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I. Einleitung.

Die Fahigkeit der Pflanzen, Wéarme zu erzeugen, ist aus zwei Anlissen
studiert worden, einmal aus einem rein physiologischen, indem die Wirme-
bildung ein wichtiges Teilproblem des Atmungsvorganges darstellt, und
dann aus einem biologischen und praktischen, indem eine in beiden Be-
ziehungen interessante Naturerscheinung, némlich die Selbsterhitzung
aufgehdufter pflanzlicher Stoffe zu experimenteller Untersuchung reizte
und dann bald zu ganz dhnlichen Fragestellungen wie oben fithrte. Unter-
suchungen jener rein stoffwechselphysiologischen Art sind von zahlreichen
Autoren, wenn auch mit verschieden weit gesteckten Zielen, angestellt
worden, es seien nur genannt Gépper: (1832), Bonnier (1880, 1893), Rode-
wald (1887), Molisch (1908), Peirce (1912), Rubner (1913) u. a., indem
hinsichtlich ausfiihrlicher Literaturnachweise auf die zusammenfassende
Darstellung von Leick (1916) sowie auf die Handbiicher der Physiologie von
Pfeffer und Benecke-Jost verwiesen sei. Diese Untersuchungen, die sich
auf Keimlinge, Blitter, Bliiten, Samen, Friichte, Knollen, Moose, Flechten,
Hutpilze usw. erstreckten und zum Teil rein statistischer, zum Teil aber
auch energetischer Art waren, haben ebenso wie die meisten Studien iiber
den Atmungsgaswechsel derartiger Objekte nur einen bedingten Wert,
wenigstens sofern sie irgend etwas iiber Warmebildung und Gaswechsel
eines bestimmten pflanzlichen Objekts aussagen wollen. Denn alle solche
Versuche sind mit einem Gemisch verschiedener Organismen angestellt
worden, nicht mit reinen Kulturen. Nur die Untersuchungen Rubners
iiber den Energichaushalt von Bakterien und namentlich der Hefe machen
eine Ausnahme, sowie natiirlich die Atmungsversuche an Reinkulturen
von. Mikroorganismen.

Was die Selbsterwiarmungsvorgénge anlangt, so sind sie weniger oft
Gegenstand experimenteller Untersuchung gewesen. Neben zahlreichen
Gelegenheitsangaben iiber Temperatursteigerungen in diesen und jenen
Materialien sowie chemischen Analysen in solchen sich erhitzenden Stoffen,
wéren an Arbeiten, die der urséichlichen Ergrindung dieser Prozesse ge-
widmet wurden, nur die dlteren Publikationen von F. Cohn (1889 und 1893),
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sowie die Schriften des Verfassers (1907 und 1911) und Hildebrands (1927)
zu nennen, in welchen letzteren weitere ausfithrliche Literaturangaben
nachzusehen sind.

Doch auch diese biologische Seite des Warmebildungsproblems ist
noch nicht befriedigend aufgehellt, trotzdem ich mit einem hohen Grade
von Wahrscheinlichkeit den SchluB begriinden konnte, dal die Selbst-
erhitzung ausschlieBlich die Wirkung der Atmungstitigkeit lebender
Organismen sei, und Hildebrand eine Reihe weiterer Argumente fiir diese
Auffassung beibrachte. Zwar wiegen gewisse Einwinde oder abweichende
Erkliarungsversuche, wie sie z. B. von Boekhout und de Vries, Tschirch,
Schwarz und Laupper u. a. herrithren, nicht sonderlich sehwer, da sie zum
Teil gar keine, zum Teil nur sehr anfechtbare experimentelle Beweise bei-
zubringen vermégen. Doch habe ich bereits selber (1911) auf eine Liicke
hingewiesen, die bis jetzt nicht ausgefiillt werden konnte. Sie betrifft die
Frage, welchen Anteil die Pflanzenmasse selber an der Erhitzung hat.
Es ist sicher, daBl durch Hitzesterilisierung, Behandlung mit sehr ver-
schiedenen antiseptischen Stoffen, Verminderung des Wassergehalts usw.
die Selbsterhitzungsfahigkeit pflanzlicher Stoffe vollig aufgehoben wird,
ebenso wie sie in hitzesterilen Materialien sofort durch rohe und reine
Beimpfung wieder hervorgerufen werden kann, mit anderen Worten, es
besteht eine schone Parallele zwischen den Bedingungen fiir Selbsterhitzung
und denen fiir organisches Leben iiberhaupt. Doch haben jene keimtotenden
bzw. keimhemmenden Mittel die unerwiinschte Eigenschaft, gleichzeitig,
entweder sicher oder zum mindesten moglicherweise, die Wirkung von
Enzymen aufzuheben, welche in der ehemals lebenden Pilanzenmasse
vorhanden waren und vielleicht nach ihrem Absterben ganz oder beschrinkt
wirksam blieben. Demnach mufBlite mit der Moglichkeit gerechnet werden,
daB neben einer ja sicher nachgewiesenen Wéarmebildung durch lebende
Zellen noch eine solche durch Enzyme vorkomme, wie sie tatséchlich von
T'schirch und namentlich von den Untersuchern der Tabakfermentation,
z. B. 0. Loew (1899) und Hj. Jensen (1908) (hier weitere Literatur, sowie
bei Behrens im Handb. d. techn. Mykologie 8) immer wieder behauptet
wird. Hier eine klare Entscheidung zu treffen, sté6Bt auf erhebliche metho-
dische Schwierigkeiten, ist doch dazu nichts mehr und nichts weniger nétig
als die Gewinnung einer hinreichenden Menge lebender, villig bakterien-
und pilzfreier Pflanzenmasse, mit anderen Worten, ein Versuch mit Rein-
kulturen.

Demgemafl war das erste Ziel der folgenden Untersuchung, die
Wérmebildung lebender reiner phanerogamer Pflanzenmassen fest-
zustellen. Die Ergebnisse, die wenigstens an einem Objekt erzielt
werden konnten, sollen in dem ersten Teil gegeben werden. In einem
zweiten soll iiber eine groBere Zahl von Versuchen berichtet werden,
welche in Fortsetzung meiner fritheren die Aufgabe hatten, die Selbst-
erwirmung steriler Pflanzenstoffe durch Reinkulturen verschiedener
thermophiler und nichtthermophiler Pilze und Bakterien festzustellen.
Auch diese Beobachtungen bezweckten, wenn auch auf indirektem
Wege, erneut zur Lisung der Hauptfrage nach der Ursache der Selbst-
erhitzung beizutragen, indem ihnen folgende Uberlegung zugrunde
gelegt wurde: Ist die Selbsterhitzung die Folge der physiologischen
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Tatigkeit lebender Organismen, so miissen die maximalen Erhitzungs-
grade, die durch Reinkulturen erzielbar sind, ein annéherndes Abbild
der oberen Temperaturgrenzen der betreffenden Mikroorganismen
darstellen, zum mindesten sie niemals iiberschreiten. Damit wiirde
auch schliefflich die Frage ibre Erledigung finden, ob etwa auch solche
iiberlebende Enzyme beteiligt sein konnen, die nicht vom pflanzlichen
Substrat selber, sondern von der Mikroflora auf ihr stammen.

- Die Untersuchungen beschrinken sich auf einfache thermo-
metrische Beobachtungen, ohne in die Einzelheiten des Vorgangs der
physiologischen Wirmeerzeugung selber einzudringen. Doch diirften
auch solche Daten als gesicherte Grundlage und notwendige Voraus-
setzung fiir jede eingehendere quantitative Untersuchung des Stoff-
und Energiehaushaltes der lebenden Pflanze nicht wertlos sein.

Meinem friitheren, Assistenten, Herrn Dipl.-Landwirt Egglhuber, bin
ich fiir seine geschickte Hilfe bei der Anstellung der miihevollen Versuche
zu Dank verpflichtet. Desgleichen gedenke ich gern der sachkundigen
Sorgfalt, die der Institutsgehilfe Herr Hasenjiger den technischen
Vorbereitungen gewidmet hat.

II. Versuche mit Helianthus annuus,

Die Wiarmeproduktion keimender Erbsen — ein bekannter physio-
logischer Versuch — wird nicht ausschliefllich durch die Atmungs-
tatigkeit der Erbsenkeimlinge bewirks, sondern auch durch diejenige
von Bakterien und Pilzen, die stets auf ihnen vorkommen. Tm Dewar-
schen Gefaf} steigt die Temperatur keimender Erbsen in wenigen Tagen
weit iiber 500C.

Welcher Anteil an dieser Warmeentwicklung kommt auf die
Atmungstitigkeit der keimenden Samen ?

Um diese Frage zu priifen, ist es notwendig, keimende phanerogame
Pflanzen zu gewinnen, die frei von Bakterien und Pilzen sind, und zwar
in solcher Menge, dafl damit ein Dewarsches Gefal gefiillt werden kann.

Nach erfolglosen Versuchen mit verschiedenen Samen und Des-
infizientien erwiesen sich die ¥riichte von Helianthus annuus, der
Sonnenblume, als geeignet. Die verholzte Fruchtschale scheint dem
Keimling geniigend Schutz auch vor konzentrierten keimtotenden
Mitteln zu bieten; auflerdem ist er noch in ein diinnes Samenhiutchen
eingeschlossen, das ibhm gegen etwa durch die pordse Fruchtschale
dringende Gifte noch einen weiteren Schutz verleiht.

Zu den Versuchen wurden vollwertige, unbeschidigte Iriichte
ausgesucht. Friichte, bei denen die Fruchtschale verletzt war, auch
solche, die auf Druck zwischen den Fingern aufplatzen, wurden aus-
gemerzt. Auf diese Weise wurden immer etwa 150 g trockene Friichte
ausgesucht. '
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Bs standen zwei Sorten von Helianthus zur Verfiigung; die eine
mit gelblich-weier Fruchtschale und kleinen dunklen Streifen, eine
zweite, kleinfriichtige, mit blauschwarzer Fruchtschale. Die Keim-
fahigkeit beider Sorten betrug bei mnicht ausgesuchten Friichten
etwa 95 9.

Die ausgesuchten Frichte wurden in einem warmen Seifenbade
gewaschen. Dabei wurde das Seifenwasser mehrere Male gewechselt
und. zuletzt durch reines Wasser verdringt. Die blauschwarze Sorte
erwies sich insofern als unangenehm, als der Farbstoff im Seifenwasser
sich allmdhlich l6ste und der Reinigungsgrad nicht einwandfrei fest-
gestellt werden konnte. Die Friichte wurden zwischen den Hinden
gerieben, wodurch die Fettschichten der Oberfliche entfernt wurden
und sich auch vertrocknete Gewebeteilchen in Fetzen loslosten. SchlieB3-
lich fiihlten sie sich glatt an. Nach etwa einhalbstiindigem Waschen
wurden. sie auf FlieBpapier zum Trocknen ausgebreitet.

