mikroskopi-
schen Betrachtung.

Ich glaube, dass bei einem solchen Versuche wohl sicher ange-
nommen werden kann, dass auch die letzten Sauerstoffspuren aus der
Glaskammer vertrieben werden kionnen. Dass dieselben darin ziem-
lich lange aufgehalten werden, eben durch die eigenthiimliche Form
der Kammer, welche nur eine langsame Ortsverinderung der centralen
Fliissigkeit im scheibenformigen capillaren Kammerraum durch den
hindurchfliessenden peripheren Strom ermdglicht, ist sicher. Jedoch,
es erscheint kaum zweifelhaft, dass bei der beschriebenen Versuchs-
anstellung schliesslich die letzten Sauerstoffspuren mitgerissen und

1) Also die niimliche Einrichtung, welche Pasttur verwendet hat in sKtudes sur
la bidre” pg. 288, 1876, Kiuflich bei ALvERGNIAT, Paris, 10 Rue Sorbonmne, Catalog
1887, N°. 185, pag. 59.
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entfernt werden, so dass die Bewegung der Butylbacterie nicht
allein durch den freien Sauerstoff selbst, sondern auch durch eine
feste, im Protoplasma gebunden vorkommende Sauerstoffreserve,
welche selbst in sauerstofffreier Umgebung erhalten bleibt, bedingt
sein kann.

Das Hauptresultat dieses Versuches ist also der Beweis der Mog-
lichkeit der Bewegung der lebenden Substanz beim vollstindigen
Fehlen des Sauerstoffs, wodurch diejenigen Theorien, welche die Pro-
toplasmabewegung iiberhaupt auf eine Anziehung zum Sauerstoff
zuriickfithren, sich als unhaltbar erweisen ?).

Welche die biologische Bedeutung der Bewegung sein mag, wel-
cher Nutzen derselben fiir unsere anaérobe Bacterie zukommt, —um
dariiber zu entscheiden miissen wir wohl an PFEFFER’S chemotacti-
sche Ortsbewegungen denken ?), und uns vorstellen, dass die Clostri-
dien mit Bewegung reagiren auf kleine Concentrationséinderungen in
ihrer N#hrlosung, und das Giinstigste in dieser Beziehung auf-
suchen.

Die Sauerstofform des Butylfermentes ldsst sich sowohl in den
Giéhrungskolben, welche mit Reinculturen des Fermentes angestellt
sind, wie in den Gelatinculten auffinden. In denjenigen Géhrungen,
wobei als Infectionsmaterial ein roher Butylansatz verwendet wird,
welcher gewohnlich auch RBacillus subtilis enthilt, kann in den ersten
Stadien der Gihrung diese, zwar aérobe, allein nicht besonders sauer-
stoff bediirftige Bacterie, gegenwirtig sein. Und dieses sei desshalb
hervorgehoben, weil die Sauerstoffform des Butylfermentes Bacillus
subtilis, wie frither gesagt, sehr &hnlich ist, sodass Verwechselung
damit moglich erscheint. Fiir das Studium der Sauerstoffform wer-
den desshalb am Besten Reinculturen verwendet. Dass iibrigens in
den an Kraft gewinnenden Gé#hrungen, aérobe Formen, wie Bacillus
subtilis nicht fortwachsen konnen ist klar genug, und meine zahl-
reiche Gelatinculturen solcher Géhrungen haben iiberzeugend erwie-
sen, dass, wenn selbst anfangs gegenwirtig, diese letztere Art sehr
bald giénzlich verschwindet, und zwar so vollstindig, dass ich nur
auf den Tod derselben schliessen kann. Selbst Granulobacter Po-
lymyza, friher erwdhnt als ziemlich constanter Bewohner der Butyl-
ansiitze, und als Gihrungsbacterie tempordr anaérobie wie Hefe, —
auch diese Form schwindet sehr bald aus den eigentlichen Butyl-

1) M. VerworN, Die Bewegung der lebenden Substanz, Jena 1892.
%) Die chemotactischen Bewegungen von Bacterien, Flagellaten und Volvocineén,
Tiibinger Untersuchungen, XI pg. 582,
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gihrungen. Die bacteriologische Unlersuchung lehrt, dass diese
Selbstreinigung der gihrenden Fliissigkeit von den zwei genannten
Bacterienarten nahezu beendet ist zu jenem Augenblicke, wo die
stabchenformige Sauerstoffform des Butylfermentes mehr oder weni-
ger vollstindig durch die Clostridien ersetzt ist, und bei aller Ver-
schiedenheit in der Gestalt der Individuen, zeigt das mikroskopische
Bild dem geiibten Auge von da an eine unverkennbare habituelle
Aehnlichkeit zwischen den Beiden. Allm#blich bevélkert die Fliis-
sigkeit sich dann stéirker und stidrker bis die ganze Masse zu einem
Schleime wird, welcher als zéher Zodgloea zusammenhiéingt und bis
zum Ende der Géhrung mit den Gihrungsgasen durch den Hals des
Kolbens ausfliesst. Das ausserordentlich merkwiirdige mikroskopi-
sche Bild, das sich dabei entfaltet, gehdrt zu den wundervollsten
Objecten, welche die Géhrungsphysiologie aufzuweisen hat.

Betrachten wir die darin zur Beobachtung kommenden Wand-
lungen zwischen Sauerstoff- und Clostridiumform noch etwas mehr
im Einzelnen.

Eine eigentliche Zoogloea erzeugt die Sauerstoff form des Butylfer-
mentes nicht; dagegen kommt sie an die Oberfliche der Géhrfliis-
sigkeit als leichter Schaum. Die Blasen enthalten sofort Wasser-
stoff und Kohlensiure, wiithrend, solange Sauerstoff noch da ist kein
Butylalkohol entsteht.

Die zweite Phase der Gihrung ist characteristisch durch die ge-
waltige Vermchrung der Bacterien, welche mit dem vollstindigen
Verschwinden des Sauerstoffs und dem Eintreten des Reductions-
vorganges einhergeht. Die Form der Bacterien veréndert nun rasch;
granulosefiihrende Clostridien, einzeln und in Schnuren vereinigt,
werden iibsrall sichtbar und fiillen bald die ganze Flissigkeit der-
weise an, dass ein Tropfen Jod-Jodkaliumlésung ein aus dem Halse
des Gihrungskolbens genommenes Préparat blauschwarz farbt. Es
ist das mikroskopische Bild eben dieser Phase der Gihrung, welches
80 besonders anziehend ist. Da jeder Versuch etwas anderes zu
sehen gibt kann nur ein bestimmter Fall abgebildet werden, wie
das z. B. in Fig. 6 geschehen ist. Sehr verschieden sind die ein-
zelnen Gihrungen beziiglich der Beweglichkeit der Clostridien, be-
ziiglich ihrer Dicke und Linge und ihres Gehaltes an Granulose.
Noch veriinderlicher in Bezug auf das wohl oder nicht Vorkommen
von Sporen und in Bezug auf die Grosse und Form dieser Letzte-
ren. Bisweilen ist alles in schneller Bewegung, bisweilen in voll-
stindiger Ruhe, und so bleibt es dann oft 12 und mehr Stunden.
Der Formenreichthum der Géhrungen ist so gross, dass kaum zwei
Bacterien einander vollstindig gleich sind, so dass es iiberfliissig
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ist dariiber Details zu geben,

wesshalb ich auf die Figuren 5 und 6

als Beispicle verweise. Zwar stellt Fig. 5 einen typischen Butyl-

Fig. 5, (Zeiss F. 2, Zeichenprisma,
Verg. 700). Granulobacter butylicum,
Clostridiumform aus einem Butylansatze.
Die Treber nicht mitgezeichnet Granu-
lose schattirt, Sporen scharf contourirt.
Bewegung durch Pfleilchen angegeben.

ansatz (mit Weglassung der Treber)
dar, doch sind #hnliche Combinationen
auch in den Hauptgihrungen zu finden.

Dic innere Organisation des Butyl-
fermentes ist sehr charakteristisch, und
ich glaube dass sich im Korper des-
selben verschiedene Organe unter-
scheiden lassen. So hiuft sich die Gra-
nulose in einem bestimmten, allerdings
sehr formverdinderlichen Theile an ?),
die Spore entsteht ebenfalls in einer
bestimmten Region und ist von einem
Areolarravum umgeben, wiein de BARY's
und meinen Figuren zu sehen. Im In-
neren findet sich ein Raum, welchen
ich als Saftraum betrachte, weil dessen
Inhalt so weich ist, dass darin vor-

kommende Theilchen beweglich sind. Dieser Raum ist nur mit ho-
mogener Immersion, und nur in ganz gliicklichen Fillen bei einzel-
nen lebenden Bacterien zu sehen, und wird besonders deutlich wenn

Fig. 6. (Zeiss, F. 3, Zeichenprisma.
Verg. 1100). Grarulobacter butylicum,
Clostridiumform aus einer Hauptgihrung.
Granulose schattirt, Sporen scharf con
tourirt. Bewegung durch Pfleilchen an-
gegeben.

das Granuloseorgan darin mit einem
schweiffsrmigen Ansatze hineinragt,
was nur selten zutrifft. Ist dieses der
Fall so sieht man dieser Schweif in
dem Inneren passive Bewegungen aus-
fihren, wenn das Clostridium sich
fortbewegt oder sich kriimmt. Allen-
falls liegt darin ein deutlicher Beweis,
dass das Innere sehr weich, wohl
fliissig sein muss, weil anders ein so
zartes Gebilde, wie der Protoplasma-
fortsatz des Granuloseorganes, unmog-
lich Inertieerscheinungen wiirde auf-
zeigen konnen.

