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VOORWOORD

Bij het voltooien van een proefschrift bestaat de goede ge-
woonte een woord van dank te richten tot allen, die aan het tot
stand komen ervan hebben bijgedragen, doch ook zonder deze
traditie, zou ik de gelegenheid niet gaarne missen, om mijn
grooten, diepgevoelden dank te betuigen aan U, hooggeleerden
SOHNGEN, hooggeachten promotor. "

Dat gij mij, bij het beéindigen mijner studie tot Uw mede-
werker hebt verkozen, zal op mijn geheele leven een machtigen
stempel drukken. Wat ik van U, en misschien nog meer door
U, heb geleerd, is met geen woorden weer te geven.

Het is echter niet alleen, dat mijn geest is verrijkt, door het
groote voorrecht te mogen werken in het door U zoo uitmun-
tend ingerichte laboratorium, noch de gelegenheid steeds weer
te mogen profiteeren van Uwe, dikwijls geniale, gedachten,
doch evenzeer door den vriendschappelijken omgang, waardoor
ik mocht putten uit de bron van Uwe groote kennis en zuiver
oordeel op zoo menig ander gebied, dan dat der exacte weten-
schap, — _-

Wanneer ik mijne gedachten een oogenblik laat teruggaan
naar den tijd, waarin de grondslagen werden gelegd voor mijne
vorming, dan kan ik niet anders dan opnieuw de gelegenheid
prijZzen, die mij in staat stelt, dank te betuigen aan allen, van
wien ik onderwijs heb mogen ontvangen; meer in het bijzonder
denk ik daarbij aan U, zeergeleerde VAN LOHUIZEN en
VAN DEN ENDE. Door Uwe lessen werd bij mij voor het eerst
belangstelling en liefde opgewekt voor wetenschappelijke studie.



Ook aan U, hoogleeraren dezer hoogeschool, die door Uwe
leiding aan mijne opleiding hebt bijgedragen, breng ik oprech-
ten dank.

Het was op Uw laboratorium, hooggeleerde ABERSON, dat
ik voor het eerst kennis maakte met het wetenschappelijk ex-
periment; Uwe bezielende leiding en groote belangstelling’
in Uwe leerlingen is ook voor mij van onschatbare waarde
geweest, |

Ook aan U, hooggeleerden OLIVIER ben ik grooten dank ver-
schuldigd; Uwe heldere colleges waren het, die een hechten
grondslag hebben gelegd voor de in mijn vak zoo noodzakeh]ke
kennis der chemie, |

Naast den dank echter, die ik aan mijne leermeesters ver-
'schuldigd ben, voel ik nog eene andere verplichting, deze be-
staat in alles wat ik verplicht ben aan het Wageningsch
Studentencorps. Den invlced van den omgang met anderen,
- welke het gevolg is van een zoo hechten band, als door deze
eenheid wordt gelegd, acht ik van bijna even groote waarde,
als het genoten onderwns. - | S

- Ten slotte breng ik een woord van dank aan allen, die hebben
medegewerkt aan het tot stand komen van dit proefschrift,
in het bijzonder aan U, waarde WIERINGA, ben ik grooten
dank verschuldigd voor de bereidwilligheid, waarmede Gij, als
oudere collega, voor mij het pad hebt geéffend. Ook aan de
studenten, die onder mijne leiding, sommige proeven hebben
uitgevoerd, breng ik mijn dank. -

De beide amanuenses van het laboratorium dank ik voor de
blijmoedigheid, waarmede zij mijne dikwijls minder aangenaam

rickende culturen hebben opgeruimd.. .



STELLINGEN
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De systematiek der Schizosaccharomyceten dient slechts
twee speciés te onderscheiden, t.w. Sch. octosporus en Sch.
tetrasporus, tot welke laatste soort alle bekende viersporige
deelende gisten moeten worden gerekend. |
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Het aantoonen van acetaldehyde bij biochemische dissimi-
latieprocessen door middel van z.g. ,,Abfangverfahren”, is geen
deugdelijk bewijs voor het werkelijk ontstaan van deze ver-
binding als tusschenprodukt.

I1I

De reactie op jodaten, t.w. het aantoonen van vrij jodium
door toevoeging van verdund zwavelzuur, kan ook bij aan-.
wezigheid van nitriet, zonder voorbehandeling worden uitge-
voerd, o ' o o

v

Alleen in de in een galactoseoplossing nieuw geproduceerde
- gistcellen (van S. Cerevisiae), heeft een verandering plaats in
het zymase-complex, wat een vergisting dezer suiker ten gevolge

heeft.
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Ultraviolette lichtstralen kunnen slechts een schadelijken,
nimmer een stimuleerenden invloed uitoefenen op de alco-
holische gisting.