Hierauf wurden sie in einer Flasche mit 3 9%igem Bromwasser!
fibergossen, so da} sie gut von der Fhissigkeit tiberdeckt waren, und
blieben im Brom 15 Minuten unter dauerndem Schiitteln. Nach dieser
Zeit wurde das Bromwasser abgegossen, worauf die Friichte in einem
Dampfkasten, wie er zu sterilen Arbeiten benutzt wird, in eine vorher
sterilisierte Wlasche gefiillt, abermals mit einer 3 %igen Bromwasser-
16sung iibergossen wurden. Dann wurde die Flasche mit-steriler Watte
verschlossen. Sie wurden dann nochmals 20 Minuten lang durch
kriftiges Schiitteln in Bewegung gehalten, um mdglichst alle Luftblasen
von den Friichten zu entfernen und die gesamte Oberfliche der Ein-
wirkung des Bromwassers zugénglich zu machen. Nach dieser Zeit
wurde die Bromldsung vorsichtig abgegossen und der noch haftende
Rest mit vorher sterilisiertem Wasser so lange abgespiilt, bis das Wasser
sich nicht mehr gelb farbte.

AuBerlich waren die Friichte leicht hellbraun gefirbt, die dunklen
streifenartigen Flecke waren vorher schon verblafit und durch die Brom-
behandlung non ganz verschwunden. Die Friichte der blauschwarzen
Sorte waren in ithrem Aussehen heller geworden.

Die Helionthusfriichte wurden hierauf im sterilen Raum, nachdem
der Flaschenhals und die Watte abgeflammt und die Flasche duBerlich
mit Sublimatiésung abgespiilt wurde, in sterile Doppelkristallisier-
schalen geschiittet und mit wenig Wasser — es geniigte zumeist der
Rest des letzten Spiilwassers — im warmen Zimmer aufgestellt.

! Brom wurde, wenn auch in viel geringerer Konzentration, zuerst von
Nabokich angewandt. Man vergleiche dazu die letzte inzwischen erschienene
ausfiihrliche Abhandlung von E. Pringsheim (1928) iiber Sterilisation von
Samen.

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 1. 6
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Nach etwa 36 Stunden war eine gleichméfige Keimung der Samen
erfolgt. Das Wiirzelchen war einige Millimeter aus den gedifneten
Friichten herausgetreten.

Die Priifung auf Sterilitit erfolgte mit der Lupe und dem blofen
Auge; ein Offnen der Schalen wurde wegen der Gefahr einer Luft-
infektion vermieden. FEine solche Kontrolle erwies sich als geniigend
genau, wenn sie einige Tage fortgesetzt wurde. Die Erfahrung lehrte
némlich, dafl Bakterieninfektion sich immer in der Triitbung des Wassers
zu erkennen gibt. Sobald das Wasser ganz klar blieb, erwies sich die
Kultur auch als steril; trat dagegen eine, wenn auch nur zarte, Opaleszenz
ein, so war sie immer mit Bakterien infiziert. Pilzinfektionen miissen
sich schliefilich in der Entstehung von Mycelien duBiern und sind dann
kaum zu ibersehen. Die Kontrolle mufl auf alle Fille mehrere Tage
hindurch erfolgen; denn es konnen sich Keime innerhalb der Frucht-
schale befinden, der Bromwirkung entgehen und erst ganz allméhlich
zur Entwicklung kommen. Auch ist damit zu rechnen, dal Sporen
" durch die Brombehandlung vorerst nur gehemmt werden. Dieser Fall
ist gar nicht so selten, namentlich wenn die Xonzentration des Brom-
wassers nicht ausreicht. Schliefllich miissen sich aber auch diese ge-
hemmten Keime bemerklich machen.

Beim Versuch, ein geeignetes Desinfiziens zu finden, wurden die
Samen verschiedener Getreide, ferner Lupinen, Erbsen usw. auf ibr
Verhalten zu keimtotenden Mitteln gepriift. Je nach Grofle der Samen
sind drei bis zehn Stiick auf je einem Erlenmeyerkoélbchen verteilt
worden. Dabei zeigte es sich, dal} sich das sterile Wasser, in welchem
sich die desinfizierten Samen befanden, oft noch nach einer Woche zu
triitben begann. Eine Luftinfektion kam kaum in Frage.

Eine eigenartige Erscheinung verdient noch Erwihnung. Es ist
bekannt, daB Samen, die man mit Wasser bedeckt zum Anquellen
bringt, im Wasser sehr schlecht auskeimen. Das war auch bei den
nichtsterilen Sonnenrosenfriichten der Fall. Die sterilen keimten und
wuchsen jedoch unter Wasser ausgezeichnet. Es geht daraus hervor,
daB jene jedem Praktiker bekannte Hemmung auf die Entwicklung
von Mikroorganismen zuriickgeht, die entweder durch ihren starken
Sauerstoffverbrauch oder durch Ausscheidung von Stoffwechsel-
produkten oder durch beide Momente zusammen die Keimung hemmen.

Die behandelten Samen keimten ausgezeichnet zu fast 100 %,. Sie
wurden bereits in ein DewargefiBl von 400 ccm Inhalt gefiillt, wenn
das Wiirzelchen erst einige Millimeter weit herausgetreten war. Die
spatere Kontrolle nach dem Versuch, sowie Parallelversuche mit sterili-
sierten Samen, die lange im Wasser blieben, zeigten, daB bei diesem
Objekt sich mit 3 %igem Bromwasser eine absolut sichere Sterilisierung
erreichen lie3.
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Das Dewargefa8 wurde griindlich gereinigt und gespiilt und, in Fliel3-
papier gewickelt, im Dampftopf in drei aufeinanderfolgenden Tagen eine
Stunde dem strémenden Dampf von 100° ¢ ausgesetzt. Nach dem Erkalten
wurde das GeféBl in den Dampfkasten gebracht und folgendermaBen gefiillt:

Im Dampfraum befindet sich das noch in Papier gehiillte Gefa8, die
Kristallisierschalen mit den gekeimten Helianthusfriichten, ein Gefal
mit steriler Watte und einige vorher sterilisierte Metalloffel in Papier
gowickelt. Der Raum wird nun nochmals mit Wasserdampf beschickt.
Um die Sicht durch die Glasscheiben offenzuhalten, wird die betreffende
Scheibe mit Alkohol abgerieben. Dann wird das Dewarsche Gefafl in die
linke Hand genommen, das Papier so weit entfernt, dafl die éffnung frei
wird, ein Loffel ausgewickelt und durch die Flamme gezogen, die Kristallisier-
schale gedffnet und die Masse der Keimlinge mit dem Loffel in das Gefaf
gefiillt, derart, dafl jede Berithrung der GefidBirénder unterbleibt. Darauf
wird ein Maximumthermometer in die Mitte der Pflanzenmasse eingefiihrt,
und zwar so tief, daB3 gerade das untere Drittel der Fiillung erreicht wird.
Hierauf wird mit der ausgegliihten Pinzette das Gefafl mit mehreren Lagen
steriler Watte geschlossen, wobei zugleich die Keimlinge etwas zusammen-
gedriickt werden, damit nicht allzu groe Hohlrdume im Innern des Gefafles
bleiben.

Einige Schwierigkeiten machte das Sterilisieren des Thermometers.
Es gentgte, dasselbe tagelang in einer starken Sublimatlésung zu ver-
wahren, nachdem es vorher gereinigt und entfettet war. Kurz vor dem
Einfiihren wurde das Thermometer mit sterilem Wasser abgespiilt.

Das gefiillte Dewarsche Gefaf wurde dann bei Zimmertemperatur
aufgestellt und beobachtet. Zu gleicher Zeit wurde ein zweifes Dewar-
sches Gefal mit unbehandelten Helianthusfriichten von gleichem
Entwicklungszustand beschickt.  Die weitere Beobachtung beider
Gefifle ergab folgende Temperaturverinderungen:

I. Nicht steril 11, Steril
Zeit Gefifitemperatur GefaBtemperatur Lufttemperatur

0c 0g °C
1.Tag . . . . . . . .. 26* 26% 21
2. , , vormittags . . . . 50 225 20
2. . , nachmittags . . . 57 22 21
S . b8,6 23 23
4. . ..o 52 23 20

* Die hohere Anfangstemperatur in diesem sowie in shnlichen spiteren Versuchen riihrt
noch von der hdheren Temperatur des Dampfkastens her, in welchem die Gefife gefiillt wurden.

Nachdem beide Gefifle entleert worden waren, wurde folgendes
festgestellt :

Die nicht sterilen Friichte zeigten einen starken Befall von Acts-
nomyces thermophilus. Sie waren in der charakteristischen Weise weil
gesprenkelt. Die Keimlinge sind anfinglich im Gefé3 weiter gewachsen;
die meisten Wiirzelchen aber waren schwarz verfirbt und abgestorben.

6*
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Die mit Brom behandelten Friichte haben im Gefifl ihr Wachstum
normal fortgesetzt; die Wiirzelchen sahen gesund aus, eine Infektion
durch Bakterien oder durch Pilze war nicht zu finden.

Die sterilen Samen wurden nun mit einer Aufschwemmung von
Actinomyces aus dem nicht sterilen Gefal und mit verschimmelten
Lupinen iibergossen, blieben zum Abtrocknen einige Zeit an der Luft
stehen und wurden dann wieder in das Dewarsche Gefafl gefiillt. Der
Temperaturverlauf war folgendermafen:

Zeit Gefalitemperatur Lufttemperatur
oc 0og
1.Tag . . . . . ... 23,5 20
2. . .o 28 185
3., .. 32 25
Uber Nacht . . . . . . 41 21
4. Tag . . . . . ... 44 20

Nach dem Entleeren des GeféBes fand sich reichlich Entwicklung
von Schimmelpilzen sowie Bakterien; der Actinomyces kam nicht zur
Entwicklung.

Ein weiterer Versuch mit 188 g Helianthusfriichten (schwarze
Sorte) hatte folgendes Ergebnis:

I. Nicht steril II. Steril
Zeit GefafStemperatur GefaBtemperatur Lufttemperatur
0Q 0 oQ
1.Tag . . . . . . . .. 22,5 20 20,5
2 . 42 23 20
8. L, 41,5 235 21
nach weiteren
4 Tagen 48,560

Am vierten Tage wurden die mit Brom behandelten Samen unter-
sucht. Sie hatten zu 959, weitergekeimt. Leider wurde eine lokale
Infektion mit einem Mucor festgestellt. Seine Entwicklung war aber
so geringfiigig, dafl ein wesentlicher Einflull auf die Warmebildung
im Gefdf kaum in Frage kommt. Bakterien fanden sich nicht.