Die Sporen des Butylfermentes ge-
horen zu den grossten bisher bekannt

gewordenen Bacteriensporen, sie messen sehr oft 2 x« Linge, bei

') Dasselbe Verhalten flndet sich im Glycogenorgan von Sacckaromyces, sowie in
den Amyloplasten der niederen Griinalgen, z. B. bei der Gattung Chlorella.
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1 s Dicke; ihre Gestalt ist ellipsoidisch oder cylindrisch, mit abge-
rundeten Enden. Durch ihre Grosse sind sie leicht erkennbar selbst
in Gemisch mit Heupilzsporen. Sie keimen unter Verfliissigung oder
Verschleimung der ganzen Sporenwand, was sich unter dem Deck-
glase in einem durch Paraffin abgeschlossenen Wiirzetropfen beobach-
ten lidsst. Kapselartiges Aufplatzen der Wand findet sicher nicht
statt, wodurch sie sich von den Heupilzsporen unterscheiden.

Im hyalinen Protoplasma der Butylclostridien finden sich Granula;
einen Zellkern konnte ich nicht beobachten.

§ 7. Das VORKOMMEN VON GEBUNDENEM SAUERSTOFF IN DEN
GAHRUNGWURZEN. AUSGANG UND ENDE DER BUTYLGAHRUNG.

Niemals habe ich eine Butylgiihrung gesehen (und ebenso-
wenig eine Kolonie bei der Gelatineculter), welche durchaus keine
Stibchen und nur ausschliesslich Clostridien enthalten hiitte. Welche
die Ursache fiir die Entstehung der Clostridien auch sein mag, in
allen Bacterien einer Géhrung kann dieselbe mithin nicht gleickmis-
sig herrschen. Da die Géhrungsfliissigkeit an sich keine Differenzen
darbietet ausreichend um ein so auffallendes Verhalten zu erkliren,
so miissen dabei innere Zustinde maassgebend sein. So viel steht
ferner fest, dass diese Zustéinde voriibergehend sind und riickgin-
gig gemacht werden konnen, denn es ist sicher, dass Stibchen und
Clostridien in Gelatincultur gebracht identische Kolonien erzeugen,
und ich kann die Vermuthung nicht unterdriicken, dass die Form-
verschiedenheit mit der durch Reduction, oder mit der aus der
Losung direct aufgenommenen Sauerstoff und dessen Anhdufung in
den Stibchen zusammen hiingt, zu welchem Schlusse eben die
Existenz der Sauerstoffform und der Clostridiumforin des Fermentes
veranlassen.

Ist eine Fliissigkeit mit einer so gewaltigen Fruchtbarkeit fiir die
Entwickelung lebender Substanz, und worin die Formverhéltnisse der
Bacterien irgend eine Sauerstoffwirkung eben wahrscheinlich machen,
trotzdem sauerstofffrei ? Oft habe ich mir diese Frage gestellt und
auf verschiedene Weisen versucht die sichere Entscheidung davon
herbeizufiihren. Die Sache ist von der hochsten theoretischen Bedeu-
tung, denn es handelt sich um den Nachweis ob es eine ununter
brochene, endlose Anaérobiose iiberhaupt giebt, oder ob auch hier,
wie bei der Hefe, die Anaérobiose nur voriibergehend ist.

Die Antwort muss wie folgi gegeben werden,
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‘Withrend Hefe nur einige wenige (zwanzig bis dreissig) Zelltheilungen
ohne freien Sauerstoff ausfiihren kann und dann in einem sauerstoff-
freien Medium aufhort zu wachsen, aufhort Zucker zu vergéhren und
schliesslich unter Aufplatzen der Zellen abstirbt, ist dieses alles bei dem
Butylfermente ganz anders. In der niémlichen G#brfliissigkeit, worin
die Hefe mit freiem Sauerstoff kriiftig wachsen und géhren wiirde, ohne
Sauerstoff jedoch abstirbt, vermag das Butylferment beim vollstin-
digen Fehlen des Sauerstoffs ins unbegrenzte weiter zu wachsen und
zu gihren. Ich habe sieben successive Butylgdhrungen bei so voll-
stindig moglichem Sauerstoffabschlusse mit Impfmaterial, welches
jedesmal der vorigen Géhrung entlehnt war, stattfinden lassen, ohne,
dass selbst bei dem siebenten Versuche auch nur die geringste Ver-
minderung der Giéhrintensitit oder irgend eine andere besondere Er-
scheinung zur Beobachtung gekommen ist. Das heisst also, mehrere
Millionen von Zelltheilungen konnen bei Abwesenheit vom freien
Sauerstoff ohne irgend welche Unterbrechung herbeigefiihrt werden.

Die Butylgdhrung wird nicht beeintrichtigt durch neutrales Indig-
schwefelsauresnatrium. Tréigt man dieses Salz vor dem Kochen der
Géhrfliissigkeit hinzu so entsteht eine dunkelblaue Ni#hrlosung. Nun
wissen wir, dass die Butylbacterien sehr stark reduzirend wirken
und sobald die Gédhrung anfingt ist auch das Indigblau schon in
Indigweiss umgewandelt. Ich betrachte dieses als ein sicheres Zei-
chen das freier Sauerstoff dann nicht mehr gegenwirtig sein kann;
trotzdem wird die Géhrung von da an erst recht lebhaft.

Hier kann man jedoch einwenden, dass die Bacterien zuvor den
allerdings sehr geringen Gehalt an freien Sauerstoff der Fliissigkeit
verzehrt haben miissen und davon vielleicht lingere Zeit leben kon-
nen. Um auch diesen Einwand zu beseitigen verfahre ich wie folgt.

Das ScH0TZENBERGER'sche Reactiv, Natriumhydrosulfit (SO®Na2),
ist ein starkes Reductionsmittel, welches die Eigenschaft besitzt
fir das Butylferment nicht giftig zu sein und sich beim Kochen
nicht zu zerzetzen. Ich habe nun meiner Géhrfliissigkeit zunichst
Indigschwefelsauresnatrium zugesetzt und dann so viel Natrium-
hydrosulfit bis das Indigblau vollstindig zu Indigweiss reduzirt war,
dann noch iiberdiess ein geringes Uebermaass von Hydrosulfit, so, dass
bineingeschiittelte Luft das Indigweiss nicht blaute. Auch diese iiber-
reduzirte Flissigkeit hat sich fiir die Butylgéhrung als durchaus geeig-
net ergeben, so dass ich es als erwiesen betrachte, dass das Butylferment
sich ohne geldsten Sauerstoff bis ins Unendliche vermehren kann.?)

") Wie sich Alkoholhefe einem solchen iiberreduzirten Medium gegeniiber verhilt,
werde ich bei einer anderen Gelegenheil betrachten. (Vergl. auch § 12, p. 46).
J 3
Verhand. Kon. Akad. v. Wet. (2¢ Sectie). DL 1
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Verlassen wir diese Angelegenheit jedoch nicht ohne den ,gebun-
denen Sauerstoff’” schirfer ins Auge zu fassen.

Alle kriftige Gahrungen mit Butylferment sind mit Malz-Roggen-
Wiirze erhalten. Nun wissen wir durch PAsTEUR!) dass die Wiirze
eine betrichtliche Sauerstoffmenge nicht nur physjsch 16st, sondern
auch chemisch bindet, derweise, dass dieser gebundene Sauerstoff
durch Kochen nicht entfernt werden kann. Nach PasTEUR soll
die Hefe diesen gebundenen Sauerstoff jedoch verwenden kénnen.
Wenn dieses wirklich so ist so wird das Butylferment dazu um
8o besser geeignet sein weil es eine stark reduzirende Wirkung
auf das Gébrmedium ausiibt, eine Function welche der Hefe
vollstindig abgeht ®). Ich meinerseits bin nicht tiberzeugt, dass die
Hefe, wie PAsTEUR will, den gebundenen Sauerstoff fir die Unter-
haltung ihres Lebens verwenden kann, glaube aber, dass PASTEUR'S
Schluss fiir das Butylferment unbedingt richtig ist und, dass dieser
Organismus, durch das Reductionsvermégen, das zu erreichen vermag
was andere Organismen durch ihre Sauerstoffathmung erreichen,
némlich die bleibende Unterhaltung und die Moglichkeit der Fort-
existenz ihrer Lebenskraft. Thatsache ist, dass die wenigen bisher
bekannten Obligatanaérobien, welche géhren konnen, dieses nur dann
thun, wenn reductionsfihiges N#hrmaterial vorliegt, und dass bei
ihnen auch immer die Reductionsfunction nachweisbar ist.