VI

Voor het constateeren van groote verschillen in de hoeveel-
heden van voor de planten opneembaar phosphorzuur en kali
in den bodem, is de methode van NEUBAUER bruikbaar en kan
in overeenstemming hiermede dienst doen bij het onderzoek
naar de mestbehoefte van den grond als een orienteerende
proef, voorafgaande aan- en in samenwerking met veldproeven.

VII

Voor het in de vorige stelling genoemde doel, is de methode
van LEMMERMAN te verkiezen boven die van NEUBAUER.

VI

Wettelijke standarisatie van melk is in het algemeen belang.

IX

Het door de codex alimentarius genoemde getal Zeven,
waarmede het gevonden stikstofbedrag moet worden ver-
menigvuldigd, teneinde het eiwitgehalte in melk te bepalen, is
te hoog. | - |

X ‘

‘Het weder in actie komen van een kaliumvrij gespoe'ld' hart
door de Ringersche vioeistof, welke een met radium of polonium
bestraald hart is gepasseerd, kan verklaard worden door



absorptie dezer stralen, zoodat de aanname van een gevormd
hormoon onnoodig is.

(H. ZwaArRDEMAKER: Versl. Kon. Ac. van Wetensch., 27
Nov. 1926 en 26 Maart 1927.)

X1

De vergisting van cellulose tot koolzuur en methaan, is het
gevolg van de samenwerking van meer dan één bacterie,

XII

Men moet zich het leven op aarde ontstaan denken uit leven-
looze stof. o
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INLEIDING

Het is bekend, dat de voornaamste beteekenis der micro-
organismen in de huishouding der natuur bestaat uit het weder
doen uiteenvallen van de samengestelde verbindingen, welke
door de hooger georganiseerde wezens zijn opgebouwd, een
reeks biochemische processen, welke in het algemeen worden
aangeduid met den term ,,dissimilatie’’, een proces, dat bij de
micro-organismen vaak het tegenovergestelde, de opname van
eenvoudige verbindingen, de ,assimilatie’” verre overtreft.
~Sedert nu in 1879 door MIQUEL voor de eerste maal een
organisme werd geisoleerd, nog in staat zich bij 72° C. te ver-
menigvuldigen, zijn tallooze mededeelingen verschenen over
deze ,,thermophiele bacterién’’, doch over het aandeel dezer
merkwaardige micro-organismen in de dissimilatieprocessen
was tot nu toe weinig bekend.

Toch was uit deze onderzoekingen al wel gebleken, dat in
ophoopingen van organisch materiaal de hoeveelheid thermo-
phiele bacterién buitengewoon groot is, een gevolg van de
daar heerschende hooge temperatuur, ontstaan door een z.g.
zelfverhitting, die door vele onderzoekers mede aan de werk-
zaamheid dezer organismen wordt toegeschreven. Het is dus
zeer waarschijnlijk, en voor de dissimilatie van cellulose ook
reeds bekend, dat thermophiele bacterién hier een belangn]ke
functie verrichten, ' - |

Het doel van dit onderzoek was onze kenms hieromtrent
uit te breiden, waarbij meer in het bijzonder aandacht zou
worden geschonken aan de bij hooge temperatuur verloopende

1
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gistingsprocessen, omdat deze als den snelsten vorm van dissi-
milatie moeten worden beschouwd.

Een directe aanleiding hiertoe was een mondelinge mede-
deeling van Prof. SOHNGEN, dat, naar hem gebleken was bij
het onderzoek over de methaangistingen, ook bij 60° C. en
hooger, Calciumacetaat tot koolzuur en methaan kon worden
vergist, een proces, dat bezien in verband met enkele in de
literatuur voorkomende onvolledige mededeelingen omtrent
eene vergisting van suikers en van dextrine, zoowel als van de
meer uitgebreide onderzoekingen over de vergisting van cellu-
lose bij hooge temperatuur, van groot belang is, omdat het
juist de vetzure zouten zijn, welke hierbij als eindprodukt op-
treden.

'Het leek mij gewenscht, om aan eene bespreking van hetgeen
omtrent de dissimilatie van koolstofverbindingen bekend was
door thermophiele bacterién, een beknopt overzicht te doen
voorafgaan over de belangrijkste in de literatuur voorkomende
-mededeelingen over deze organismen in het algemeen.

Daar de grenzen tusschen deze en andere bij lagere tempe-
ratuur groeiende ,,mesophiele’’ organismen niet scherp zijn
gesteld, is het gewenscht voor een juiste bepaling van het begrip
»thermophiel’” voorop te stellen, dat bij mijn eigen onderzoek
steeds Zal worden gewerkt bij een temperatuur varieerend van
55—65° C., terwijl een organisme, welks optimumtemperatuur
~ boven 50° C. en welks minimumtemperatuur boven 30°C.
~ ligt, zal worden beschouwd, als te behooren tot de thermophiele

groep.,



HOOFDSTUK 1

BESPREKING VAN DE LITERATUUR OVER THERMOPHIELE
ORGANISMEN IN HET ALGEMEEN

§ 1. De oudste onderzoekingen.