Die Friichte wurden nun mit Erde infiziert, etwas angefeuchtet
und wieder in das Gef&8 gepackt. Innerhalb von drei Tagen stieg die
Temperatur im Gefdfl von 24 auf 43°. Nach der Entleerung des Gefidfies
zeigte sich, daB die Helianthusfriichte von Pilzmycel durchwuchert
waren, auch hatten sich die Bakterien reichlich entwickelt. Die Keim-
linge waren wie verbrannt.
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Ein dritter Versuch mit Helianthus (schwarze Sorte) verlief in
folgender Weise:

1. Nicht steril Ii. Steril
Zeit Gefifitemperatur Gefilltemperatur Lufttemperatur
o0 LYy 2C
1.Tag . . . . . . . .. 2031 24 —225 20
2 e 34—48 21,5—23 19
3. . e e e 47—49 22,5 17
4., .. 56— 59 19

In diesem Falle wurden die Keimlinge der nicht sterilen Reihe,
nachdem sie innerhalb zweier Tage gekeimt hatten, vor dem Einfiillen
in das Dewarsche Gefif in einem Porzellansieb unter der Wasserleitung
abgespiilt und bei Zimmertemperatur auf FlieBpapier leicht getrocknet.
Damit sollten die Abfallstoffe, die durch das Wachstum von Bakterien
und Pilzen gebildet wurden, entfernt werden, da erfahrungsgemiB
solche Stoffe hemmend auf das weitere Wachstum von Mikroorganismen
wirken. Der Erhitzungsverlauf unterschied sich aber nicht wesentlich
von den vorigen.

Nach der Unterbrechung des Versuchs machte sich scharfer Faulnis-
geruch (Ammoniak) bei den nicht sterilen Keimlingen bemerkbar. Die
Keimlinge waren abgestorben, verklebt und schleimig; der Pilzbefall
war gering.

Die sterilen Keimlinge wurden am vierten Tage aus dem Gefaf
entleert. Irgendeine Infektion wurde nicht gefunden. Hierauf wurden
sie mit Erdaufschwemmung vermischt und wieder gepackt. Die Tem-
peratur stieg innerhalb 4 Tagen von 18 auf 299, worauf eine abermalige
Infektion mit einer Abspiilung von Sonnenblumenfriichten erfolgte.
Dann stieg die Temperatur auf 42,8° innerhalb 2 Tagen.

Die Temperatursteigerung der kinstlich infizierten sterilen Friichte
war gelegentlich nicht ganz so kriftig wie die der normal infizierten.
Dies kann auf einer gewissen Nachwirkung der Bromreste beruhen oder,
was wahrscheinlicher ist, darauf, daBl die kiinstliche Impfung nicht
immer so giinstig ausfallt wie die natiirliche. Keinesfalls aber, was
besonders betont werde, hatten im Hauptversuch selbst etwa vorhandene
Bromreste die XKeimlinge gefdhrdet; denn diese waren ja ausgezeichnet
gekeimt und wiahrend des Versuchs ganz mnormal weitergewachsen.

Aus diesen ganz einwandfreien Versuchen, den ersten ihrer Art,
geht hervor, daB die allgemein bekannte und oft als Demonstration
benutzte Selbsterwirmung keimender Samen (wenigstens bei Helianthus)
zum gonz iberwiegenden Teile gar wnicht auf der Wdrmebildung der
Keimlinge selbst beruht, sondern durch die auf ihnen sich entwickelnden
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Mikroorganismen veranlafit wird. Eine gewisse Temperatursteigerung
ist. zwar vorhanden. Thr Betrag ist nicht genau anzugeben wegen der
Unvollkommenheit des Warmeschutzes und der Schwankungen der
AuBentemperatur. Doch sind es nur wenige Grade, die gegeniiber der
bekannten lebhaften und weitgehenden Temperatursteigernng nicht
steriler Keimlinge fast gar nicht ins Gewicht fallen.

Ebenso interessant und iiberraschend ist der Riickschluf auf die
Atmung keimender Samen. Sie wird allgemein als intensiv bezeichnet,
doch zeigen die obigen Verusche, daf# dies nicht richtig sein kann. Hs
wird notwendig sein, mit Hilfe unserer Methode die Vorstellungen #iber
die Atmung hoéherer Pflanzen einer Revision zu unterzichen.

Bei anderen Samen ist bisher eine so sichere Sterilisierung nicht
gegliickt, wie bei Helianihus, wenngleich viel Zeit auf dhnliche Versuche
verwandt wurde. Aus der groflen Zahl solcher erfolglosen Versuche
will ich nur einen herausgreifen, der zum Ziel hatte, auf aseptische
Weise Samen aus Friichten zu entnehmen. Es gelang dies ziemlich gut
mit Melonen, aber merkwiirdigerweise nicht mit Kiirbissen, obwohl sie
nach allen Regeln der Kunst &uBerlich desinfiziert, einwandfrei im
sterilen Raum gedffnet und mit allen aseptischen Kautelen ihrer Samen
beraubt wurden. Trotzdem solche Versuche nicht weniger als viermal
ausgefithrt wurden, erwiesen sich die Samen als durch Bakterien infiziert.
Sie waren es in einem solchen Mafie und so regelmiBig, daf dafiir
keinesfalls Fehler der Methodik verantwortlich gemacht werden kénnen,
sondern der SchluB unabweislich ist, dafl die Kiirbisfrucht von vorn-
herein nicht steril im Innern ist. Beriicksichtigt man die Entwicklungs-
geschichte der Friichte, so ist dies auch ganz gut denkbar. Eine nihere
Untersuchung solcher Bakterien, die sich méglicherweise auch bei anderen
Friichten oder innerhalb von Samen regelmiBig finden, wiire von
Interesse. Vielleicht stellen sie nur eine gleichgiiltige und unvermeid-
liche Infektion dar, vielleicht spieler sie aber auch eine bestimmte Rolle.

II1. Versuche mit Pilzen und Bakterien,

Allgemeine Bemerkungen diber die Methodik.

Als Substrat fiir die Versuche, die FErhitzungsfihigkeit reiner
Kulturen von Pilzen und Bakterien zu priifen, wire in erster Linie das
Heu in Betracht gekommen. Es stellte sich jedoch bald heraus, daBl sich
das Medium nicht gut fir derartige, mit besonderer Genauigkeit an-
zustellende Versuche eignet.

Es ist zunéchst schwer zu handhaben bei der Fiillung der GefdBle
und namentlich auch bei der Tmpfung. Dazu kommt, dal das Heu
durch die intensive Erhitzung im Autoklaven ungiinstig veriindert
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wird. So z. B. wuchs der Bacillus calfactor sehr schlecht auf solchem
Heu, und einer der am meisten charakteristischen Heubewohner, der
Actinomyces thermophilus, ist gar iberhaupt nicht auf ihm zum Wachsen
zu bringen. Dieser Ubelstand lieB sich allerdings zum Teil beseitigen.
Es fand sich namlich, daf feuchtes Heu, das mit feiner Schlimmkreide
bestiubt und dann sterilisiert wurde, einen besseren Néhrboden dar-
stellt, auf dem der Strahlenpilz sogar ausgezeichnet wuchs. Auch
Bae. calfactor wéchst besser; ob er aber in einem dergestalt regene-
rierten Medium ebensogut gedeiht, wie in unveréindertem Heu, ist
zweifelhaft. Man konnte sich wundern, dal jene Mikroben auf Heu-
auszug, der ja durch Kochen im Autoklaven gewonnen wurde, so gut
wachsen. Doch ist zu bedenken, dafl ein solches Medium viel weniger
konzentriert ist, als der Saft des feuchten Heues, und dann zeigten ja
schon frithere Erfahrungen (Miehe 1907, 8. 34), daB auch ein solches
Dekokt in seiner urspriinglichen tiefdunklen Beschaffenheit kein guter
Nahrboden ist, sondern erst nach vélliger Entfarbung durch Blutkohle
gut brauchbar wird. Welches die hemmenden Stoffe sind, die im Druck-
kocher auftreten, ist nicht ohne weiteres zu sagen; zum Teil scheint
starke Saurebildung die Ursache zu sein.

SchlieBlich stellte es sich heraus (vgl. spiter die Versuche mit
Thermomyjces), dal trotz fraktionierter Sterilisierung unter Druck Heu
in den Mengen, wie sie fiir einen Versuch notig sind, tiberhaupt nicht
mit Sicherheit sterilisierbar ist. Es ist immer mit der Méglichkeit zu
rechnen, dal die resistenten Sporen des Bac. calfactor selbst diese
drastische Erhitzung iiberstehen.

Alle diese Ubelstinde machten es notwendig, sich nach einem
besseren Substrat umzusehen. Als solches bot sich fein zerriebenes
trockenes WeiBbrot dar, das als ein grobes Mehl (geriebene Semmel)
in beliebigen Mengen beim Bécker za kaufen ist. Dies pflanzliche
Substrat erwies sich in vielfacher Hinsicht als ausgezeichnet fiir unsere
Versnche. Es ist sehr pords, neigt auch nach dem Befeuchten nicht zur
Verklumpung, sondern bleibt locker, 1t sich im Autoklaven ohne
auffalligen Nachteil sterilisieren und ist vor allen Dingen bei der
Impfung und beim Fiillen der Gefafle sauber und leicht zu handhaben.
Es hat nur den einen Nachteil, dall merkwiirdigerweise Bakterien
nicht darauf wachsen, daB es also als Versuchssubstrat fiir Bac.
calfactor, Bac. coli u. a. ausscheidet.

Das trockene Brotmehl wurde zu etwa 35 %, mit Wasser versetzt
und eine halbe Stunde bei 11, Atm. sterilisiert. Es wurde in der Weise
gepriift, daf es steril in ein steriles Dewarsches Gefa8 gefiillt und mittels
sterilen Thermometers auf seine Erhitzungsfidhigkeit beobachtet wurde.
Es blieb zundchst wihrend eines Zeitraumes von 20 Tagen bei Zimmer-
temperatur:
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Gefif Luft

oC °0

Tiefste Temperatur . . . . . 14,5 16
Hochste w e e e 17,0 20

Es trat also keine Erhitzung ein, vielmehr blieb das Gefd8 stets
2 bis 3% unter der Temperatur der Umgebung. Dieses Minus geht auf
Rechnung des durch die Verdunstung bewirkten Wirmeverlustes,
es zeigte sich in den Versuchen auch immer, wenn FErhitzung nicht oder
noch nicht erfolgte, also im Anfang.

Nach dieser Zeit wurde das Gefal noch in einen Thermostaten
von, 40° gebracht. Auch hier blieb wihrend einer Beobachtungsdauer
von 4 Tagen die Temperatur immer einige Grade unter der Thermo-
statentemperatur. Mikroskopisch war keine Spur von Pilzen oder
Bakterien zu finden.