Einen bestimmten Augenblick anzugeben fiir das Ende einer
Butylgihrung vermag ich nicht. Die stiirmische Gasentwickelung,
welche mit dem intensiven Wachsthume des Fermentes parallel geht,
dauert, je nach Umstéinden, zwei bis drei Tage. Nach dem dritten
Tage diirfte kaum mehr Vermehrung stattfinden und die Erzeu-
gung von Butylalkohol erloscht ebenfalls; dagegen kann die Gasbil-

1) Ktudes sur la bidre pg. 357. Paris 1876. Ein Liter Bierwiirze lost z.B. nach
Pasteur 7 c¢Ms3 freien Sauerstoff und bindet davon chemisch 41 ¢M3, also c.a. sechs
mal soviel.

%) In Pasteur’s Darstellung (1. ¢. pag. 364) stosse ich auf die folgende Schwierig-
keit. Das Natriumhydrosulfit wird verwendet um den gelosten Sauerstoff zu titriren;
als Indicator dient Indigschwefelsauresnatrium, welches durch das Hydrosulfit in
Indigweiss iibergeht, also reduzirt wird. Hefe reduzirt Indigschwefelsauresnatrium
jedoch nicht, erscheint in dieser Beziehung also als kein reduzirendes Agens. Hefe
soll nach PasTEUR dagegen den gebundenen Sauerstoff der Wiirze verbrauchen, irgend
einen bestimmten wenn auch unbekannten Korper aus der Wiirze also wohl reduzi-
ren, wihrend Natrinmhydrosulfit welches in Bezug auf Indigo so kriftig reduzirend
wirkt, der Wiirze nur den gelosten, nicht den gebundenen Sauerstoff entziehen sollte.
Dieses scheint mir aber ein Widerspruch, welcher sich dadarch aufheben lisst, dass
der Hefe das Vermogen den gebundenen Sauerstoff der Wiirze zu verbrauchen iiber-
haupt abgesprochen wird.
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dung dann noch Wochen lang bei Zimmertemperatur fortdauern.
Wiihrend dieser Nachgiirung wird die Flissigkeit allmdhlich diinn-
flissig und das mikroskopische Bild zeigt, dass die Bacterienkdrper
theilweise verschwinden, sowohl das Granuloseorgan, wie das farblose
Protoplasma nehmen  dabei bedeutend an Raum ab, und in lange
aufbewahrten Culturen kann es selbst schwierig werden Granulose
iberhaupt mit der Jodreaction sichtbar zu machen. Die Sporen
bleiben natiirlich unversehrt, verlieren jedoch, nachdem sie ein Jahr
in der Gahrfliissigkeit aufbewahrt sind ihre Keimkraft. Diese simmt-
lichen Erscheinungen, mit Ausnahme der Nachgihrung, welche bei
Sauerstoffzutritt aufhort, diirften von der An- oder Abwesenheit
dieses Gtases unabhiingig sein, und nur durch das Verschwinden der
Néhrstoffe bedingt werden.

§. 8. UEBER DIE BUTYLGAHRUNGSGASE UND DEN BUTYLALKOHOL.

Da die Sauerstoffformen der Granulobacterien bei den téglich in
der Praxis zu beobachtenden spontanen Gidhrungen nicht gekochter
Mehlteige, in Bezug auf die dafiir characteristischen stiirmischen Gas-
entwicklungen die eigentliche Hauptrolle spielen, so wiirde ich hier
naturgemiss mit der Besprechung jener Verhiltnisse anfangen konnen.
Ich ziehe es jedoch vor dieses bei einer anderen Gelegenheit zu thun,
im Zusammenhange mit der Lebensgeschichte von Granulobacter
saccharobutyricum und den Milchsdurefermenten. Es wiirde mich ndm-
lich hier zu weit fiihren die eigenthiimlichen Erscheinungen, welche
dabei zur Beobachtung kommen, geniigend zu wiirdigen, besonders
desshalb, weil alles was bisher iiber die Bacterien des Brodteiges
geschrieben ist nur geringe Bedeutung besitzt, und den Kern der
dabei fiir die Praktiker und fiir die Wissenschaft obwaltenden Fragen
iiberhaupt nicht trifft, sodass die Sache nicht mit wenigen Worten
zu erledigen ist.

Da die Gasbildung bei der Butylalkoholgihrung eine sehr heftige
ist und bei der Verwendung von Literkolben nur wenige Stunden
erforderlich sind um mehrere hundert ¢cM® Gas zu sammlen, so ist
es leicht in wenigen Tagen ganze Reihen von Gasanalysen auszu-
fihren. Da es hierbei nicht um den hichsten Grad der Genauigkeit
zu thun sein kann, ist HEMPEL's Methode mit den Kugelpipetten
bequem zu folgen. Zundchst ergibt sich, dass die Gase von Anfang
bis zu Ende der Géhrungen nur aus Wasserstoff und Kohlensgdure
bestehen, sodass dieselben durch Palladiummohr und Aetznatron
vollstindig absorbirt werden. Irgend eine Spur von Methan oder

ge



36 UEBER DIE BUTYLALKOHOLGAHRUNG

anderen Kohlenwasserstoffen, sowie von Stickstoff, bleibt nach der
genannten Absorption nicht zuriick !).

Solange die Sauerstoffform des Butylfermentes in den G#hrungen
vorherrscht iibertrifft das Wasserstoffvolum weitaus dasjenige der
Kohlenséure. Fiir dieses erste Stadium der G#hrung, welches immer
mit der Gegenwart von mehr oder weniger Glukose in den Wiirzen
zusammenfillt, gebe ich als mittelere Zahl der Zusammensetzung
CO0? + 4 H? also auf 1 Vol. Kohlensiure 4 Vol. Wasserstoft.

Sobald die Anaérobiose vollstindiger wird nimmt der Wasser-
stoffgehalt der Gase ziemlich schnell ab. Wihrend des Hauptstadiums
der Géhrung, worunter ich die Periode des schnellsten Bacterien-
wachsthums und der reichlichsten Butylalkoholbildung verstehe, ist
das Verhiltniss im Mittel CO? + H2, also gleiche Volumen. In
den darauf folgenden Stadien bleibt dieses Verhalten entweder be-
stehen oder die relative Zunahme der Kohlensiure dauert fort. Findet
Letzteres stait, so kommt schliesslich eine Zusammensetzung von 5
C 0% + H®, das heisst 5 Mal mehr Kohlensiure wie Wasserstoff zur
Messung. In den Nachgihrungen, besonders bei niedriger Tempe-
ratur, steigt dann wieder der Wasserstofigehalt etwas.

Merkwiirdigerweise geben verschiedene Kolonien aus einer Rein-
cultur, welche in Wiirze derselben Zusammensetzung ausgesiet werden,
in den vorgefiihrten Beziehungen kein identisches Resultat. Wie das
zu erkldren ist weiss ich nicht sicher zu sagen, doch glaube ich
dass die Erscheinung urséichlich verbunden ist mit dem mehr oder
weniger deutlich Hervortreten der, als Sauerstoffform und Clostri-
diumform bezeichnetten Zustinde, der die Kolonien zusammenset-
zenden Bacterien. Hier mussich aber bemerken, dass selbst in jener
Anfangsperiode der Gihrung, wahrend welcher die Sauerstoffform
des Butylfermentes noch vorherrscht, eventuell hinzugefiigtes Indig-
schwefelsauresnatrium schon zu Indigweiss reduzirt wird, sodass,
wenn der Sauerstoff die Wandelung im Verhiltniss der Gase wirk-
lich beherrscht, was ich als wahrscheinlich betrachte, hier nur an
die feste Sauerstoffreserve des Bacterienplasma’s, so wie auch vielleicht
an die in der Wiirze gebunden vorkommende, gedacht werden kann.

Aus dem Vorhergehenden sieht man, dass es illusorisch sein wiirde
eine chemische Formel fir die Butylalkoholgihrung aufzustellen,

1) Das Sumpfgas der Moraste kann also wohl nicht Produkt der Butylgihrung sein.
Auch Granulobacter saccharobutyricum erzeugt niemals' Methan. Ich hebe dieses hervor
weil Hoppe-SEYLER den Bacillus Amylobacter fiir die Sumpfgasgihrung auftreten lisst.
In Bezug auf Granulobacter lactobutyricum kann ich nur sagen, dass diese Bacterie
aus Calciumlactat ebenfulls nur Kohlensiure und Wasserstoff erzeugt, und bei meinen
Versuchen die Kohlehydrate nicht recht anzugreifen vermochte.
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welche ein quantitatives Maass fiir die Gasentwicklung ausdriicken
sollte. Es ist offenbar die Substanz der Bacterienkorper selbst,
welche bei dieser Gahrung so massenhaft entsteht, und die nicht in
eine chemische Formel unterzubringen ist, wodurch die Zahlenver-
hdltnisse zu nichten werden.

Auch in Bezug auf das Rendement an Butylalkohol ist bisher keine
bestimmte Angabe aufzustellen, nur kann ich hervorheben, dass aus
den Butylansitzen, welche kiinstlich mit trockenen Butylbacterien
infizirt und welche von Anfang an frei von Gr. saccharobulyricum
waren, 1 bis 3 %/, des Gerstenmehles als Butylalkohol abdestillirt wurde.
Aus guten Hauptgihrungen erhielt ich 1 bis 29/, des Alkohols auf
das Mehl berechnet. Den Vergihrungsgrad durch Saccharometer-
anzeige zu verfolgen ist wegen der Zoogloeabildung nicht thunlich.