De grootte van het temperatuurgebied, waarbinnen het orga-
nisch leven op aarde mogelijk is, vertoont een merkwaardig
verschil tusschen den hoogsten grens voor de meer gediffe-
rencieerde vormen en die voor de micro-organismen; voor de
eerstgenoemden zal zij de 40° C. niet noemenswaard over-
schrijden, voor de laatsten klimt zij niet minder dan ruim 30
graden hooger. Gebleken is niet alleen, dat er verschillende
micro-organismen Zijn, welke bij deze, naar menschelijke be-
grippen abnormale levenstemperaturen kunnen groeien en
zich vermenigvuldigen, doch verscheidene vormen vertoonen
by 60° C, en hooger optimale levensfuncties en kunnen zich
beneden de 50 graden geheel niet ontwikkelen, |

De eer der prioriteit op dit belangrijke terrein der micro-
biologie komt toe aan den Franschman MIQuEL, die reeds in
1879 een mededeeling publiceerde over een bij 72° C. groeiende
bacillus, welke hij isoleerde uit het water van de Seine bij
Parijs; vé6r dien tijd had de door CoHN beschreven Bac.
subtilus gegolden als de bacterie, die de hoogst bekende tem-
peratuur voor levend protoplasma verdroeg, n.1. 50° C.

Daar de vondst van MIQUEL door vAn ERMENGEM in twijfel
werd getrokken, volgde een hernieuwde publicatie in 1881,
waarbij M1QUEL de door hem gevonden bacterie wat nader
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beschrijft en den naam geeft van Bac. thermophilus. Het is
een staafje met eindstandige sporen, welke op agar bij 50 2 60
graden Celsius kolonién vormt en zeer gemakkelijk is te
isoleeren uit grond, slootwater en darmkanalen.

Hij besluit met de opmerking dat, daar alle protoplasma-
eiwitten bij deze temperatuur stollen, zijn bacterie een geheel
afwijkende protoplasma-samenstelling moet bezitten.

De ontdekking van MIQUEL, omtrent het bestaan van een
levend organisme, nog in staat zich bij 72° C. te vermenig-
vuldigen wordt al spoedig bevestigd door VAN TIEGHEM, die
twee bacterie-soorten, een bacillus en een micro-coccus iso-
" leerde, beiden nog in staat zich bij 74° C. te vermeerderen.

Sedert dien is het aantal publicaties over de thermophiele
micro-organismen tot een Zeer groot aantal gestegen; aanvan-
kelijk bleef het slechts bij een korte beschrijving der isolatie
en het vermelden van eenige morphologische eigenschappen de_xf
bacterién en van de kolonién op verschillende voedingsbodems,
naderhand werd ook meer aandacht geschonken aan de phy-
siologische kenmerken. -

De voornaamste publicaties zal ik aan een korte bespreking
onderwerpen terwijl die, waarin dissimilatie van organische
- stoffen door thermophiele bacterién wordt besproken, meer

u1tvoer1ger worden behandeld. S

§2 Thermophxele bacterién in heete bronnen. Reductie
 van sulphaten en 11zerverbmdmgen. |

Een b1olog1sch onderzoek van in de natuur voorkomende
- warme bronnen werd voor de eerste maal “ingesteld door |

CERTES en CARRIGOU in 1886. K o

Zij onderzoeken het bezinksel en het water van de heete |
bronnen bij Luchon in de Pyreneeén, wier water een tempe- -
- ratuur bezit van 64° C. Zij vinden kleine beweeglijke staaf-
4 T R



bacterién, zeldzamer ook onbeweeglijke draden; zwavelkorrels
worden hier niet waargenomen; algen, diatomeeén, infusorién
e.d. ontbreken.

Verder van de bron af echter, waar het water nog een tempe-
ratuur boven de 50° C. heeft, worden in het slib zeer veel
staafvormige bacterién aangetroffen en zodgloeén met door re-
reductie ontstane zwavel. Deze bacterién gelijken in bijna alle
opzichten zeer veel op die in de bron, Welke echter geen
zwavel bevatten.

7ij beéindigen hun interessante mededeeling met de op-
merking:

,Quant 3 I'action chimique et au rdle blologlque des baton-
nets et des filaments, ils ne peuvent étre établis que par des
expériences plus complétes. Les phénoménes de décomposition
des sulfates qui coincident avec le développement des organis-
mes microscopiques paraissent constants,”

KARLINSKI en kort daarna ook TEICH onderwerpen de
zZwavelthermen van ILIDZE in Bosnié aan een biologisch onder-
zoek in 1895 en '96.