Damit war seine Brauchbarkeit als an sich untétiges Material
einwandfrei erwiesen. Das analoge Verhalten sterilen Heus ist ja be-
kannt.

Auch im HeiBluftsterilisator lieB sich Brot. gut bei 1400 sterilisieren,
Pilze wuchsen ausgezeichnet darauf. Doch muBte nachtriglich das
Wasser hinzugesetzt werden, und da das Brot auflerdem in trockenem
Zustande sehr hart war, lie es sich spédter auch nach Befeuchtung
schlecht wieder in einen lockeren Zustand bringen. Tch babe deshalb
das Brot immer nur auf die erste Weise behandelt.

Als Versuchsgefidfie wurden versilberte Dewarsche GefiBle ver-
wandt. Es zeigte sich, daB solche von 400 oder 500 cem Inhalt vollig
ausreichen. Mit Brot als Fiillung trat hier ebenso starke Erhitzung ein
als in GefaBen von 2000 ccm Inhalt. Diese waren jedoch fiir das Heu
besser, da sich Heu nicht so leicht zusammenpressen 1aBt und deshalb
zweckmifig in groferen Mengen verwendet werden mulite. Gewdéhnlich
wurden 100 g trockenes Brot genommen, das mit 50 com Wasser be-
feuchtet worden war. Es wurde locker eingefiillt und nahm nur einen
Teil des Gefdfies ein. Unten wurde ein ansehnlicher Bausch Watte
untergelegt, oben blieb ein breiter Rand, der nachher mit mehreren
Lagen Watte ausgefillt wurde.

Die kleineren Dewarschen GefaBe wurden im Autoklaven sterilisiert,
nachdem sie in der unteren Kuppe, wie bemerkt, mit Watte ausgefiillt und
im {ibrigen in FlieBpapier eingeschlagen wurden. Impfen, Fiillen usw.
geschah in einem sterilen Raum, einem sogenannten Dampflkasten, wie er
fiir derartige Arbeiten bekannt ist. Die hineinragenden Hénde und Arme

wurden mit Wasser und Seife und Chinosol desinfiziert und immer feucht
gelassen, damit sich von ihnen keine Keime ablosen konnten. Selbst-
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verstandlich wurde aber nie das Innere der GefdBe beriihrt. Alle Gegen-
stande, mit welchen das Substrat in Beriihrung kommen mufBte, wurden
sterilisiert. Die Thermometer wurden in einer starken Sublimatlésung
aufbewahrt und vor Verwendung mit sterilemn Wasser abgespiilt. Alle
diese MafBnahmen, die im einzelnen schwer ausfiihrlich zu beschreiben
sind, wurden schlieBlich mit einer solchen Sicherheit beherrscht, da3 nur
ausnahmsweise einmal Infektionen vorkamen.

Die groBlen Dewarschen Gefifle konnten nicht in unserem Autoklaven
sterilisiert werden, da er zu klein ist. Sie wurden (einzelnes siehe spiter) ent-
weder mit Sublimat gefiillt lingere Zeit stehengelassen und dann mit
sterilern Wasser ausgeschwenkt, wobei dem oberen Rand besondere Sorgfalt
gewidmet wurde, oder sie wurden, in FlieBpapier eingeschlagen, im Dampf.
sterilisator mehrere Male sterilisiert.

Die Temperaturablesungen erfolgten so oft wie nur méglich, konnten
aber natiirlich nicht dauernd stattfinden. Doch kam es in erster Linie auf
den erreichten Héchststand an. Dieser wurde immer, falls es nicht von
vornherein geschah, durch Maximumthermometer besonders gepriift,
damit der Hochststand in Beobachtungspausen keinesfalls tibersehen
wurde. Auch wurden zur Kontrolle der Thermostaten stets neben das
Gefal Maximumthermometer in Wasser aufgestellt, um jeden Fehler, der
durch Unzuverlissigkeit der Thermostaten hervorgerufen wurde, aus-
zuschalten. Bei manchen Versuchen wurde die AuBentemperatur durch
Uberfilhrung des Gefiafles mm Thermostaten von héheren Temperaturen
gesteigert, um den Wirmeverlust des Gefdlles zu vermeiden. Das konnte
leider nur unvollkommen geschehen und ist auch nicht bei allen Versuchen
erfolgt. Wie gelegentliche Beobachtungen zeigten, ist auch auf diese Weise
keine starke Steigerung zu erzielen (vgl. z. B. die Versuche mit Penicillium
glaucum und Aspergillus niger). Es ist aber kein Zweifel, daf3 unsere Maximal-
zahlen durchgehends noch etwas hoéher ausgefallen sein wiirden, wenn
dieser Verlust durch Wéirmeausstrahlung noch besser verhindert wére.
Ein ideales Mittel wiirde sein, die Versuche in einem elektrischen Thermo-
staten anzustellen, dessen Temperatur automatisch der steigenden Tem-
peratur im Versuchsgefdf3 folgt. Eine solche Einrichtung, die technisch
auszufithren wire, stand mir aber leider nicht zur Verfligung.

Die im folgenden mitzuteilenden Zahlen stellen nur eine starke
Zusammenziehung meiner Protokolle dar. Eine Darstellung in Kurven-
form verbot sich wegen der unvermeidlichen Liickenhaftigkeit der Ab-
lesungen. Doch kommt es, wie schon bemerkt, in erster Linie auf die
Héchstgrade an.

Ich lasse nun die einzelnen Versuche, geordnet nach den Arten der
Mikroorganismen folgen. Dabei werden gleich ihre Beziehungen zur
Temperatur angefiigt. Namentlich war es natiirlich wichtig, die maxi-
malen ertragharen Temperaturen zu kennen. Soweit nicht zuverldssige
Angaben aus der Literatur vorlagen, wurden sie eigens neu bestimmt.
Dabei geniigte natiirlich nicht die sonst iibliche Methode, die Temperatur-
maxima nach dem Angehen von Impistrichen auf Agar zu priifen.
Vielmehr kam es darauf an, welche Temperaturen von den Organismen
noch eine gewisse Zeit vertragen werden in rein vegetativem Zustand.
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Als Einheitszeit wurde gewohnlich willkiirlich ein Zeitraum von
4 Stunden gewahlt und folgendermafen verfahren: Die Mikroorganismen
wurden auf Agarplatten bei giinstiger Wachstumstemperatur zunichst
zur Entwicklung gebracht. Die jungen noch sporenfreien Mycelien
wurden dann durch einen Tuschestrich auf der Unterfliche der Doppel-
schale umgrenzt, in verschieden hohe Temperaturen gebracht und
4 Stunden darin belassen. Alsdann wurden sie wieder in giinstige
Wachstumstemperatur gebracht und gepriift, ob ein Weiterwachsen
der Mycelien erfolgte. Solche Beobachtungen geben einen fiir unsere
Ziwecke hinreichenden Anhalt zur Beurteilung der Frage, welche Tem-
peraturen von den Mikroorganismen auch nach dem Aufhéren des
Wachstums im vegetativen Zustande noch vertragen werden. Die so
ermittelten Werte liegen oft nicht unbetrichtlich héher als die in der
Literatur angegebenen, die auf die iibliche Weise ermittelt wurden.
DaB sie fiir die Beurteilung der Erhitzung wichtig sind, braucht nicht
betont zu werden. Physiologische Wirmebildung ist eben so lange
mdéglich, als noch lebendes Plasma der Erhitzung widersteht; ob es sich
noch im Zustande des Wachstums befindet, ist gleichgiiltig.

a) Rhizopus nigricans.

100 g geriebenes Semmelbrot wurde, gut angefeuchtet, eine Stunde
bei 3 Atm. sterilisiert und nach dem Erkalten mit Sporen von Rhizopus
an der Oberfliche des Brotes geimpft. Die Masse wurde dann im Dampf-
kasten in ein steriles Dewarsches Gefia eingefiillt, it sterilem Thermo-
meter versehen und mit steriler Watte oben abgeschlossen.

Die Temperatursteigerung war folgende:

I. Versuch II. Versuch
Gefi- Luft- Gefifs- Luft-
Zeit temperatur | temperatur Zeit temperatur | temperatur
°oC oC oC °C
1. Tag . . . . . 26 21 1. Tag . . .. 21,8 21
2, ... 38 23 2., ... 35 20
8., ... 34,3 25 3 , ....] 8 19
4, ... 25 21 4, ... 295 19

Beim Auspacken der Gefdfle zeigte sich auf der Oberfliche des
Brotes weilliches Mycel, das auch an der Aulenseite der Brotséule im
oberen Drittel deutlich zu sehen ist. Im Innern des Brotes sind in
Hohlrdumen. Mycelfiden zu finden. Sporangienbildung ist vereinzelt
auf der AuBlenfliche festzustellen.

Die makroskopische Untersuchung ergab keine fremden Schimmel-
pilze und keine Bakterien.

In den beiden Versuchen ist die erzielte Héchsttemperatur nicht
ganz gleich. Es wurden in einem Falle 38¢, im anderen 35° erreicht.
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Im letzten Falle war aber auch die Aulentemperatur tiefer. Rhizopus
wird in Form junger Mycelien nach 4 Stunden bei 40° abgetitet.

b) Penicillium glaucum.

100 g angefeuchtetes Semmelbrot wurde in Doppelschale im Auto-
klaven sterilisiert, nach dem Erkalten mit Trockensporen einer Reinkultur
auf Agar tberstaubt unid bei Zimmertemperatur 2 Tage stehen gelassen.

Nach dieser Zeit entstand auf der Oberfliche ein dichter Hyphenfilz
mit beginnender Sporenbildung. Nachdem das Brot durchgemischt war,
wuide es in ein steriles Dewarsches GefaB gefiillt, mit sterilem Thermo-
meter versehen und mit steriler Watte verschlossen.

Beobachtung bei Zimmertemperatur:

Zieit GefsBtemperatur Lufttemperatur
(X} 0
1. bis2. Tag . . . .. 24 17—20
3.Tag . . . . . ... 37—40 20—23
4, . 40 19

Dann wurde das Gefaf in einen Thermostaten von 400 gestellt;
die Brottemperatur stieg auf 41° um anf dieser Hohe 3 Tage unver-
andert zu bleiben. Beim Auspacken hing die Brotmasse, durch die
Pilzhyphen gehalten, zusammen. Das Pilzwachstum ist reichlicher
als bei anderen Versuchen; namentlich auf der Oberfliche und seitlich
in den oberen zwei Dritteln und im Thermometerkanal ist es sehr ippig.
Auch ist die Sporenbildung weit lebhafter als bei anderen Beobachtungen.
Der Geruch erinnert etwas an Gorgonzola-Kise.

Mikroskopisch wurde keine Infektion von Bakterien und von
anderen Pilzen, insbesondere nicht mit Aspergillus fumigatus, beob-
achtet.