Der Alkohol siedet bei c.a 117° C. und 16st sich bei 15° C. in
c.a. 10 Theilen Wasser, woraus er durch Chlorcalcium abgeschieden
werden kann. Beim Rectifiziren geht ein wenig eines Alkohols iiber,
welcher ein niedrigeres Kochpunt hat, vielleicht Propylalkohol. Uebri-
gens ist da: Product sehr rein. Wire der Butylalkohol ein tech-
nisch wichtiger Korper, so wire dessen Darstellung im Grossen
nach meinem Verfahren praktisch ausfiihrbar.

§ 9. GEWINNUNG DER BUTYLBACTERIEN. STICKSTOFFGEHALT
DERSELBEN.

Die Productivitit der kriiftigeren Butylgéihrungen an Bacterien-
substanz ist eine so grosse, dass die (nicht siuerenden) vollstindig
sauerstofffreien Butylwiirzen, schliesslich ganz und gar zihschleimig
werden. Es ist sehr interessant aus einer solchen Gihrung die
Bacterienzoogloea zu précipitiren. Dieses kann mit nahezu absolu-
ter Vollstindigkeit' mit starkem Alkohol geschehen, wodurch die
Zoogloea coagulirt und als zihe Masse, #hnlich wie Fibrin, mit
einem Glasstabe, woran sie leicht festklebt, aus der Mutterlauge ent-
fernt werden kann. Diese Masse kann auf einer starken Glasplatte
ausgepresst werden bis nahezu zur Trockenheit, sodass die vergohrene
Fliissigkeit daraus sehr vollkommen verschwindet, wobei eine leder-
braune ziemlich feste Platte erhalten wird, welche nur aus Bacterien
besteht. Getrocknet im Thermostaten bei 37° kann die Masse leicht
pulverisirt werden. Die Butylfermentsporen sind darin alle leben-
dig, und die Bacterien selbst sind nur theilweise abgetddtet.

Die vollstindige Ausfillung der Zoogloea findet statt, wenn soviel
Alkohol hinzugefiigt ist, dass das Ganze c.a. 7009/, Alkohol enthilt.
Fahrt man dann noch weiter fort Alkohol hinzuzusetzen so werden
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auch die nicht vergohrenen Dextrinen niedergeschlagen, was jedoch,
wie gesagt, nicht geschieht durch den verdiinnteren Alkohol wihrend
der Abscheidung der Bacterien. Ich will noch hinzufiigen, dass dieser
merkwiirdige Vorgang nur einmal geschehen kann, das heisst, ver-
theilt man eine schon abgepresste Zoogloea in Wasser und versucht
denselben dann wieder mit Alkohol zu pricipitiren, so entsteht ein
diffuser Niederschlag, welcher sich nicht gut reinigen lisst und nur
schwierig zu sammlen ist. Auch muss der Forscher, welcher diesen
Versuch wiederholen will, darauf Bedacht nehmen, dass das Priici-
pitiren wiihrend des Hohepunktes der Géhrung geschehen muss, oder
doch sofort nachdem die Gihrung beendet ist, da spiter ebenfalls
nur diffuse Niederschlige mit unbequemen Eigenschaften erhalten
werden. Wegen des Alkoholverbrauches ist dieser Verfahren natiir-
lich nicht wohlfeil. Dessenungeachtet kann es doch ruhig als ein
durchaus als industriell zu bezeichnendes betrachtet werden, und
hiitte man Bediirfniss an das Butylferment im Grossen, wie an die
Presshefe, so wiirde der geschilderte Vorgang sicher erfolgreich sein.
Wie die Sachen derzeit stehen ist es eine interessante Methode um
eine der merkwiirdigsten Bacterienarten, im Grossen, fiir wissenschaft-
liche Zwecke zu gewinnen.

Auf die beschriebene Weise dargestellt bildet das Butylferment
eine braune Sprode geschmacklose Masse, welche einen schwachen
angenechmen Geruch hat und c.a. 159/, Wasser enthalt. Zerbricht
man ein Stiick, so findet man das Innere gewdhnlich leichter geférbt,
wie die Oberfliche, sodass offenbar leicht oxydabele Korper darin
Gegenwiirtig sind. Pulverisirt und in Wasser gebracht schwillt das
Pulver bald an zu einem zihen Zoogloeaschleime, welches unter
dem Mikroskope das schonste Bild vora Butylfermente vorfiihrt. Tryp-
tische Eigenschaften hat das Pulver gar nicht, dagegen wirkt es
sehr stark amylolytisch, auch dann noch, wenn die Bacterien darin
abgestorben sind. Besonder hiibsch kann man dieses beobachten
mit Hiilfe der Diffusionsmethode in einer diinnen Stiirkekleistergela-
tineplatte, worauf einwenig des l'ulvers gelegt wird, welches zwolf
oder mehr Stunden sich selbst iiberlassen bleibt, wonach die Platte
mit einer Jodlosung iibergossen wird, also durch einen #hnlichen
Versuch, wie fruher bei den Butylkolonien beschrieben. Es diffun-
dirt dann die Butyldiastase in die Kleistergelatinplatte hinein und
erzeugt ein kreisrundes Diffusionsgebiet, welches durch die Jodlosung
nicht mehr gefiirbt wird. Hat man ein frisches Pulver hinauf gelegt,
80 vermigen die Bacterien unter diesen ziemlich ungiinstigen Bedin-
gungen dennnoch Lebenserscheinungen aufzuzeigen, indem sie sich, in
der Mitte der durch Imbition entstandenen Zoogloea ein luftfreies Me-
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dium schaffen, worin Bewegung entsteht, und selbst Sporenkeimung
und ein Anfang von Wachtstum stattfinden kann. Letateres erlischt
allerdings durch den unginstigen Nihrboden sehr bald. Das Pulver
ist reich an Granulose und firbt sich mit Jod violetschwarz. Wird
es mit Wasser lange gekocht, so lost sich mur wenig Granulose,
Jedoch genug um das Wasser, bei Jodzusatz, blau zu firben. Bei
sehr langem Kochen mit S#uren verschwindet die Granulose und
man findet Dextrin und Zucker in der Losung; diese Umwandelung
geschieht aber sehr schwierig. Viel leichter dagegen lasst sich die
Granulose durch die verschiedenartigsten Amylasepreparaten ver-
zuckeren.

Aus einem Liter Wiirze von 11 Saccharometergraden erhielt ich
c.a. 30 Gr. zwischen Glasplatten ginzlich abgepresste feuchte Bacte-
rienzoogloea hieraus 7 Gr. luftrockene Bacterien und, da diese noch
149/, bis 179/, Wasser enthalten, c.a 6 Gr. bei 110° C. getrocknete
Bacteriensubstanz.!) Der Stickstofgehalt dieser trockenen Masse ist
etwas verschieden, je nach dem Zustande der G&hrung. So fand ist in
einem Muster, welches aus einer nahezu glukosefreien Gahrung, als
diese ihren Hohepunkt erreicht hatte, priicipitirt war, nach KJELDAHL'S
Verfahren, 4.01 9, Stickstoff, was durch Multiplizirung mit dem
Factor 6,25 auf 25.06 9, Eiweiss auskommt. Bei einer mit 29,
Glukose angestellten Butylgihrung fand ich in der bei 110° C. ge-
trockneten Bacteriensubstanz 4.395 9/, Stickstoff oder 27.468 9/,
Eiweiss. Zum Vergleiche mit einem anderen Gahrungserreger erin-
nere ich daran, dass man in den activeren Presshefevarietiten des
Handels, ungefishr doppelt soviel Stickstoff findet nimlich 7 & 9/,

Nimmt man an, dass die lebenden Bacterien 80 °/, Wasser ent-
halten (Presshefe wird auf 750/, Wassergehalt angeschlagen), so
findet sich in den restirenden 20 Gr. Bacteriensubstanz, wenn diese
auf 27.46 o/, Eiweiss angesetat wird, 5.59 Gr. Eiweiss, welches also
durch Wasserimbibition den Protoplasmakdrper der Bacterien dar-
stellen muss. Vom Gesammtkorper der lebenden Bacterien betrigt
das Granuloseorgan 25 bis 509/, %) und ist desshalb unzweifelt selbst
von protoplasmatischer Grundlage. Die Sporen ergeben, bei mikros-
kopische Messung, einen Raum von c.a 109/, des Bacterienkorpers.
Ueber den Raum der Schleimhiillen wage ich nicht eine Vermuthung
auszusprechen.

Jahre lang in trokenem Zustande aufbewahrt verlieren die auf die

) Merkwiirdigerweise wiirde sich aus einen Liter dieser nimlichen Wiirze eben-
falls c.a. 30 Gramm Bierhefe erhalten lassen, jedoch nur durch das Liiftungsverfahren.