De temperatuur van de oude bron is 51°, van de nieuwe
58° C. Uitzaaiingen bij kamertemperatuur hebben dikwijls
geen resultaat, daarentegen worden op aardappel en op bloed-
serumagarplaten bij 55° C, twee verschillende stammen ge-
isoleerd, welke geen van beiden beneden 50° meer groei ver-
toonen, De eerste, Bact., Ludwigii genoemd, maakt een geel
pigment, is in staat eenig Zuur uit glucose te vormen en vertoont
nog tot boven 75° vermeerdering; de tweede, Bac. Ilidzensis
capsulatus is een staafbacterie, welke nog bij 687 sporen vormt
en geen pigment bevat., De sporen zijn na 4 min, bij 100°
gedood. |

In hetzelfde jaar volgt een publlcane van MIYOSHI ,,Ueber
das massenhafte Vorkommen von Eisenbakterien in den
Thermen von Ikao in Japan''. |



De heete bron van Ikao in Japan vertoont een modderaf-
zetting, welke geheel uit bacterién blijkt te bestaan; het zijn
geelachtig gekleurde draderige cellen van een halve u door-
snede, door behandeling met verdund zoutzuur worden zij ont-
kleurd, het ijzeroxyde bevindt zich blijkbaar ook in de cel.
In dergelijke bronnen bij Bad Yumoto, waarvan de tempe-
ratuur wisselt van 51—70° C. worden ook zwavelbacterién
aangetroffen.

Eveneens is het water onderzocht van de warme bronnen
van het eiland Ischia door M.t TsikLINsKY. Zij vond in
het water van 43, 51 en 73° ohbeweeglijke grampositieve staaf-
bacterién, welke een optimum groeitemperatuur hadden van
60° C. en nog bij 70° zich vermenigvuldigden. Over de heete
bron bij Josan Kei, waarin een nog bij 77,5° C. groeiende
Bacillus voorkomt, bericht Mouscn in Zzijn reisbeschrijving
van Japan.

In aansluiting met bovenstaande mededeelingen omtrent
de sulfaatreductie in verschillende warme bronnen, vermeld ik
hier een recente publicatie van ELION over een door hem uit
grachtwater geisoleerd thermophiel sulfaatreduceerend orga-
nisme, een gramnegatieve weinig gebogen bacterie, welke
“reeds 12 uur na de enting bij 55° C. onder anaerobe omstandig-

heden door zwavelijzer zwart gekleurde kolonién in de agar
vertoont. , S S
~ De bacterie, welke Vibrio thermodesulfuricans werd ge-
noemd, vertoonde bij deze temperatuur zijn optimalen groei;
zwavelwaterstof kan nog worden gevormd tot 65° C, ; de laagste
grens voor de ontwikkeling der bacterie ligt bij 30° C.

In mijn eigen werk over de suikergistingen bleek deze bac-
terie ook van tijd tot tijd als infectie op te treden, wat tot ge-
volg had het grijs van kleur worden van het Calciumcarbonaat-

bezinksel op den bodem der gistingskolf en de ontw1kkelmg -
van kleine hoeveelheden zwavelwaterstof |
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§ 3. Het voorkomen van thermophicle bacterién op
plaatsen, waar zelden of nooit bijzonder hooge
temperaturen worden aangetroffen.

Reeds de allereerste onderzoekingen van MIQUEL toonden
aan, dat in het water van de Seine een bacterie voorkwam met
een buitengewoon hooge optimumtemperatuur; dat het aantal
van zulke bacterién in den gewonen tuingrond Zzeer groot is,
werd bewezen door GLOBIG. o

Hij isoleerde daaruit bij 60° niet minder dan dertig op aard-
appel verschillende kolonievormen vertoonende soorten en een
enkele schimmel, waarvan echter het mycehum zeer was
gereduceerd. |

Het zijn allen sporenvormende staafbacterién, vele groeien
behalve bij hooge, ook zeer goed bij veel lagere temperaturen,
andere echter vertoonen een zeer hooge minimumtemperatuur,
nl. van 50° C. en enkele zelfs nog hooger. GLOBIG onder-
scheidt dan ook voor het eerst thermotolerante-, d.w.z. die be-
halve lage ook zeer hooge temperatuur verdragen kunnen en
thermophiele bacterién, voor welke deze laatste temperatuur
noodzakelijk is voor hunne ontwikkeling,

Hij doet nu waarnemingen aangaande het aantal dezer ther-
mophiele bacterién in grondlagen op verschillende diepte en
komt dan tot het resultaat, dat deze organismen, mits de
proef gedaan wordt met nog nimmer bewerkten grond, uit-
sluitend in de allerbovenste laag te vinden zijn.

Natuurlijk doet zich de vraag voor: hoe komt het, dat bac-
terién gevonden worden in gronden onzer gematigde lucht-
streek, welke organismen in het laboratorium een minimum-
temperatuur vertoonen, slechts overeenkomend met zeer zelden
en onder abnormale omstandigheden waargenomen tempera-
turen onzer lucht of bovenste grondlagen ?