Dieser Pilz tritt, wie spater ausgefithrt wird, sehr leicht als In-
fektion auf. Mehrere Versuche mit Penicillium ¢laucum verliefen
ergebnislos, weil sich der Aspergillus fumigatus dazugesellte. Die Tem-
peratur im Gefdll zeigte bei solcher Infektion nach einigem Verweilen
auf 409 einen ruckartigen Aufstieg auf 45° und dariiber, namentlich,
wenn, wie hier geschehen, das Dewarsche Gefafl in einen Thermostaten
von 40° gestellt wird. Gerade dieser Anstieg war es, der sofort Verdacht
auf Infektion erregte, der dann durch die mikroskopische Untersuchung
bestétigt wurde.

Die Hochsttemperatur betrug also 41°.

Die sporenfreien Mycelien von Penicillium glaswcum widerstanden
noch einer vierstiindigen Einwirkung von 40°. Bei 45° wird der Pilz
abgetotet.
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¢) Aspergillus niger.

100 g Brotkriimel wurden angefeuchtet und in einer Doppelschale im
Autoklaven. eine Stunde bei 3/ Atm. sterilisiert, nach dem Erkalten mit
Sporen von Aspergillus niger geimpft und im Brutschrank bei 300 einige
Tage gehalten. Nachdem die Sporen gekeimt und das Mycel sich iiber das
Brot ausgebreitet hatte, wurde die Brotmasse im Dampfkasten i ein
steriles Dewarsches Gefa gefiillt, mit sterilem Maximumthermometer
versehen und mit steriler Watte verschlossen. Das GefaB blieb zunichst
bei Zimmertemperatur von 20° stehen.

Die Temperatur nahm folgenden Verlauf:

Zeit Gefil tin;pera,tur Lufttel;lg eratur
1.Tag . . . . . . .. 21 19
2., ... 23 20
.. L 48 20
4 0 495 Thermostat von

Am dritten Tage wurde das Gefd$ in einem Thermostaten von 36¢
gestellt; die Temperatur erhohte sich noch um 1140 = 49,5°.

Nach dem Auspacken war die Brotmasse noch verhaltnismaBig
feucht und zu einer zusammenhingenden S#ule durch die Pilzhyphen
verfestigt, die freihdingend nicht zerrif. Die obere Fliche der Siule
zeigte kalkartig weiBe Flecken von Mycelfiden und einige schwarze
Stellen, die Konidien des Pilzes. Sonst ist mit bloBem Auge keine Ver-
schimmelung zu sehen, insbesondere nicht im Innern der Brotsiule.
An den Langswénden zeigten sich gelbliche Flecke, aber keine Konidien-
bildung; auch im Innern war keine Sporenbildung zu finden.

Mikroskopisch fanden sich durch die ganze Masse hindurch bis
ins Innere Mycelfiden, die die Brotkriimel zusammenspinnen. Keine
Bakterien! Die feuchte Brotmasse war nicht klebrig verschmiert,
sondern lie sich in groBeren Xlumpen auseinandernehmen. Die groBte
Feuchtigkeit war im unteren Drittel des Brotzylinders.

In einem zweiten Versuch wurde im Thermostaten von 36° eine
Héchsttemperatur von 53,5 erreicht.

In einem dritten Versuch wurde das Brot unmittelbar nach der
Beimpfung mit Sporen bei Zimmertemperatur von 15 bis 19,5° beob-
achtet. Die Temperatur sank anfangs, stieg dann sehr langsam, da
die Mycelien erst allmahlich heranwachsen muBten, schnellte schlie8lich
aber am vierten Tage rasch von 20 auf 52° empor. Die erzielten Hochst-
grade betrugen also 49,5, 52, 53,59. Im vegetativen Zustande wird
Aspergillus niger wahrend 4 Stunden bei 55° abgetétet, wihrend er die
Temperatur von 50° noch iibersteht.
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d) Aspergillus fumigatus.

Dieser pathogene Schimmelpilz findet sich auBerordentlich haufig
an erwarmten garenden Pflanzenstoffen und wéchst sehr gerne auf
feuchtem Brot, wenn es auf etwa Bluttemperatur erwdrmt ist. Bei
Erwirmungsversuchen mit anderen Schimmelpilzen auf Brot tritt
er gelegentlich als Infektion auf, die sich erst bemerkbar macht, wenn
die Temperatur auf die ihm zusagende Hohe von etwa 40° gestiegen ist.
Bei Zimmertemperatur kann er sich nicht schnell genug entwickeln
und wird von den anderen Schimmelpilzen unterdriickt.

Das Brot wurde, nachdem es angefeuchtet war, in Deckelschalen im
Autoklaven bei 1 Atm. eine halbe Stunde erhitzt, ebenso das Dewarsche
Gefall. Die Impfung erfolgte mit trockenen Sporen, indem diese mit der
Platinnadel einer Reinkultur auf Agar entnommen, iiber die Brotmasse
verstdubt und mit einem abgeflammten Glasstab durchgemischt wurden.

Nach der Impfung wurde das Brot sogleich im Dampfraum mit einem
abgeflammmten Metalloffel in das Gefdl gefiillt.

Die Beobachtung des Temperaturanstiegs erfolgte bei Zimmer-
temperatur und ergab folgendes Bild:

Zeit Gefifitemperatur Lufttemperatur
oC oc
1.Tag . . . . . . .. 28 T 18,5
2 e 19 19
8. e 20—30 20
4, .. 40—b4 21
5 bis7. Tag . . . . . 51—52 18—20

Als das Brot aus dem Gefdl entleert war, schien es, insbesondere
im unteren Drittel des GefiBes, feuchter zu sein, als vor seinem
Einfiillen. Dieses Mehr an Feuchtigkeit, das auch bei anderen Ver-
suchen auffiel, ohne daf es quantitativ festgestellt wurde, konnte
damit erkldrt werden, daB bei der Atmung neben CO, auch H,0
gebildet wird. Das obere Drittel war stellenweise von weiBem Mycel
in Form groBer Flecken bedeckt. Im obersten, mehr trockenen Teile
war Sporenbildung von griiner bis rauchgrauer Farbe zu sehen. Das
Brot war zusammenhingend, aber nicht verklebt. Im Innern des
Brotes war makroskopisch wenig Pilzmycel zu {inden.

Mikroskopisch gingen die Hyphen in einzelnen Stringen durch
die ganze Brotmasse der oberen zwei Drittel. Es fanden sich in der
Aufschwemmung keine Bakterien und keine fremden Pilze. Der
Aspergillus fumigatus ist iibrigens an den Endanschwellungen seiner
Konidientridger leicht zu erkennen und kann mit anderen Aspergillen
nicht verwechselt werden.
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Ein zweiter Versuch mit Aspergillus fumigatus wurde nach dem
tiblichen Sterilisieren und Impfen zunichst 2 Tage lang im Thermo-
staten von 40° gehalten. Wahrend dieser Zeit entwickelte sich der
Pilz auf der ganzen Brotoberfliche. Hierauf wurde das Brot im Dampf-
raum gut durchgemischt und nochmals mit etwas sterilem Wasser
angefeuchtet. Die Brotmasse hatte gleichmiflige Kriimelung nach dem
Einfiillen in das Dewarsche Gefd. Einfithrung eines sterilen Maximum-
thermometers und WatteabschluB. Das Gefil wurde in einen Thermo-
staten von 30° und am zweiten Tage in einen solchen von 40° gestellt.

Es ergab sich folgender Temperaturanstieg :

Zieit GefaBtemperatur T]%gfnr%%igatﬁn-
0C 0g
LTag . . ... ... 29 29
2. . o 54—57 30 bzw. 40
e 57 41

Die Temperatur ging im Laufe des dritten Tages auf 52,59 herunter;
der Versuch wurde daraufhin abgebrochen. Die Brotkriimel sind
iiberall durchwachsen und etwas verfestigt, aber doch so, da die Masse
wieder leicht kriimelig auseinanderfillt. Sie ist von feinem, weiBlichem
Schimmel durchsetzt. Die Sporenbildung ist wenig auffallig, hier
und da zeigen sich auf der Oberfliche kleine griinliche Anfliige.

Das Aussehen des Brotes ist im ganzen wenig auffillig verindert.
Mikroskopisch finden sich keine Bakterien und keine Pilze.

Aspergillus fumigatus erwirmte also in. Reinkultur sein Substrat
auf 54 bzw. auf 57°.

Seine Mycelien widerstanden noch ejner vierstiindigen Erhitzung
bei 60°.

e) Mucor corymbifer.

Diese Mucorinee bildet mit ihrem kurzen pelzartigen braunen
Rasen ein haufiges Vorkommnis auf heifem Heu. Er wichst bei Zimmer-
temperatur nur sehr langsam, stark dagegen bei hoheren Temperaturen,
z. B. 40% doch hért er bei etwa 50° auf, zu wachsen.

100 g angefeuchtetes Brot wurde in Deckelschalen im Autoklaven
sterilisiert und mit den trockenen Sporen des Pilzes geimpft. Nachdem
sich nach 2 Tagen ein kriftiger Flaum bei einer Thermostatentemperatur
von 44 entwickélt hatte, wurde das Brot im Dampfkasten gut durch-
gemischt und in ein steriles Dewarsches Geféfl gefiillt, mit sterilem Thermo-
meter versehen und mit Watte abgeschlossen. Es wurde danm in einen
Thermostaten von 30° gestelit.
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rmostaten-
Zeit Gefaftemperatur T}izmpoerg&

(X! oC
1.Tag . . . . . . .. 28—39 31
2 4550 32
8. e 4950 22—21
4., .. 56,5 40
5. n e 51,75 40

Am dritten Tage war der Thermostat unbrauchbar. Da auch die
iibrigen thermophilen Pilze bei 40° Thermostatentemperatur beob-
achtet wurden, ist am vierten Tage auch bei diesem Versuch die
Temperatur der ungebenden Luft auf 40° erhéht worden. Die Gefal3-
temperatur ging auf 56,5° hoch, um dann schnell zu sinken.

Makroskopisch war an der freien Oberfliche ein Anflug von
Sporangien zu sehen, an der Zylinderflache sowie im Thermometerkanal
ein zarter Flaum von Schimmel.

Mikroskopisch waren weder Bakterien noch andere Pilze zu finden.

Das vegetative Mycel dieses Pilzes iibersteht, allerdings mit
deutlicher Schiadigung, eine vierstiindige Einwirkung von 60°.

1) Thermoidium sulfureum.

Der von mir frither gefundene und beschriebene Pilz, ein Fungus
imperfectus, tritt zuweilen auf selbsterwirmten Pflanzenmassen bei
etwa 409 auf. Sein Minimum ist 259, bei 53° wichst er noch schwach,
er zéhlt also zu den echten Thermophilen. Durch sein schwefelgelbes
Aussehen ist er leicht von anderen Pilzen zu unterscheiden.