%) Bei Granwlobacter saccharobutyricum selbst 60 °/,.
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beschriebene Weise erhaltenen Bacterien ihre Vegetationskraft nicht.
Ich habe z. B. im vergangenen Sommer kriftige Butylgihrungen
erhalten dadurch, dass ich, im Jahre 1887 geerntetes Bacterien-
material zur directen Infection meiner Hauptgihrungskolben ver-
wendete. Auf einfachere Weise kann man sich aber von der fort-
dauerenden Lebenskraft des aufbewahrten Materiales durch die Dar-
stellung eines Butylansatzes iiberzeugen. Man kocht dazu in einem
Becherglase etwas Mehl auf, genau so, wie bei der Herstellung der
Rohansitze beschrieben, siedet jedoch solange bis alles Leben darin
getodtet ist, was nach 10 bis 15 Minuten beinahe immer, nach
einer halben Stunden ausnahmlos der Fall ist.

Man bringt dann das zu untersuchende trockene Bacterienpulver
mit einem Platinléffel an einer gewissen Stelle tief in die bis auf 95°
C. abgekiihlte Masse, derweise, dass die Bacterien die Glaswand beriih-
ren. Sofort schwillt das Pulver zu einer voluminisen Zoogloea an. Nach
einigen Stunden bemerkt man, dass der Mehlbrei an der infizirten
Stelle diinnfliissig wird, infolge der Wirkung der aus der Zoogloea
hinaus diffundirenden Butylamylase. Leben die Bacterien, so sieht
man nach 24 Stunden bei 37° diesen verflissigten Theil der Mehl-
masse reichlich mit Gasblasen angefiillt, der angenehme Butylalkohol-
geruch wird kenntlich und die Clostridien verbreiten sich in allen
Richtungen durch den Mehlbrei. Bei diesem Versuche muss beim
Infiziren mit dem Platinloffel das Hineinbringen grosser Luftblasen
moglichst vorgebeugt werden, was iibrigens sehr leicht ist. Natiirlich
kann ein solcher Butylansatz wieder fiir das Anstellen einer neuen
Hauptgéhrung verwendet werden.

§ 10. DiE GRANULOBACTERGRANULOSE UND DIE
GRANULOBACTERDIASTASE.

Ein hiibsches Beispiel von der Vollstindigkeit, womit die lebende
Substanz rdumlich neben einander vorkommende Korper, welche bei
Contact energisch auf einander einwirken miissten, getrennt zu erhal-
ten vermag, ist die Granuloseablagerung in der Mitte der Granulo-
bacterien, welche an ihrer Oberfliche reichlich Diastase ausscheiden.

Dass diese beiden Processe wirklich zu gleicher Zeit stattfinden,
das lehrt die Anhdufung der Diastase wihrend der Butylgdhrungen,
welche ebenfalls characterisirt sind durch das so ausgiebige Wachs-
thum von mit Granulose angefiillten Clostridien, wodurch ein Tropfen
der gihrenden Fliissigkeit sich mit Jodlosung dunkel violetblau farbt.

Auf Grund dieser Erfahrungen war zu erwarten, dass die vermit~
telst Alkohol aus den Butylgiihrungen pricipitirten Zoogloeen sowohl
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reich an Granulose wie an Diastase sein miissten; was denn auch
wirklich zutrifft. Ueberdies bleibt noch viel Diastase in der Mut-
terlauge zuriick.

In Bezug auf den Nachweis dieses letzteren Korpers sei moch
Folgendes angefiihrt.

Bringt man in die Tiefe eines bis auf 95° C. abgekiihlten Mehl-
teiges ein wenig einer getrockneten, zu Pulver zerriebenen Zoogloea
und stellt die Masse bei 37° C. so bildet sich, wie wir in § 9 ge-
sehen, schon nach wenigen Stunden ein localer Verfliissigungsheerd.

Da hierbei jedoch Bacterienwachsthum beginnen kann, sodass an
eine Neubildung der Diastase gedacht werden kann, so sei bemerkt,
dass auch, durch Verweilen in Aether oder Chloroform abgetddtete
Zoogloeen diese Reaction zeigen konnen. Hierbei ist aber zu empfehl-
en die Hinzuftigung des Preparates zum Mehlteige nicht bei 95° C.,
sondern bei niederer Temperatur und zwar unterhalb 70° C. erfol-
gen zu lassen, weil anders die Diastase geschidigt wird.

Fiigt man die pulverisirte Butylzoogloea oder ein daraus bereitetes
Amylasepreparat!) zu einem dicken Stiirkekleister bei 50° & 60° C.
so findet auch darin schnelle Verfliissigung statt. Zuerst entsteht
dabei viel Dextrin, welches jedoch bald verschwindet und durch
Maltose ersetzt wird. Welchen Verlauf dieser Vorgang nimmt ist
mir aber nicht genau bekannt, nur ist derselbe nicht zu parallelisiren
mit der Zuckerbildung durch Malzdiastase, da diese auf die Zusam-
menwirkung zweier Enzyme beruht, wihrend die Butylamylase ein
einfacher Korper ist.

Uebrigens steht letztere Stoff der Malzdiastase in so weit sehr nahe,
dass das Temperaturoptimum der Amylolyse fir beide bei ungefihr
60° C. liegt, dass beide durch eine Spur Sdure activirt durch Al-
kali stark beeintrichtigt werden, wihrend Ptyalin und die damit
identische Pancreasdiastase eben durch eine Spur Alkali gefordert
werden, schliesslich, das die Butylamylase oberhalb 60° C. mehr und
mehr inactiv wird und aus den Losungen als Coagulum niederfillt,
ebenso wie die Malzdiastase. Inzwischen diirfte die Temperatur der
schnellen Zersetzung fiir die Butylamylase bei 75° C. liegen, also
hoher wie bei der Malzdiastase, wo dieselbe c.a. 68° C. ist.

Die durch Butylamylase erzeugte Maltose ist wahrscheinlich identisch

) Um dieses zu erhalten ist es am einfachsten eine kriftige Butylgihrung in Wiirze
iiber Porzellan zu filtriren und das Filtrat mit Alkohol zu pracipitiren, oder eine
solche gihrende Wiirze zuerst durch Alkohol von der Butylzoogloea zu befreien und
die Mutterlauge dann mit Alkohol in Uebermaas zu priicipitiren, wobei zwar viel
Dextrin mitherausfillt, jedoch nur sehr wenige Bacterien.
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mit der gewdhnlichen Maltose, jedenfalls konnen die Maltosehefen
daraus Alkohol und Kohlensiiure erzeugen, wihrend dieselbe von
den Glukosehefen, wie Saccharomyces Mycoderma, sowie von den
Lactosehefen, wie Saccharomyces Kefyr und S. tyrocola, nicht assi-
milirt und nicht vergohren wird.

Die Erythrodextrinbildung ist bei der Butylamylolyse eine schneller
voriibergehende Erscheinung, wie bei der Einwirking der Gerstenmalz-
diastase, jedoch deutlich wahrnehmbar, eben wie bei Einwirkung von
Maismalzdiastase, welche der Butyldiastase nahe steht. Glukosebildung
findet bei der Umsetzung durch Butylamnylase nicht statt, wihrend
gewohnliche Malzdiasiase, infolge eines geringen Gehaltes an Glukase,
Spuren von Glukose erzeugt, welcher Zucker deswegen in den Malz-
wiirzen nimmer vollstindig fehlt, dagegen, in vorher gekochten Butyl-
ansitzen darchaus nicht vorkommt.

Es ist hier vielleicht die Stelle um ein Wort zu widmen an die
durch MirscHERLICH entdecktel), spiter so vielfach besprochene
Auflosung der Cellulose unter dem Einfluss von ,Bacillus Amylo-
bacter”. Auf vielerlei Weisen habe ich versucht Sicherheit zu bekom-
men in Bezug auf die Rolle, welche das Butylferment dabei viel-
leicht ausiiben konnte. Hierbei habe ich zundchst die Butyldiastase
ins Auge gefasst, und deren Einfluss auf Cellulose von verschiede-
ner Herkunft fesstgestellt. Es wurde dazu Cellulose bereitet aus Fil-
trirpapier, aus Dattelkernen und aus den Samenlappen von T'ropaeo-
lum majus, welche Korper in ScHWEIZER's Reactiv gelost, mit
Salzsidure pricipitirt und vollstindig von Kupfer gereinigt wurden.
Es hat sich ergeben, dass das Enzym auf die so erhaltene Cellulose
nicht einwirkt; nur gekochter Stirkekleister und die Dexrinen wer-
den dadurch angegriffen.

Als diese Versuche ein negatives Resultat ergeben hatten, habe
ich die genannten Cellulosepriparate in die Butylgdhrungen selbst
hineingebracht, jedoch ebenfalls ohne Erfolg. Ich habe dann Flachs-
stengel, gekocht und ungekocht, getrocknet und frisch,in die Butyl-
gihrungen gestellt, konnte jedoch nach 24 Stunden und ldnger, keine
mikroskopisch sichtbare Corrosionen der Bastfasern auffinden. Auch
diinne Schnitte aus Radieschen blieben unversehrt. Aus alledem
folgere ich, dass die nicht anzuzweiflende Maglichkeit der Cellulo-
selosung durch Mikroben durch einen noch nicht erkannten physio-
logischen Vorgang stattfindet, welcher jedenfalls nicht durch die
Reinculturen der Granulobacterien veranlastt wird. Es ist mit dieser

') Kon. Preussische Akad. d. Wissensch., 1850. pag. 105.
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Ansicht in Uebereinstimmung, dass Herr VAN SENUs!), welcher
den Vorgang des Verschwindens der Cellulose durch Mikrobienwir-
kung eingehend verfolgt hat, findet, dass hierbei eine vitale Contact-
wirkung (also wie in der keimenden Dattel) stattfindet, und dass
hierbei wenigstens zwei Mikrobenarten zugleicher Zeit gegenwirtig
sein miissen um den Vorgang zu ermdglichen. Welche diese Arten
sind bleibt einstweilen unentschieden, doch diirfte Granulobacter
Polymza eine davon darstellen.