GLOBIG vraagt zich af, of het wellicht mogelijk is, dat dn‘ecte
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zonbestraling van donker gekleurde aardoppervlakten voldoende
is, om voor dergelijke organismen gunstige levensomstandig-
heden te voorschijn te roepen, |

Aardappelschijven, gelegd tegen zwarten achtergrond worden
geinfecteerd met verschillende zijner thermophiele bacterie-
stammen en aan loodrechte zonbestraling blootgesteld; deze
proeven mislukken echter alle door indroging van den voedings-
bodem, voordat er iets van groei daarop is te zien geweest.

Ook wordt door hem in verschillende grondsoorten tegen
zwarten achtergrond bij directe loodrechte zonbestraling de
temperatuur gemeten; de hoogst waargenomen waarde was in
tuinaarde op zwarte plank, 56° C. om 3 uur in den namiddag
in de maand Juli. |

Veel wordt door deze proeven dus niet opgehelderd; een
aanwijzing, dat de klimatologische factoren toch een rol van
beteekenis spelen acht GLoBiG het menigvuldiger voorkomen
der thermophiele bacterién in tropische gronden, dan in den
grond onzer gematigde luchtstreek. |

Ook wordt door DE KRUYFF in gronden op Java zeer vele
thermophiele bacterién gevonden, niet alleen is het aantal
individuén grooter maar ook het aantal soorten; hij vond ook
in deze gronden gedurende vele uren per dag temperaturen,

- hoog genoeg voor een goede ontwikkeling dezer bacterién.

- Echter, en dit blijkt wederom uit de proeven van GLOBIG,
- treft men er, hoewel minder in aantal, zelfs aan in de gronden
van Drontheim en van de Hebriden. - SR
- Hoewel dus het grooter aantal thermophiele stammen in de
tropen wel degelijk het gevolg is van de verhoogde tempera-

- tuur der gronden zelve, blijkt toch wel uit het werkvan GLoBiG

- zelf en ook van anderen, dat in onze streken de plaats der iso-
latie, wat de temperatuur betreft, die er voorkomt, in geenerlei
~verband staat tot de aanwezigheid van thermotolerante of
zelfs thermophiele organismen. Dat directe zonbestraling de ver-



klaring zou kunnen zijnvan het veelvuldig voorkomen dezer mi-
croben, zoowel in gronden, wateren, spijzen en drankenalsin de
darmkanalen vanallerlei dieren, moet uitgesloten worden geacht.

Een tweede onderstelling wordt aan de hand gedaan door
M. TSILKINSKY, die zich veel met de isolatie dezer orga-
nismen heeft beziggehouden en niet alleen, zooals reeds vermeld,
uit warme bronnen, doch ook vele thermophiele-soorten iso-
leerde uit den grond en uit het darmkanaal van volwassenen en
zuigelingen. Bij één harer onderzoekingen vond zij, dat een
bacillus, geisoleerd uit de heete bron bij Ischia alle overeen-
komst vertoonde met Bac. subtilis. Zij kwam toen op het idee
te probeeren of Bac, subtilis uit hare laboratoriumverzameling
door overentingen naar steeds hoogere temperaturen zou zijn
aan te passen aan de hooge groeitemperatuur van de bacterie
uit de bron, zoodat dan alle verschillen zouden zijn wegge-
vallen. Dit gelukte ook werkelijk; bij de tiende overenting was
Bac. subtilis uit het laboratorium tot dezelfde hooge groei-
temperatuur aangepast als die uit de bron, n.l. 58,5° C., bij
welke temperatuur beiden nu evengoed groeiden. Op deze
- waarneming berust hare veronderstelling, dat het voorkomen
 der thermophiele bacterién op plaatsen, waar de minimum
groeitemperatuur niet bereikt wordt, verklaard moet worden
door de aanpassingsmogelijkheden der levende cellen.

In een recente publicatie van GoLIkowA wordt gewezen op
de mogelijkheid eener atavistische aanpassing, waartoe ver-
scheidene bacterién in staat zouden zijn, indien zij bij stijgende
temperatuur gedwongen waren te leven. Merkwaardig 1s wel,
dat hij niet in aansluiting met die theorie probeert allerlei
mesophiele stammen door overentingen tot thermotolerante
of zelfs thermophiele bacterién te maken, maar omgekeerd
tracht de optimale groeitemperaturen van eenige thermophiele

- stammen omlaag te krijgen.



Het gelukte hem een bij 70° C. optimaal groeiende bacterie
zeer goed bij 37° te cultiveeren, wanneer men steeds overentte
naar een temperatuur iets lager dan de voorgaande. De bac-
terién toonden dan echter zeer vele afwijkingen, de lange dunne
daneengeregen staven werden korte dikke bacterién, Eenige
eigenschappen, welke bij de hooge temperatuur nog aanwezig
waren, bleken verloren gegaan te zijn, n.l. zuurvorming uit
eenige koolhydraten., Wanneer wederom naar de oorspronke-
lijke optimumtemperatuur wordt teruggeént, dan treden de
verloren gegane eigenschappen opnieuw op, hetgeen wel be-
wijst, dat de hooge en niet de lagere temperatuur de normale is.