Die auf Heudekokt-Agarrshrchen herangezogene Reinkultur wurde
samt der Agarschicht mit dem Brot innig vermengt. Im Gegensatz zu den
meisten anderen Versuchen wurde das geimpfte Brot nicht erst im Thermo-
staten bis zum Anwachsen der Pilze gehalten, sondern kam gleich in das

sterile Dewarsche GefaB. Dieses wurde dann in einen Thermostaten von 35¢
gestellt.

Die Temperatursteigerung war folgende:

Zieit GefiBtemperatur T}%ggx;)%i‘;a{gn-

o 0Q
1.Tag . . . . . . .. 15—21 35
2., ... 30 35
3., .. 42—50,5 34
4. ... 55—58 35
b , .. ... 58 36
6. ., ... e 56 35
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Nach Abschlufl des Versuchs fand sich im oberen Teil weiBliches
Mycel und stellenweise gelbe Flecken. Das Brot war zusammen-
hingend und gleichméfBig durchfeuchtet. die oberste Schicht etwas
trocken und kriimelig. Hier sowie an den Seiten war das Pilzwachstum
mit bloBem Auge wu sehen, im iibrigen war das Brot wenig veridnders.

Der mikroskopische Befund ergab keine Bakterien und keine
fremden Pilze.

Der Pilz erhitzte also sein Substrat bis 58°. Junge Mycelien von
Thermoidium sulfurewm werden durch vierstiindigen Aufenthalt bei
60° getotet, iiberstehen aber noch eine entsprechende Einwirkung
von 55°.

g) Thermophiles Penicillium.

Der ausgeprigt thermophile Thermoascus aurantiacus, ein Asco-
mycet, der von mir (1907, 8. 70) seinerzeit aus Heu isoliert und be-
schrieben wurde, konnte nicht untersucht werden, da die Kulturen
eingegangen waren. Bei seinen Versuchen, ihn erneut aufzufinden,
isolierte Dr. Maeckel einen ahnlich aussehenden Pilz, der in seinem
Verhiltnis zur Temperatur dem 7Thermoascus sehr nahe stand. Er
wuchs etwa zwischen 35 und 60°. Bei niaherer Untersuchung erwies er
sich als Penicillium mit rudimentirer Konidien-, dafiir aber um so
reichlicherer Bildung von Perithecien. Diese sind rund und orangegelb
und bedecken den Agar mit einer feinen, wmehligen, gelben Schicht.
Eine néhere Bearbeitung steht noch aus.

100 g Brot, in der iiblichen Weise im Autoklaven sterilisiert, wurde
nach dem Frkalten mit trockenen Ascussporen des thermophilen Penicillium
geimpft und sogleich in das Dewarsche Gefall gefiillt. Die Sporen keimten
bei diesem Versuch direkt in dem Dewarschen Gefall, im (egensatz zu
anderen Versuchen, bei welchen die Keimung der Sporen und die erste
Mycelentwicklung in den Kristallisierschalen erfolgte. Das Gefafl wurde

in einen Thermostaten von 35° gebracht und zeigte folgenden Temperatur-
anstieg:

Zeit Gefifitemperatur ﬂ;g;%%i:}tﬁ.n-

oC oC

1.Tag . . . . . . .. 25 35

20 . oo 84—45 35

3., . 37 36

4., 57 35,5

5 61 35

6., ... 61 34

7.und 8. Tag . . . . . 60,5 34

9. Tag . . . . . . .. 59 35

Der Versuch blieb noch einige Tage im Thermostaten von 35%;
die Temperatur des Gefafles pendelte zwischen 59 und 61°, um dann
auf 58°% zu sinken.
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Beim Auspacken zeigte sich das iibliche Bild: Kurzer, weifler
Schimmel auf der oberen Fliche des Brotes, durchsetzt mit gelben
Flecken, den Perithecien des Pilzes. Im Inneren der Brotmasse war
wenig Mycel und keine Perithecienbildung zu finden.

Mikroskopisch zeigten sich weder Bakterien noch fremde Pilze.

Der Temperaturanstieg erfolgte ziemlich langsam, wohl deshalb,
weil sich die Mycelien erst aus den Sporen entwickeln mufiten. Auf-
fallend ist, dafl die hohen Temperaturen des Pilzes sich mehrere Tage
mit geringen Schwankungen hielten.

Rin zweiter Versuch, bei dem der Thermostat zu starke Schwan-
kungen zeigte, mulite, obwohl diese nur voriibergehend waren, ver-
worfen werden.

Erreicht wurde also die Temperatur von 619,

Bei Priifung der Lebensfahigkeit der jungen Mycelien bei hohen
Temperaturen ergab sich, dafl diese noch einer vierstiindigen Ein-
wirkung von 659 widerstehen.

h) Actinomyces thermophilus.

Ich gewann frither Actinomyces-Kulturen aus selbsterhitztem Heu
oder aus frischem erhitzten Grase, in welchen Substraten der Strahlen-
pilz zu den auffilligsten Bestandteilen der Mikroflora gehért.

Bei den Versuchen mit Sonnenblumenfriichten zeigte sich ofters
ein mehr oder minder starker Befall der Fruchtschalen mit dem Strahlen-
pilz. Die Friichte waren mit rundlichen, weif3 gefdrbten Flecken von
verschiedener Grofle bedeckt, die wie Kalkspritzer aussahen. Auch
aus Erde, Schlamm, Torf, Mist, den Exkrementen von Kaninchen,
Meerschweinchen usw. lassen sich Acfinomycespilze mit thermophilen
Eigenschaften isolieren.

So weitverbreitet die thermophilen Strahlenpilze sind, so zeigen
sie in Kulturen doch gewisse Schwierigkeiten. JImpfungen von
Actinomyces auf Heu, das vorher im Autoklaven sterilisiert wurde,
schlugen fehl. Es zeigte sich, daB autoklaviertes Heu stark sauer
reagierte. Im Gegensatz zu den meisten Schimmelpilzen vertrigt aber
der Actinomyces nur einen #uBerst geringen S#uregrad (Lseske 1921,
S.123). Wurde das Heu mit kohlensaurem Calcium eingestdubt, die
Sdurewirkung also aufgehoben, so wuchsen die Strahlenpilze aus-
gezeichnet. Die Methode war folgende: Trockenes Heu wurde mit
feiner Schlimmkreide angestdubt, mit Wasser angefeuchtet und,
damit die Feuchtigkeit sich gleichmaflig verteilen konnte, zundchst
in einem geschlossenen Blechgefal mehrere Stunden belassen. Hierauf
wurde es im Autoklaven sterilisiert. '

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 1. 7
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Heu, das im Erlenmeyerkolbchen nach dieser Methode behandelt
und mit einer Reinkultur von Actinomyces beimpft wurde, war bereits
nach 24stiindigem Aufenthalt im Thermostaten von 45° ganz weill
iiberpudert von den Sporenhiufchen. Das Heu trocknet in dem Erlen-
meyerkélbchen bald aus; die Sporen des Actinomyces bleiben aber
keimfshig, da sie gegen das Austrocknen &uBerst widerstandsfihig
sind. Solch ein Heuhdlmchen, mit der ausgegliihten Pinzette aus dem
Erlenmeyerkolben genommen, eignet sich sehr begquem zum Weiter-
impfen, da die trockenen Sporen Adullerst leicht abstduben. Diese
Methode der Impfung hat noch den Vorteil, da immer Sporenmaterial
zur Weiterimpfung vorhanden ist. Denn eine andere Kultureigen-
tiimlichkeit von Actinomyces ist seine Anderung der Fihigkeit der
Sporenbildung. Es ist bekannt, dal auf Agar, besonders auf sehr
nihrstoffreichem, die Sporenbildung stark zuriickgeht, so daB die
Belige ans gelblichen, halbkugeligen Massen bestehen. Auf Heu bildet
er aber immer seine charakteristischen Sporen. Auf Brotkriimeln, die
im Antoklaven sterilisiert wurden, wuchs der Actinomyces ausgezeichnet.
Sein diinnes, feinfadiges Mycel ist mit blofem Auge im Brot itherhaupt
nicht sichtbar; die wenigen weilen Stellen sind seine Sporenhiunfchen.

Heu wie auch Brot, auf denen Aecitnomyces wichst, verbreiten
einen mehr oder minder charakteristischen Geruch nach frischer Erde.

Versuche mit Heu.

Nachdem das Heu mit Schldmmkreide tiberstreut und gut angefeuchtet,
einige Stunden im geschlossenen Blechgefaf gestanden hatte, wurde es in
einen Leinenbeutel gefiillt und fest gepackt. Hierauf wurde es 3/, Stunden
bei 1 Atm. sterilisiert und nach geringer Abkithlung im Thermostaten bei 40°
6 Stunden lang stehengelassen, um den etwa noch vorhandenen Calfactor-
sporen Gelegenheit zum Keimen zu geben. Hierauf kam der Beutel noch
einmal % Stunden bei 1 Atm. in den Autoklaven zur Erhitzung und am
folgenden Tage noch ein drittes Mal. Das Heu wurde dann mit einer Sporen- .
aufschwemmung von Aectinomyces mittels eimer Injektionsspritze an ver-
schiedenen Stellen des Sackes beimpft, der Sack mit einem Maximum-
thermometer versehen und in das Dewarsche Gefdfl geschoben, das oben
mit mehreren Lagen Watte abgeschlossen wurde.

Die Temperatur machte folgenden Anstieg:

Th ten-

Zeit Gefafitemperatur t:&?grs;%uin
00 X}
1.Tag . . . . . . .. 30 49
4 . 61,5—62 51
Be e e 63 50

Als der Versuch abgebrochen wurde, war das Heu in der charak-
teristischen Weise von weiBlichen Flecken des Actinomyces durchsetzt.
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Leider zeigte sich aber auch im unteren Teile eine Infektion mit Bac.
calfactor. Es muBte also zweifelhaft bleiben, ob das Maximum von 63°
allein durch den Strahlenpilz bewirkt worden war.

Nun wurde ein absichtlicher Kombinationsversuch von Actinomyces
mit Bac. calfactor angestellt.

Zwei Portionen Heu wurden mit Kreide vermischt und im Anto-
klaven sterilisiert, und zwar:

1. feuchter in drei Deckelschalen,

2. weniger feucht in einem héheren, mit Deckel iiberdeckten
Zylinder.

Die drei Deckelschalen wurden mit einer Reinkultur von Actinomyces
beimpft und bei 40° im Thermostaten gehalten; der Pilz war am anderen
Tage stark auf der Heuoberfliche gewachsen.