Ob die Cellulosegihrung, wie HoPPE-SEYLER annimmt?), mit der
Methanbildung zusammenhiingt, muss ebenfalls noch entschieden
werden, denn mir scheint es noch nicht geniigend erwiesen, dass das
Methan bei seinen Versuchen nicht aus eiweissartigen Korpern
entstanden sein sollte.

§ 11. BioLoGISCHE BEDEUTUNG DER GAHRUNGEN. REDUCTIONS-
FUNCTION DES BUTYLFERMENTES.

Ich habe schon bei einer anderen Gelegenheit darauf aufmerksam
gemacht 3), dass das eigentliche Wesen der Géhrungen in der Gas-
bildung gelegen ist, und es wiire sehr erwiinscht, dass meine An-
sicht von anderen Forschern erwogen wiirde. Wenn dieses geschieht,
so bin ich iberzeugt, dass allerlei andere durch Bacterien verur-
sachte Umsetzungen und Spaltungen, wie Pigmentbildung, Reduction,
Oxydation, Lichtproduction etc., welche Vorginge oft als Ferment-
wirkungen oder Géhrungen bezeichnet werden, in der physiologischen
Klassification eine andere Stelle erhalten werden.

Nach meiner Meinung ist jede Gihrung in erster Linie, wie ge-
sagt, durch Gasbildung characterisirt. Von diesem Gesichtspunkte
sind diejenigen Gihrungen bei welchen Wasserstoff entsteht, was
bei weitaus der Mehrzahl stattfindet, wohl als das Prototyp der Géh-
rungen f{iberhaupt zu betrachten, weil dieses Gas, wegen seiner sehr
geringen Loslichkeit, dem Ideal eines Gases weit besser entspricht,
wie die Kobhlenséure.

Wenn der eigentliche Karakter von ,Gihrung” Gasbildung ist,
so muss in dieser Gasbildung die biologische Bedeutung des Gih-
rung gesucht werden. Diese besteht nun, wie ich glaube, im Fol-
genden. Die eigentlichen Tummelplitze der Gahrungsorganismen sind
die Schichten unterhalb der Oberfliche des Bodens in Gérten, auf

1) A. H. C. van Senus, Bijdrage tot de kennis der Cellulosegisting, Leiden 1890.
*) Horpe-SEYLER’s interresante Studie findet sich unter dem Titel »Ueber die
Gihrung der Cellulose mit Bildung von Methan und Kohlensiure” in seiner Zeit-
sohrift fir Physiolog. Chemie Bd. X, Heft 3, pag. 201, und Heft 5 pag. 401, 1886,
%) Cenvrallblatt fir Bacteriologie, Bd. 11, pag 78, 1893.
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Wiesen und Feldern, ferner, Mist und Composthaufen, der Schlamm
von Graben, Seeen und Fliissen, die Tiefe der Gahrbottiche der Gih-
rungsgewerbe u.s.w., kurz, alle diejenigen Stellen, welche eben da-
durch ausgezeichnet sind, dass darin freier Sauerstoff, infolge des
reichhaltigen Lebens rasch verbraucht wird, und nur sehr schwierig
hinzutreten kann. Nun miissen die, sich an diesen Stellen entwick-
elnden Géhrungsgase wohl nothwendiger Weise ein Bestreben haben
ihre Erzeuger von dorthin zu entfernen und dieselben anderen Orten
entgegenfithren, wo die Erndhrungsbedingungen auch andere sind.
Im Allgemeinen muss diese Bewegung gegen die freie Oberfliche
jener Massen gerichtet sein, also dem freien Sauerstoff entgegen.
Ich nehme nun an, dass die Fortexistenz aller Gadhrungserreger,
auf irgend eine Weise durch den freien Sauerstoff bedingt wird.
In der aus dem Sauerstoffbediirfniss sich ergebenden Nothwendigkeit
den freien Sauerstoff aufzusuchen, wodurch erst die Géhrung, selbst
bei den Anaéroben, auf die Dauer ermoglicht wird, sehe ich also die
eigentliche Bedeutung dieser Function. Unter dieser Voraussetzung
ist es einleuchtend, dass diejenigen Formen, welche eine feste Sauer-
stoffreserve anzulegen vermogen, um dadurch zeitweise leben und
wachsen zu konnen an denjenigen Stellen, wo, wegen Sauerstoff-
abwesenheit, die Aérobien nicht verweilen, dass sie von dort durch
irgend ein Mittel wieder dem freien Sauerstoff hinzugefiihrt werden
konnen miissen. Ist nun so frage ich, irgend ein dazu geeigneteres
Mittel auszudenken, wie die Gasbildung? Aus keinem anderen
Grunde wie aus der Nothwendigkeit der erneuten Aufnahme freien
Sauerstoffs, nachdem die Sauerstoffreserve aufgezehrt ist, bringen
die Giihrungsgase die Bacterienzoogloeen, oder den Hefeschaum an
die Oberfliche der Géhrfliissigkeiten. Ist diese Nothwendigkeit ferner
nicht eine zureichende Erklirung fiir die anders unbegreifliche That-
sache, dass eben der Wasserstoff, zu dessen Erzeugung ein so gros-
ser Energieaufwand erforderlich ist, eigentlich noch viel mehr wie
die Kohlensiure das characteristische Product der so zahlreichen
Bacteriengiihrungen ist?

Hier begegnen wir aber einen scheinbaren Wiederspruch. Ich
habe das Butylferment als vollkommen anaérobie bezeichnet; ich
habe betont, dass die Butylgihrung und das Wachsthum des Fermen-
tes bei Sauerstoffzutritt aufhoren. Sollten dennoch die Kohlensiure
und der Wasserstoff dieser Gihrung dazu dienen miissen das Fer-
ment dem feindlichen freien Sauerstoff zuzufiihren ? Ich beantworte
diese Frage, welche mir lange Zeit viel Schwierigkeit gegeben hat,
gegenwirtig unbedingt befestigend und fiilhre zur Erhdrtung meiner
Meinung Folgendes an.
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Bei den friiheren Betrachtungen iiber die Butylgihrung haben
wir immer den Gebrauch einer Wiirze als Gihrsubstanz vorausge-
setzt, welche ein ausserordentlich kriiftiges Vermogen freien Sauer-
stoff zu binden besitzt. Wir haben gesehen, dass die Lebens-
fahigkeit und die Vermehrungsfihigkeit des Butylfermentes in einer
solchen mit gebundenem Sauerstoff gesittigten, jedoch von freiem
Sauerstoff freien Wiirze' (worin Hefe nach c. a. dreissig Zelltheilun-
gen abstirbt) eine unbegrenzte ist, welche jedoch in jedem bestimmien
Volumen nach einer bestimmten Zahl von Zelltheilungen natiirlicher-
weise durch Nihrstoffmangel aufhéren muss. Doch folgt aus jener
unbegrenzten Wachsthumsfihigkeit in diesen eigenthiimlichen Nihr-
medien, noch durchaus nicht, dass dasselbe zutreffen miisste in
den so ganz anders zusammengesetzten Fliissigkeiten der natiirlichen
Fundorte. Als solche kommen z. B. Grabenschlamm und Humusfeuch-
tigkeit in Betracht. Welche chemische Umwandlungen das Butyl-
ferment darin erzeugt ist zwar unbekannt, doch kdnnen wir, nach
Analogie, mit viel Wahrscheinlichkeit schliessen, auch darin, finde
Butylalkoholgiihrung unter Wasserstoff- und Kohlensdurebildung statt.
Dass diese natiirliche Materialien aber im Stande sein sollten solche
betriachtliche Sauerstoffmengen zu binden wie Wiirze, ist sehr un-
wahrscheinlich, und das Butylferment diirfte sich darin, dem freien
Sauerstoff gegeniiber auch anders verhalten und mehr davon bediir-
fen wie in Wiirze. Jedenfals trifft dieses zu fiir kiinstliche Nahrstoffld-
sungen, worin ich das Ferment geziichtet habe. Dieses ist mir z. B.
gelungen in Leitungswasser mit 19/, Pepton siccum und !/, 9/, Stéir-
kekleister bei niederer, 10° C. bis 120 C. kaum {iberschreitender Tem-
peratur, in PAsTEUR’schen Kolbchen, worin die Luft zutreten konnte.
Die Entwickelung war sebr langsam, doch waren schliesslich kleine
Clostridien mit Sporen allgemein, und Butylalkohol unverkennbar.
Auch Wasserstoff war nachweisbar. Was jedoch fiir unsere Betrach-
tung von besonderer Wichtigkeit ist, ist die Thatsache, dass eine
solche Losung in meinen Géhrungskolben, also bei Luftabschluss,
eben fir Wachsthum und Gé#hrung sich als viel ungeeigneter er-
wies, wie in gewohnlichen. Kolbchen, wo der Sauerstoff durch den
Pastrur’schen Verschluss frei hinzuteten konnte. In dieser Umge-
bung war also das erwiinschte Sauerstoffmaass fiir das Butylferment
viel grosser, wie in Wiirze, und dasselbe trifft desshalb wohl ohne
Zweifel auch fir Humusfeuchtigkeit und fiir Grabenschlamm zu. An
den natiirlichen Fundorten besteht darum bei den Anaérobien sicher
ein grosseres Bediirfniss an freiem Sauerstoff, als wie sich auf Grund
der Kxperimente mit den kiinstlichen, zucker- und peptonreichen
Wiirzen erwarten liess.
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Ich glaube deshalb, dass ein eigentlicher Widerspruch, zu meiner
Erklirung der Bedeutung der Gihrthatigkeit in der obligaten Anaéro-
biose nicht vorliegt, und, dass auch die hierbei stattfindende Gas-
bildung, die niitzliche Function hat den Géhrungserreger dem freien
Sauerstoff entgegenzufiihren, wodurch er, wenn er durch Eigenbe-
wegung, durch die Schwere, oder durch Strémungen aufs Neue in
die Sauerstofffreie Tiefe anlangt, imstande ist wieder mit erneuter
Lebenskraft zu géihren und zu wachsen. Nur in ganz bestimmten,
in der Natur nur selten vorkommenden Fliissigkeiten, kann das obli-
gatanaérobe Butylferment den, in eigenthiimlicher Weise gebunden-
den Sauerstoff fiir jene Erneuerungszwecke durch sein Reductions-
vermdgen benutzen, was die Hefe jedoch nicht vermag.