De beide stammen, d.w.z. de oorspronkelijke thermophiele
en de bij lagere temperatuur door aanpassing verkregen stam,
maakten dezelfde antilichamen bij konijnen, hetgeen door
aglutinatieproeven werd aangetoond ; in dit opzicht bleven zij
zich dus als één en dezelfde bacteriesoort gedragen, -

- Hoewel dus wel eens een dergelijke verandering in de
- maximumtemperatuur geslaagd is, geluke dit echter meestal
niet, zooals blijkt uit het werk van anderen, bijvoorbeeld uit de
proeve van GILBERT met thermomyeces en ook door eigen waar-

neming kon dit worden vastgesteld met verschillende ther-

mophiele aerobe bacterién.
In dit verband wijs ik nog op een zeer recente mededeeling
van TANNER en WALLACE, die een groot aantal proeven hebben
gedaan over de groeisnelheden van een drietal bacterie-
stammen; zij komen daarbij tot de volgende resultaten: De
drie gebruikte bacterién groeiden zoowel bij 55, als bij 37
~en bij 20°C, o | - -
~ De groeisnelheid was echter steeds bij de eerste temperatuur
~de grootste, bij de beide andere temperaturen was een vrij
langdurige periode waarin geen groei werd waargenomen, -
door hen incubatietijd genoemd, merkbaar, Het is duidelijk,
dat in geval van een aanpassing van de bacterién aan een |
10 o



hoogere optimumtemperatuur, deze incubatietijd steeds korter
zou moeten worden, iets dergelijks wordt echter door hen
nimmer waargenomen.

Moeten wij dus aannemen, dat de klimatologische omstandig-
heden niet in belangrijke mate het voorkomen van thermophiele
bacterién bepalen, en dat evenmin het aantal bacteriesoorten,
welke ten opzichte van de temperatuur aanpassingsverschijn-
selen vertoonen, een belangrijk gedeelte dezer organismen uit-
maken, dan is het duidelijk, dat wij naar groeiplaatsen dezer
thermophiele bacterién moeten zoeken, in de veronderstelling,
dat zij van daaruit over de gansche aardoppervlakte worden
verbreid.

Inderdaad blijkt, bij nadere beschouwing, deze veronder-
stelling zeer goed met de feiten in overeenstemming; de ther-
mophiele bacterién zijn immers vrijwel allen sporenvormers,
zoodat Zzij dan ook in staat zijn, overal waar de temperatuur
voor hen te laag is, gedurende zeer langen tijd in leven te
blijven.

Welke zijn echter deze kweekplaatsen? Reeds in 1893 werd
door CoHN gewezen op het groote aantal thermophiele orga-
nismen in allerlei aan zelfverhitting onderhevige ophoopingen
van organisch materiaal. MIEHE vindt in broeiend hooi zeer vele
thermophiele bacterién; hij schrijft deze warmteontwikkeling
ook toe aan de ademhaling en andere biochemische processen
der micro-organismen in opeenvolgende volgorde naar de
hoogte hunner verschillende maximumtemperaturen. Ook
MACFAYDEN en BLaxALL vinden in dergelijke ophoopingen vele
thermophiele organismen; zij zijn de eersten, die zich de
vraag stellen, wat hier wel hunne functie zou kunnen zijn en
meenen, dat zij in de dissimilatie der organische stof een groote
rol spelen, met name in de fermentatie van cellulose, welk
proces mede één der oorzaken kan zijn der temperatuursver-
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hooging, zoodat dit zott worden ingeleid door vele mesophiele .

schimmels en bacterién, en het proces, naar gelang de tempe-
ratuur stijgt, steeds meer in thermophiele richting wordt ver-
schoven. |

Deze meening wordt niet gedeeld door BOEKHOUT en DE

VRiEs, die in deze zelfverhitting slechts een zuiver chemisch

proces zien, terwijl BURRY en ook LAUPPER het waarschijnink
maken, dat enzymatische werkingen in de plantenresten zelve
hier de oorzaak zouden zijn van de oploopende temperatuur,
In een recente publicatie van HILDEBRANDT wordt echter weer
‘de meening, gesteund door een groot aantal proeven, uitge-
sproken, dat het tot een temperatuur van 70°, hoofdzakelijk
verschillende micro-organismen zijn, welke als de oorzaak
moeten worden beschouwd van de verwarming. |
. Hoe dit ook zij (het meest waarschijnlijke lijkt mij, dat hier
factoren van geheel verschillenden aard samenwerken), het

is zeker, dat in deze ophoopingen de voorwaarden uiterst gun-

stig zijn voor een snelle vermeerdering der thermophiele orga-
nismen, nl. groote hoeveelheden organisch materiaal en een
zeer hooge temperatuur; het aantal dezer bacterién is dan ook,
zooals tal van proeven van verschillende onderzoekers hebben

aangetoond, buitengewoon groot, zoodat de alomtegenwoordig- -

heid van sporen der thermophiele bacterién m.i. gerust ver-

klaard mag worden door mechanisch transport vanuit deze

kweekplaatsen, wier aantal ongetwijfeld zeer groot is en zeker
“niet alleen de door den mensch opgeworpen mesthoopen of
hooibergen omvat (vergelijk ook RAMANK). Een daadwerkelijke
- steun voor deze theorie zijn in de eerste plaats de proeven van