Nun wurde das Heu im Zylindergefé mit einer starken Aufschwemmung
von frischen, sporenhaltigen Reinkulturen von Bac. calfactor iibergossen.
Die Fliissigkeit sickerte allméhlich durch die Heumasse hindurch. Das
Dewarsche Gefa war vorher mit Sublimat sterilisiert worden, schlielich
wurde es mit sterilern Wasser ausgespiilt. Dann wurde abwechselnd von
beiden Heumassen im Dampfkasten das Gefall gefiillt, mit sterilem
Maximumthermometer versehen und mit steriler Watte oben abgeschlossen.

Der Temperaturverlauf war folgender:

" Th taten-
Zeit Gefiftemperatur f‘;ﬁﬁ‘r;ﬂl
oQ °oC
e o 0
20 4 e e e b}
S 57,5 39
4 . . 54 40

Am zweiten Tage war starker Geruch nach Actinomyces wahr-
nehmbar. Nachdem der Versuch abgebrochen war, wurden mit Lupe
und Mikroskop keine fremden Schimmelpilze gefunden. Der sporen-
bildende Calfactor war sehr gut entwickelt, dagegen war der Strahlenpilz
weniger gleichméflig verteilt.

Versuche mit Brot.

100 g gut angefeuchtetes Brot wurde im Autoklaven in einer Doppel-
schale eine Stunde bei 3/, Atm. sterilisiert und nach Erkalten auf der Ober-
fliche mit einer Reinkultur von Actinomyces geimpft. Das Impfmaterial
war bereits auf Brot in sterilem Erlenmeyerkolben herangezogen wund
wurde auf der Oberfliche der Versuchsmasse verteilt. Die Schalen blieben
im Thermostaten von 42° 2 Tage lang. Dann wurde die Brotmasse im
Dampfkasten gut durchgemischt und auBerdem mit etlichen Heuhalmen
versehen, die von einer Reinkultur von Actinomyces auf Heu (mit Kreide)
entnommen waren. Alsdann wurde das Brot in ein steriles Dewarsches
GefaB gepackt, mit sterilem Thermometer versehen, it steriler Watte
verschlossen und in einen Thermostaten von 40° gestellt.

7%
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Die GefaBtemperatur stieg von 28° innerhalb eines Tages auf 609,
um dann am nichsten Tage auf 519 zu sinken. Der Versuch wurde
dann abgebrochen. KEs machte einen merkwiirdigen Eindruck, daB
das Brot in seinem Aussehen unverandert war. Es ist nicht zusammen-
geballt, sondern kriimelig wie beim Einfiillen in das Gefi und zeigt
wegen der auBerordentlichen Diinnfddigkeit des Mycels keine schim-
meligen Stellen. Weile Sporenflecken sind kaum sichtbar, nur an
der Oberfliche zu seben. Auffallend ist ein starker siilicher Geruch.

Mikroskopisch fanden sich keine Bakterien; hier und da waren
die sebr diinnen Fiden des Strahlenpilzes erkennbar.

Ein zweiter Versuch wurde in ganz &hnlicher Weise in einem
vorher angewirmten Gefafl angesetzt und in den Thermostaten gestellt.
Die folgende Tabelle zeigt den Verlauf der Warmeentwicklung.

Foit GefaBtemperatur Tl;zxggo;m&]eln-
0g 0Q
1. bis 9. Stunde . . . 35—50 42 —465
10. , 22. R 50—60 46,5—45
23 , 8. , ... 60—63 45 —b0,5

Eine weitere Steigerung erfolgte nicht.

SchlieBlich ergab ein letzter Versuch wieder eine Hochsterhitzung
von 639.

Actinomyces vermochte also in Reinkultur die Temperatur seines
Substrats auf 60, 63, 63° zu steigern. Eine Priifung junger Mycelien
ergab, daB sie nach vierstiindigem Verweilen bei 65° abgestorben
waren, dagegen eine entsprechend lange Erhitzung bei 60° iiberstanden
hatten.

2) Thermomyces lanuginosus.

Dieser ausgeprigt thermophile Fungus imperfectus mit groBen
Einzelkonidien ist immer in heifem Heu zu finden. Seine Selbst-
erhitzungsfahigkeit wurde in Heu und in Brotkriimeln untersucht.

Feingeschnittenes Rasenheu wurde mit Schlémmkreide bestdubt, mit
Wasser reichlich angefeuchtet und einige Stunden in einem geschlossenen
Blechkasten liegengelassen, damit die Feuchtigkeit gleichméBig in das
Heu einziehen konnte; hierauf wurde die Heumasse so fest, wie es mit der
Hand moglich war, in einen Leinensack gepackt und im Autoklaven eine
Stunde bei 1 Atm. erhitzt. Der Sack wurde vorher in doppeltes Fliefpapier
eingewickelt, damit beirn Herausnehmen aus dem Autoklaven der Leinen-
beutel nicht infiziert werden konnte. Nach dem Erkalten wurde der Sack
in den Dampfraum gebracht, das Papier entfernt und eine Aufschwemmung
von Thermomycessporen in sterilem Wasser mittels steriler Spritze injiziert.
Im ganzen wurden etwa 40 ccm Fliissigkeit an verschiedenen Stellen durch
die Sackwand in das Heu eingespritzt und der Sack dann in ein Dewarsches
GeféB geschoben. DaB Gefall wurde zuvor mit Sublimat einige Tage stehen-
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gelassen und kurz vor seiner Verwendung mit sterilem Wasser einige Male
ausgespiilt. Nachdem noch ein mit Sublimatlésung desinfiziertes und
mit sterilem Wasser abgespiiltes Thermometer in die Mitte des Heuzylinders
eingefithrt und der obere Teil mit steriler Watte abgeschlossen wurde,
kam das Gefdl in einen Thermostaten von 40°.

Das Gefafl zeigte folgende Temperatursteigerung:

Zeit GefiBtemperatur l\ggl%ﬁé%néiﬁgy

[Xe} oC
LTag « . . o o vu . 28 40
2., . e 36,5 40
> 56 40
Be e e 65 43
T e e e e e 68 51
8 5 e 59 42

Die Thermostatentemperatur wurde zeitweilig absichtlich erhoht.
Nachdem die fiir die Sporenkeimung giinstige Temperatur von 35°
erreicht war, stieg sie rasch bis 68% um dann ebenso rasch zu sinken.
Beim Auspacken des Heues war eine starke Verschimmelung nur an
der Oberfliche sichtbar, wo reichlich die graugriinlichen Sporen zu
sehen waren. Das obere Drittel des Heuzylinders war ziemlich trocken.
Der untere Teil des Heues war noch gut feucht, eine wenig auffallige
Verschimmelung war nur in den Hohlrdumen zu sehen.

Die mikroskopische Untersuchung ergab, da neben Sporen und
sehr charakteristischen Hyphenbruchstiicken von Thermomyces auch
massenhaft sporenbildende Stébchen von Bac. calfactor vorhanden
waren.

Ein zweiter Versuch mit Thermomyces auf Heu wurde insofern
anders vorbereitet, als das Heu fraktioniert im Autoklaven erhitzt wurde.

Der Heubeutel wurde zunéchst eine Stunde bei 1 Atm. gehalten, dann
etwas erkalten gelassen und hierauf 5 Stunden in einen Thermostaten
von 40° gebracht. Diese Zeit wurde gewahlt, weil ich frither fand, daB die
Sporen von Bac. calfactor bei 50° schon nach 6 Stunden ausgekeimt sind.
Nach dieser Zeit kam das Heu wbermals in den Autoklaven eine Stunde
bei 1 Atm. und blieb dort, bis es vollkommen erkaltet war. Die Impfung
erfolgte wieder mittels der Prawazschen Spritze. Der Heusack kam in das
Dewarseche Gefdfl, das vorher langere Zeit mit Sublimat gefiillt gewesen
war und vor der Verwendung mit sterilem Wasser ausgespiilt wurde.

Die Temperatur stieg wihrend eines Tages von 26 auf 40° um
dann schnell auf 629 und dann in weiteren 3 Tagen auf 68,1° empor-
zusteigen. Die Thermostatentemperatur betrug 46 bis 520

Beim Auspacken zeigte sich das Heu stark verfirbt; auf seiner
Ober- und AuBenfliche, sowie in Hohlrdumen und auf Blittern war
makroskopisch Sporenbildung zu konstatieren. Das Heu hatte einen



102 H. Miehe:

Geruch nach Ammoniak. Mikroskopisch fanden sich zahlreiche Bruch-
stiicke von Pilzmycel und wieder eine starke Infektion von Bakterien,
die diesmal weniger Sporen gebildet hatten als im vorigen Versuch.

Ein dritter Versuch mit Heu wurde folgendermaBen abgesndert:

Nachdem das Heu mit trockenem Kreidepulver angestaubt und an-
gefeuchtet war, kam es in den Beutel, in dessen Mitte gleich ein Glasrohr,
das oben und unten mit Watte abgeschlossen war, eingepackt wurde.
Dieses Glasrohr diente zur Aufnahme des Thermometers. Auf diese Weise
sollte vermieden werden, da8 Thermometer und Heu in direktern Kontakt
waren, da méglicherweise eine Infektion vom Thermometer herrithren
konnte, das mittels Hitze nicht sterilisierbar war. Auf die obere Heuschicht
im Beutel kam eine Lage Watte, durch diese ragte die Glasréhre etwa
3 cm aus dem Beutel heraus, der dann zugebunden und in eine doppelte
Lage FlieBpapier eingehiillt wurde. Das ganze wurde dann im Autoklaven
eine Stunde bei 2 Atm. gehalten, kam dann — nachdem es etwag abgekiihlt
war — 5 Stunden in den Thermostaten von 45° und hierauf wieder in den
Autoklaven, und zwar eine Stunde bei 1 Atm. Das Heu erkaltete dann
im Autoklaven und wurde ein drittes Mal erhitzt; auch alle verwendeten
Gefalle sowie die Spritze wurden im Autoklaven sterilisiert. Das Dewarsche
Gefél wurde 2 Tage mit heiBer Sublimatlésung bei 50° im Thermostaten
gohalten und dann an drei folgenden Tagen im Dampftopf bei 100° je
eine Stunde sterilisiert.

Der Heubeutel wurde zum Zwecke der Impfung in eine vorher sterili-
sierte (lasschale gestellt und nun mittels steriler Watte festgehalten; ein
Beriihren mit den bloflen Hinden unterblieb. Durch Drehen der Glasschale
wurde er auf allen Seiten fiir die Sporeninjektion zugénglich gemacht.

Das Thermometer, das vorher mehrere Tage in Sublimat war, wurde,
ohne abgespiilt zu werden, direkt in die Glasréhre geschoben, nachdem
der obere Wattepfropfen mittels ausgeglithter Pinzette entfernt war. Der
untere Wattepfropfen saugte die abtropfende Sublimatlésung auf. Hierauf
wurde der Heubeutel in das Dewarsche Gefal geschoben, dies mit steriler
Watte abgeschlossen und in einen Thermostaten von 50° C gebracht. Das
Thermometer im Heu zeigte zu Beginn 28°,

Die Temperatursteigerung erfolgte innerhalb 2 Tage auf 549,
dann auf 58° und erhohte sich auf 65,5° innerhalb 3 Tagen. ‘Die Thermo-
statentemperatur betrug 51 bis 52°.