Ueber die biologische Bedeutung der Butylalkoholbildung wage ich
nicht eine Vermuthung auszusprechen. Fiir die Aethylalkoholbil-
dung durch Hefe glaube ich aber den Nutzen fiir den Errerger
klarer zu sehen, und ich hoffe darauf bei einer anderen Gelegenheit
noch néher zuriickzukommen.

§ 12. ALLGEMEINES UBER ANABROBIOSE, REDUCTIONSFUNCTION
UND GAHRUNG.

Fiir den richtigen Begriff der in § 11 angefiihrten und der hier zu
besprechenden ziemlich verwickelten Verhéltnisse ist es nothwendig
Einiges aus dem frither Mitgetheilten zu wiederholen, besonders aber
auf die zwei sehr verschiedenartigen Formen der facultativen Anaéro-
biose aufmerksam zu machen, welche bisher, selbst von den besten
Physiologen nicht gentigend erkannt sind.

Die eine dieser Formen kann als permanente facultative Anaéro-
biose, die andere als tempordre facultative Anaérobiose bezeichnet-
werden. Alkoholhefe ist tempordr-, Milchsiureferment der Géhrung-
industrie ist permanent facultativ-, oder kurz, facultativ-anaérobiotisch.
In dieser Abhandlung ist schon mehrfach darauf hingedeutet, dass
Alkoholhefe bei der allergiinstigsten Erndhrung, z.B. in Malzwiirze,
ohne freien Sauerstoff nur wenige Sprossungen ausfiihrt, dann jedoch
nicht weiter wichst; findet kein weiterer Zutritt von Sauerstoff stait
so sterben die Zellen schliesslich unter sehr charakteristischen Auf-
platzerscheinungen. Die Sprossungen und die damit verbundenen
Gihrungserscheinungen, welche unter diesen Umstinden stattfinden,
stehen unter der Herrschaft einer festen, gebundenen Sauerstoffre-
serve; so bald diese ausgeniitzt ist hort das Wachsthum auf und eben-
falls die Géhruog; der Tod folgt erst spiter bei lange dauernder
Sauerstoffentziehung. Ganz &hnlich verhilt sich Mucor racemosus,
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doch ist das Sauerstoffbediirfnis dieses Schimmels grosser, wie bei
Hefe.

Um bei der Hefe die hier betrachtete Erscheinung klar an zu
zeigen ist es am einfachsten wie folgt zu verfahren.

Es werden zwei meiner Butylkolben mit Wiirze angefiillt nnd
durch Kochen ganz sauerstofffrei gemacht. Dieselben werden dann beide
mit reincultivirter Bierhefe beschickt, die eine aber nur mit einer
geringen Spur welche man vemittelst eines kurzen und dicken Pla-
tinfadens hinein fallen lidsst, die andere mit einer grosseren Menge.
Bei der Gihrungtemperatur von 28° C. aufgestellt ist dann der
Unterschied nach 24 oder 48 Stunden zwischen den beiden Kolben
sehr betrdchtlich. Gihrung ist zwar in beiden eingetreten, hort
jedoch in dem Kolben welcher nur mit einzelnen Zellen beschickt
war in folge von Sauerstoffmangel bald vollstindig auf, wihrend im
zweiten Kolben unter Einfluss der mit den Zellen hineingefiihrten
Sauerstoffreserve eine vollstindige Vergihrung stattfinden kann.

Die Form worin der Versuch hier beschrieben ist habe ich selbst
daran gegeben. Das Princip rithrt aber von PASTEUR her, welcher
seinen Schiiler CocHIN veranlasst hat dafiir einen eigenthiimlichen,
aus miteinander verbundenen Glaskolbchen zusammen gesetzten Appa-
rat zu verwenden.!) Ich habe ebenfalls solche Apparate anfertigen las-
sen, damit jedoch sehr grosse Schwierigkeiten gehabt, weil der Sauer-
stoff sich daraus, auch durch geduldiges Kochen kaum vollsténdig ent-
fernen ldsst, weil der Dunst aus den zusammenhiéngenden Kugel-
rdumen nicht gut entweichen kann. Bei der Verwendung der
Butylkolben, welche so besonders gut geeignet sind zur Herstellung
eines luftfreien Mediums, kann man dagegen leicht expirementiren
mit grossen Quantititen sauerstofffrcier Wiirze, worin vereinzelte
Hefezellen gebracht, ihre feste Sauerstoffreserve bald erschopfen. Ich
glaube, dass mit dieser kurzen Beirachtung die Bedeutung der tem-
pordren facultativen Anaérobiose der Alkoholhefe, fiir den gegen-
wiirtigen Zweck geniigend beleuchtet ist.

Die permanente facultative Anaérobiose wurde als bei den indu-
striellen Milchsdurefermenten vorkommend bezeichnet. Sie ist dadurch
characterisirt, dass in den geeigneten Niéhrmedien, eine vollstindige
Unabhingigkeit vom freien Sauerstoff zu existiren scheint. Es ist mir
gelungen grosse Quantitédten filtrirte Schlempe mit Rohrzucker, nach
dem daraus die Luft vollstindig durch Kochen vertrieben war, durch
Infection mit einer minimalen Spur Milchsdureferment in Milch-

') Annales de Chimie et de Physique pag. 312, 1880,
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siuregiihrung zu versetzen, welche Géhrung mit so gewaltiger Kohlen-
slureentbindung zusammenging, dass ich erst durch die mikrokosko-
pische Untersuchung iiberzeugt wurde, dass keine Alkoholgihrung
vorlag. Nun ist es fiir unsere Betrachtung wichtig zu bemerken,
erstens dass das Milchsdureferment eine ganz besonders ausgepriigte
Reductionsfunction aufzeigt, und zweitens, dass es mir nicht gelungen
ist deutliches Wachsthum des Fermentes herbeizufiihren im sauer-
stofffreien Raume bei vollstindiger Abwesenheit reductionsfihiger
Korper. Ich glaube darum, dass auch in diesem Falle Sauerstoff
zeitweise zugefiihrt werden muss, und dass dafiir die Gahrfunction
dienlich sein kann.

Nach dem Vorhergehenden ldsst sich der Zusammenhang von
der Reductionsfunction mit den drei Klassen der Anaérobiose kurz
wie folgt darstellen ?).

Temporire Anaérobiose: Die Reductionsfunction kann fehlen, Bei-
spiel, Hefe oder vorkommen, Beispiel Granulobacter Polymyza.

Facultative permanente Anaérobiose: Reductionsfunction aus-
nahmslas kriftig, Beispiel Milchsiureferment der G#hrungsindustrie.

Obligate Anagrobiose: Reductionsfunction ausnahmslos kriftig,
Beispiel Butylferment.

Sehen wir nun den Zusammenhang zwischen Gihr- und Reduc-
tionsfunction noch etwas niher an.