- GLoBIG zelf over het aantal thermophiele bacterién in bewerkte

‘en in onbewerkte gronden, maar ook het werk van NOACK,

die over het voorkomen dezer organismen een zeer groot
~ aantal proeven deed, leidt tot deze conclusie evenals de zeer
recente onderzoekingen van MICHUSTIN, die het aantal ther-
g | o



mophiele bacterién in den grond afhankelijk vindt van de hoe-
veelheid gebruikten stalmest.

§ 4. Physiologische eigenschappen der
thermophiele bacterién.

Kunnen de door MiQuer, vaAN TIEGHEM, GLOBIG e.a.
gedane onderzoekingen beschouwd worden als de interessante
beschrijving van een aantal biologische curiositeiten, al spoedig
volgen mededeelingen, waarin meer aandacht geschonken wordt
aan de biochemische eigenschappen der geisoleerde bacterién
en treedt dus de vraag op den voorgrond in hoeverre zij deel
nemen aan de biochemische dissimilatie der door de hoogere
organismen opgebouwde organische stoffen. |

LypiA RABINOWITSCH isoleerde uit grond, mest, stof, ja zelfs
uit sneeuw op aardappel en op agarplaten een achttal thermo-
phiele bacterie-soorten, welke zij ook op eenige physiologische
eigenschappen onderzocht; No. 1, 3, 5 en 8 vormen zuur in
bouillon, No. 4, 6 en 7 alkali, alle reduceeren nitraten en waren
onbeweeglijke sporenvormende staafbacterién met een opti-
mumtemperatuur van 60—70° C. Ten opzichte van gisting,
welke ook met de door haar beschreven soorten werd bestu-
deerd, zegt zij: ,,Meine Versuche, die Entwickelung von Gasen
bei den thermophielen Bakterien zu bestimmen, ergaben keine
erheblichen Resultaten. Die Produktion von Kohlensiure
konnte zwar festgestellt werden, aber nur in kleinen Quanti-
titen und zwar bildeten die Bakterien merkwiirdigerweise in
einfachen Bouillon mehr Kohlensiure als in Traubenzucker-
bouillon.” : -

LaxA maakt melding van een z.g. ,,Schaumgirung” in de
suikerfabrieken, veroorzaakt door bij 55° C. groeiende bacillen,
welke uit pepton ammoniak vrijmaken en veel slijm vormen op
aardappel; in bouillon met 10 9, saccharose wordt gasontwik-
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keling waargenomen, een huid groeit aan de oppervlakte.

CaTTARINA vermeldt een in bouillon bij 60° C. zuurvormende
slijmige bacillus, welke ook melk coaguleert en den naam ge-
geven werd van Bac. thermophilus radiatus.

Een meer volledige beschrijving van de physiologische eigen-
schappen dan tot nu toe was gedaan, vinden we van vijf ver- .
schillende thermophiele soorten, geisoleerd door OPRESCU
in 1895. Hij onderzocht op gelatinevervloeiing, melkcoagulatie,
zetmeelsplitsing, nitraatreductie en vergisting van glucose.
Gelatinevervloeiing en melkcoagulatie werd waargenomen bij
twee van de vijf soorten, door hem Bac, thermophilus lique-
faciens aérophilus en Bac. thermophilus liquefaciens tyrogenus
genoemd. Het proteolytische enzym kon uit 20 dagen oude
culturen worden aangetoond door middel van dooding van
het levend protoplasma met thymol.

Op deze wijze gelukte het eveneens uit No. 1 een amyloly-.
tisch enzym aan te toonen. Reductie van nitraten en indol-
vorming werd waargenomen bij de vierde bacterie, welke den
naam kreeg van Bac. thermophilus reducens. Gisting van
glucosebouillon kon bij gene dezer bacterién worden aange-
toond. -

Veel aandacht aan de physiologische eigenschappen werd ook
- geschonken door MIcHAELIS, welke uit bronwater vier soortenl
isoleerde door voedingsbouillon met evenveel bronwater bij
~ 55°C. weg te zetten en uit te zaaien op agarplaten. Bac. ther-
mophilus aquatilis liquefaciens coaguleert melk en vervloeit
- eenigszins gelatine, glucosebouillon is na eenigen tijd zuur,
bouillon zonder glucose alkalisch, gasontwikkeling wordt niet
waargenomen. Bac. thermophilus aquatilis liquefaciens aero-.
genes vervloeit sterk gelatine, maakt geen zuur noch gas uit
glucose- of lactosebouillon, uit bouillon alleen alkali. Bac.

. thermophilus agquatilis chromogenus maakt een bruinroode -
kleur in het condenswater, groeit niet op gelatine, maakt in -



bouillon alkali en eenig zuur uit glucose, gasontwikkeling
wordt niet waargenomen. Bac. thermophilus aquatilis aqui-
nosus maakt grauw-gele kolonién, groeit bij 37° zeer weinig,
coaguleert melk, maakt zuur uit glucose, doch ook hier treedt
geen gasontwikkeling op.

SAMES isoleerde uit het meest uiteenloopend materiaal een
achttal thermophiele bacterién, waarvan eenige alkali maakten
in bouillon en zuur uit koolhydraten, terwijl enkele ook
hydrolyse van zetmeel vertoonden.

Van de voorgaande onderzoekingen kan gezegd worden,
dat zij hebben aangetoond, dat verschillende thermophiele
bacteriesoorten vele biochemische omzettingen tot stand kun-
nen brengen, doch de bacteriebeschrijving is te onvolledig,
om het mogelijk te maken identiciteit van de genoemde soorten
onderling of van enkele dezer met de in het eigen onderzoek
verkregene vast te stellen.

Een zeer volledige bacteriebeschrijving daarentegen wordt
gegeven door Brau, WEINZIRL en BERGEY, waarvan ik echter
hier slechts een bespreking der physiologische eigenschappen
laat volgen, terwijl bij de beschrijving van de door mij ge-
isoleerde diastasebevattende stammen een vergelijking met
eenige hunner bacterién noodig zal zijn. |

De door BLavU geisoleerde Bac. cylindricus vormt alkali in
bouillon, bevat glycogeen als reservestof en hydroliseert zet-
meel. Bac. tostus bevat eveneens diastase, vormt ammoniak in
eiwitrijke voedingsbodems en zuur uit glucose. Bac. robustus
maakt eveneens zuur, bevat glycogeen als reservestof, doch
vertoont geen zetmeelhydrolyse. Bac. calidus bevat glycogeen
en volutine als reservestoffen en maakt evenmin diastase.
Geen enkele der beschreven bacteriesoorten ontwikkelt gassen
uit koolhydraten.
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WEINZIRL isoleert uit verduurzaamde levensmiddelen Bac.
thermoindifferens, welke zuur doch geen gassen maakt uit
glucose, niet uit lactose, saccharose en manniet, zetmeel wordt
gehydroliseerd en gelatine vervloeit. Melk wordt gecoaguleerd
doch ammoniak of indol wordt niet gevormd. Bac. aerother-
mophilis maakt zuur uit glucose, lactose, saccharose en man-
niet, melk wordt gecoaguleerd en zetmeel gesplitst, uit eiwitten
‘wordt ammoniak en indol gevormd, gasontwikkeling uit
koolhydraten vindt niet plaats. Bac. ther moalimentophilus
maakt geen zuur noch gassen uit koolhydraten, vormt evenmin
ammoniak of indol en bevat ook geen diastase. |

BERGEY isoleerde uit verschillend milieu een negental ther- |
mophiele soorten, waarvan No. 1, Bac. thermodiastaticus
gelatine vervloeit, melk coaguleert, nitraten reduceert en zet-
meel hydroliseert. No. 3, Bac. lobatus vervloeit eveneens ge-
latine, reduceert nitraten tot nitrieten, maakt een weinig zuur
in melk en splitst zetmeel. No. 4, Bac. Thermononliquefaciens
vervloeit geen gelatine, reduceert nitraten tot nitrieten en am-
. moniak, maakt eenig zuur in melk coaguleert niet en hydro-'-_:

lyseert zetmeel. -

MORRISON en TANNER geven een uitgebreid in tabelvorm
behandeld overzicht van de in den loop der jaren geisoleerde
- thermophiele bacterién. Zij verzamelen er zelve niet minder dan

- 52 en bespreken hiervan een groot aantal physiologische eigen-

‘schappen. Zij zijn alle uit water geisoleerd, en strikt aerob.

.- Ze vormen alle sporen en vervloeien gelatine, melk wordt steeds

- gecoaguleerd of, indien geen peptonisatie optreedt, wordt toch
- Zuurvorming waargenomen; ook wordt zuur gevormd uit vele_
~ koolhydraten en steeds, hoewel verschillend in intensiteit, .
- zetmeel gehydroliseerd. Alle stammen rekenen zij dan ook te
behooren tot één enkele groep en een onderscheiding is alleen |
ten opzichte der physiologische eigenschappen mogelijk door
~ een verschil in gedrag tegenover koolhydraten, De optimum-;