Es ist behauptet worden alle lebende Zellen kénnen unter Um-
stinden reduzirend wirken. Wenn es sich, wie im vorliegenden
Falle, handelt um ein ausserhalb der Zelle bemerkbares Effect so
ist dieser Ausspruch sicher unrichtig. Selbst fiir die Bacterien trifft
er durchaus nicht iiberall zu, da es manche Arten gibt, wovon redu-
zirende Wirkungen, trotz vielfach abgeiéinderter Versuchsanstellung,
durchaus nicht constatirt werden konnten, in welcher Beziehung ich
z. B. an die Papilionaceénbacterien erinnere. Man konnte vielleicht
meinen die Gihrung, als physiologischer Vorgang stehe mit Reduc-
tionserscheinungen in nothwendigem Zusammenhang, doch dieses
trifft, wie wir gesehen, auch nicht zu, denn von den Alkoholhefen
ist kein einziger sicher gestellter Reductionsvorgang im gewdhn-
lichen Sinne dieses Wortes bekannt?). Auch kenne ich einzelne

1) Zu vergleichen F.CameN, Ueber das Reductionsvermogen der Bacterien. Zeitsch.
f. Hygiene. Bd. IL. pg. 386, 1887.

2) Die vielfachen gegentheiligen Angaben in der Literatur beruhen auf Tiuschung
und miissen dadurch erklirt werden, dass die stetigen Begleiter von Bier- und Press-
hefe, nimlich die Milchsiurefermente, zu den kriftigst reduzirenden Bacterien geho-
ren. Die Autoren welche mit reincultivirter Hefe arbeiten werden sich leight iiber-
zeugen von der Richtigkeit meiner Angabe.
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Gihrungsbacterien, welche nicht imstande sind Indigschwefelsure
zu reduziren und ebensowenig Nitrate.

Dagegen muss ich auf Grund meiner allerdings beschrinkten
Erfahrung und in Uebereinstimmung mit dem Vorhergehenden be-
haupten, dass alle Obligatanagrobien sowie alle wahre Facultativanas-
robien reduzirende Eigenschaften besitzen, und ich glaube auch einen
nothwendigen Zusammenhang zwischen wahrer Anaérobiose und
Reduction annehmen zu miissen. Dieser nothwendiger Zusammenhang
besteht nach meiner Ansicht darin, dass wahre, ununterbrochene
Anaégrobiose, nur dann moglich ist, weon bei den Urhebern die
Reductionsfunction existirt und denselben, fiir die Ausiibung dieser
Function, reductionsfihiges N#hrmaterial geboten ist. Man meine
nicht letzterer Satz sei iiberfliissig, denn das Leben der wahren
Anaérobien ist thatséichlich méglich ohne, dass Anagrobiose stattfindet,
dann aber unter Verwendung von freiem Sauerstoff und nicht Re-
ductionsfihigem N#hrmaterial. Ich habe davon oben ein Beispiel
genannt bei der Besprechung des Wachsthums des Butylfermentes
in Reincultur in Peptonstirkeldsung unter beschrénktem, jedoch un-
zweifelhaftem Luftzutritt, und ich betonte, dass iun einer solchen
Losung bei vollstindiger Entfernung des Sauerstoffs, z. B. durch
Kochen in einemn Butylgéihrungskolben, nur ein sehr schwaches bald
erloschendes Wachsthum zu beobachten war ). Ich glaube nun,
dass in diesem letzteren Falle die Anaérobiose deshalb nicht
stattfindet, weil keine oder nur Spuren von reductionsfihigen Sub-
stanzen vorliegen, welche dagegen in Wiirze in reichlichem Maasse
vorhanden sind. Das Peptonstirkebeispiel zeigt, dass die Sache fiir
eine experimentelle Behandelung geeignet und gereift ist, nur miissen
die Versuche derweise ausgefiihrt werden, dass nur kiinstliche pep-
tonfreie, Nahrlosungen dabei in Betracht kommen. Allerdings ist
dieses eine Schwierigkeit, die nicht so leicht zu beseitigen sein diirfte,
wenn man Gihrungen zu erhalten erstrebt, welche eben so kriftig
sind, wie diejenigen in Getreidewiirzen. Wire es moglich die Re-
ductionsfihigen Substanzen dieser Wiirzen als chemische Individuen
abzusonderen, so wire in dieser Beziehung zwar ein wichtiger Schritt
gethan, Allein manche Anweisungen scheinen dafiir zu sprechen,
dass es sich hierbei in erster Linie handelt um Malzpeptone, und ich
kann nicht umhin zu bemerken, dass ich Peptone im Allgemeinen,
und ganz besonders die des Malzes, wegen ihr Vermdgen etwas
Sauerstoff zu absorbiren, fiir die Entscheidung der Frage fiir wenig

1) Dieses allerdings vorhandene Wachsthum diirfte durch an Pepton gebundenen,
nicht durch Kochen entfernbaren Sauerstoff erklirt werden.
J 4

Verhand. Kon. Akad v. Wet. (2¢ Sectie). DL I.
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geeignet halte. Selbst bei dem Pepton siccum des Handels ist unter
Umsténden eine schwache Sauerstoffabsorption ohne Gegenwart leben-
der Keime bemerkbar. Der oben genannte Versuch mit Pepton-
Stirkeldsung, welches Nahrmittel, wie angefiihrt, noch ein beschriink-
tes anagrobes Wachsthum des Butylfermentes erlaubte, wird eben
durch letzteren Umstand zwar weniger {iberzeugend, andererseits
wird, bei Annahme der Theorie, diese Wachsthumserscheinung
zuriickfiihrbar auf den mit dem Pepton combinirten Sauerstoff, das
heisst wohl, auf eine reductionsfihige Substanz.

Ich will nun schliesslich noch in kurzer Uebersicht meine Ansich-
ten iber den Zusammenhang zwischen Gé#hrung, Anagrobiose und
Reductionsfuntion zusammenstellen und zwar in den folgenden Thesen.

1. Es giebt drei verschiedene Formen der Anaérobiose, niamlich,
Erstens, die wahre facultative; Zweifens, die scheinbare facultative
oder temporire; Drittens, die obligate.

2. Die Facultative Anaérobiose, wie z. B. bei den industriellen
Milchsiurefermenten, ist charactirisirt durch Unabhiéngigkeit vom
freien Sauerstoff, wenn Reductionsfihiges Nihrmaterial geboten ist.

Die Temporire Anaérobiose, wie z.B. bei Mucor racemosus, den
Alkoholhefen und einigen Gé#hrungsbacterien, wie Photobacterium
phosphorescens, beruht auf die Gegenwart einer gebundenen Sauer-
stoffreserve in den Zellen, welche bei den activen Alkoholhefen ein-
zelne (zwanzig bis dreissig) Zelltheilungen erlaubt ehe aufs Neue
Sauerstoffzutritt nothwendig ist. Findet letzterer dann nicht statt, so
sterben die Zellen allmihlich ab auch bei der Gegenwart giinstiger,
reductionsfihiger, lose gebundenen Sauerstoff enthaltender N&hrung.

Die Obligate Anaérobiose, wie bei dem Butylfermente, erheischt
vollstindige Abwesenheit vom freien Sauerstoff und Gegenwart von
reductionsfihigem Nithrmaterial.

3. Gidhrungs- und Reductionsfunction sind von einander unabhin-
gig. Dieses erhellt daraus, dass die temporiir-anaérobe Alkoholhefe
gihrt ohne zu reduziren, wihrend die temporir-anagrobe Leucht-
bacterie Photob. phosphorescens giéhrt und zu gleicher Zeit reduzirt.

4. Géhrung kann mit allen drei Formen der Anaérobiose combi-
nirt vorkommen, und fehlt nur bei den vollstindig a&roben Orga-
nismen.

5. Wahre facultative und obligate Anaérobiose sind unzertrenn-
lich an reductionsfihigem N#hrmaterial gebunden.

6. Die Reductionsfunction kann mit allen Formen der Anagrobiose,
go wie mit der vollstindigen Aérobiose combinirt vorkommen.

7. Die Facultativanaérobien sowie die Obligatanaérobien, kénnen
bei Abwesenheit von Substanzen, welche zugleich assimilations- und
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reductionsfihig sind, oder auch bei Gegenwart wohl reductions-
allein nicht assimilationsfihiger Stoffe und bei iibrigens geeigneten
Ernihrungsbedingungen, scheinbar als Aérobien leben und wachsen,
das heisst, dieselben erheischen dann freien Sauerstoff, wenn auch
von niedrigerer Spannung.

Von diesen Thesen ist diese letztere die am wenigsten durch-
gearbeitete, ist aber, wie wir gesehen haben, fiir die Erkldrung
der Dbiologischen Bedeutung der Gihrungen von besonderer Wich-
tigkeit.

8. Die Giihrfunction ist nothwendigerweise von Gasbildung be-
gleitet, findet diese nicht statt, so ist das Wort Gi#hrung nicht
anwendbar. G#hrung bezweckt durch die damit verkniipfte Gasbil-
dung, die zu einer der drei Klassen der Anaérobien gehdrigen
Urheber, durch das Gas dem freien Sauerstoff entgegen zu fiihren.
Das Functionsoptimum des dafiir erwiinschten Sauerstoffdruckes, liegt
bei den Obligatanaérobien, bei Gegenwart reductionsfihiger Nahrung,
bei 0, bei Abwesenheit reductionsfihiger Nahrung oberhalb 0, allein
niedriger wie der Loslichkeit dieses Gases unter dem gewdhnlichen
Luftdrucke entspricht.

Bacteriologisches Laboratorium
der Niederlindischen Presshefefabrik,
Delft Marz 1893.
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