Der Versuch wurde dann abgebrochen, da sich der Temperatur-
anstieg #hnlich den beiden anderen Versuchen verhielt und wieder
eine Infektion vermutet wurde. In der Tat wurde wieder das sporen-
bildende Bakterium gefunden.

Makroskopisch war das Heu sebr stark verfarbt und auch sebr
feucht; insbesondere war es im unteren Drittel des Beutels fast schwarz
und schmierig, wohl eine Folge der allzu heftigen Autoklavenbebandlung.
Oben waren Pilze deutlich zu sehen, ebenso waren in dem Kanal auf
der Glasrohre Verschimmelung und teilweise Sporenbildung zu beob-
achten.

Die mikroskopische Durchsnchung ergab, daB von Pilzen nur
Thermomyces vorhanden und keine andere Pilzinfektion beteiligt war.
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Es war also nicht méglich, Heu zu sterilisieren. Die Temperatur-
steigerung war demnach die Folge der vereinigten Wirkung von Thermo-
myces und Bac. calfactor. Es wurde nicht iibersehen, daB in einer
feuchten Heumasse, die fest in einen Beutel zusammengepackt ist,
die Hitze erst allmahlich in das Innere eindringt. Im Dampfsterilisator
von 100° wurde z. B. mit dem Maximumthermometer wiederholt ge-
funden, daB es bis 3/ Stunden dauerte, ehe in der Mitte des Heues
die AuBendampftemperatur von 100° erreicht wurde. Dabei war die
Zeit verschieden, je nach der Griéfe und namentlich nach der Dichte
der Packung des Heuballens. Es wire daher giinstiger, das Heu in
lockerem Zustande zu sterilisieren; allein das nachfolgende Zusammen-
driicken und Einfiillen des Heues in den Beutel konnte ohne nach-
trigliche Infektion nicht durchgefilhrt werden, da ein Beriihren des
Heues mit den Hinden nach dem Sterilisieren auf alle Falle unter-
bleiben mufte.

Nunmehr wurden Versuche mit Brot ausgefithrt.

Das angefeuchtete Brot wurde in Doppelschalen, die schon mit Heiluft
keimfrei gemacht waren, gebracht und im Autoklaven steribisiert. Im
Dampfraum wurden nun die Schalen mit Thermomycessporen beimpft, die
einfach von einer Agarfliche abgekratzt und auf der Oberflache des Brotes
verteilt wurden. Die Doppelschale wurde dann in einen Thermostaten
von 43° gestellt, bis sich nach 2 Tagen dann schimmelartiger Uberzug des
Pilzes zeigte.

Nun wurde das Brot im Dampfraum gut vermischt, noch mit etwas
sterilem Wasser versetzt und dann mit sterilisiertem, abgeflammtem Laffel
in das Dewarsche Gefall gefiillt. Das GefdB wurde vorher ebenfalls im
Dampftopf sterilisiert. In die Mitte der Brotmasse wurde das Thermometer
eingefiihrt, das vorher in Sublimat aufbewahrt worden war und dann mit
sterilemn Wasser abgespiilt wurde. Der obere Abschlufl bestand aus mehreren
Lagen steriler Watte, durch die das Thermometer herausragte. Das Gefal
kam dann in einen Thermostaten von 38 bis 40°.

Der Temperaturverlauf war folgender:

Zeit GefaBtemperatur “g'gé‘ iff‘féﬁ%‘;ﬁ;?;ﬁr
oC oC
1.Tag « o o v - . . . 22 38
3., ... 35 40
4o v 51—56,5 40
B e 61--62,25 40
6., e 58,75 40

Nach dem Entleeren des Gefafles zeigte sich auf der Brotober-
flache weiliche Schimmelbildung. Die Mycelien waren in das Innere
gewachsen und hielten die einzelnen Brotkliimpchen zusammen, waren
aber nicht ohne weiteres sichtbar.



104 H. Miehe:

Mikroskopisch fanden sich keine Bakterien ; Pilzmycel nur Thermo-
myces, keine fremden Schimmelpilze.

Ein zweiter Versuch mit Thermomyces auf Brot wurde in dhnlicher
Weise wie der vorige vorbereitet, nur wurde statt des kleinen Dewarschen
GefiBes von 500 ccm Inhalt ein groBeres von 2000 cem Inhalt verwendet.

Das angefeuchtete Brot wurde im Autoklaven sterilisiert und nachher,
da es etwas verhidrtet war, mit sterilem Loffel so gut es ging zerkleinert
und nochmals befeuchtet. Nachdem der Pilz gut auf dem Brot angewachsen

war, wurde es nach 2 Tagen in das Dewarsche Gefafl gefiillt und wie beim
vorigen Versuch verfabren. Das Gefafi stand bei 50° im Thermostaten.

Die Temperatur stieg folgendermaSBen:

Zeit Gefalitemperatur %ﬁ%ﬁéﬂ%ﬁ%ﬂr
G °C
%. Tag . . . . . ... 27 50
s e e e e e 60 49
3. . Ll 61 49
4 L .. 61 49
Be f e e 59 49

Nach der Unterbrechung des Versuchs war das Brot gut durch-
feuchtet, die Klumpen hatten das Wasser aufgenommen und waren
miirbe und weich geworden.

Es hatte wieder den Anschein, als ob das Brot feuchter geworden
wire, als es zu Beginn der Zusammenschichtung war. Pilzwachstum
war deutlich am #uBeren Rande, an der Oberfliche des Zylinders und
zwischen den gréBeren Brotklumpen zu sehen. Sporenbildung war an
der Oberfliche nur geringfiigig.

Mikroskopisch konnten keine Bakterien gefunden werden, auch
keine anderen Pilze. Der Versuch ist also rein geblieben.

Es wurde noch ein dritter Versuch in dem 2000-cem-Gefa3 mit, kriime-
ligem Brot angesetzt. Die Durchithrung dieses Versuchs war dem vorigen
ganz gleich, nur war das Brot dadurch in lockerem Zustande geblieben,
dall die Brotmasse auf mehrere Doppelschalen verteilt wurde, die sich

von vornherein leichter durchfeuchteten als die gréBlere Menge Brot in
einer Schale.

Der Temperaturverlauf war:

Zeit Gefabtomperatur | o Hhermmorsatan.
oC °oC
1.Tag . . . . . ... 28 50
% L .. 61 0
3. . L 61 50
4 0 Lo 625 50
5. . . 60 495
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In allen Fillen hatte das Brot einen angenehmen Geruch, war
nicht verklebt, wohl aber blieb der Brotzylinder zusammenhaftend,
gehalten durch die ihn durchziehenden vereinzelten Pilzhyphen, die
dem unbewaffneten Auge uicht ohne weiteres sichtbar waren. Es
war iiberhaupt merkwiirdig, dafl das Pilzwachstum nicht sehr auffallig
war. Abgesehen von dem oberen Drittel des Brotes, auf dem auch
Sporenbildung auftrat, und der Auflenfliche des Brotzylinders, ab-
gesehen ferner von kleineren Hohlriumen und dem Kanal des Thermo-
meters, war von einer Mycelbildung wenig zu sehen. Die Feuchtigkeit
war im unteren Drittel des Brotes am gréBten, die hochste Wirme
wurde meist in der Mitte der Brotsidule gefunden und nahm nach oben
hin ab, soweit das mit einem Normalthermometer gemessen werden
konnte.

Es wurden also von Thermomyces durch Selbsterhitzung maximale
Temperaturen von 61, 62,25 und 62,5° erzielt. Wenn mithin in dem
Heu 68, 68,1 und 65° erreicht wurden, so kann dies Mehr an Wirme-
bildung nur auf die Wirkung des Bac. calfactor zuriickgefithrt werden,
sofern man nicht auBerdem etwa eine bessere Eignung des Heues gegen-
tiber dem Brot annehmen will.

Sehr bemerkenswert ist, daB in dem kleinen Gefal mit 100 g
Brot eine ebenso hohe Temperatur erzielbar war als in dem groflen
mit der vierfachen Menge.

Werden junge Mycelien des Thermomyces lanuginosus 4 Stunden
bei 65° gehalten, so sterben sie ab; sie iiberleben aber eine vierstiindige
Erhitzung auf 60° noch gut.

k) Bacillus calfactor.

Der ausgeprigt thermophile Bacillus wurde von mir seinerzeit
aus erhitztem Heu isoliert, genau beschrieben und auf seine Wirme-
anspriiche untersucht. Auch sind von mir bereits einige Versuche
iiber seine Erhitzungsfahigkeit (1907, S. 38) angestellt worden, darunter
einer mit Reinkultur, doch waren sie methodisch noch unvollkommen.
Der Bacillus wichst nicht unter 30° und hat ein Maximum, das iiber
70° liegt. Seine Sporen sind ganz ungewohnlich resistent, daher als
Infektoren besonders zu fiirchten. Es stellte sich dann auch heraus (vgl.
S.103), daB Heu iiberhaupt nicht mit Sicherheit sterilisiert werden
kann, weshalb es als Kultursubstrat fiir die iibrigen Organismen aus-
scheiden mufite. Da Bac. calfactor andererseits leider nicht auf dem
Brot wichst, sind die Versuche mit ihm schlecht vergleichbar. Dazu
kommt, dafl auch fiir ihn das Heu durch die intensive Sterilisierung als
Nahrboden verschlechtert wird. Deshalb wurde mit Kreide versetztes
genommen. Daf es nicht calfactor-steril war, hatte naturgemifl fir
die Impfversuche mit dem gleichen Keim keine Bedeutung.
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Das Heu wurde in der iiblichen Weise mit Schlimmkreide durch-
staubt, fest in einen Leinensack gepackt und eine halbe Stunde bei 1 Atm.
Uberdruck ,,sterilisiert“. Dann wurdea in die Masse im Dampfkasten
40 ccm einer wisserigen Aufschwemmung von Sporen an verschiedenen
Stellen injiziert. Die Bakterienaufschwemmung wurde gewonnen, indem
zwei stark bewachsene Agarréhrehen mit sterilem Wasser abgespiilt wurden.
Der geimpfte Heusack wurde dann in das Dewarsche Gefil geschoben und
nach Einfiihrung des Thermometers und Watteverschluf in den Thermo-
staten von 400 gestellt.

Der Verlauf der Temperatur ergab:

Zeit Getibtemperatur | ‘{08 Thermostaton
X6} 0C
1L.Tag. . .. . ... 32 89
2 L 4547 39,5
8 4, ... 50 40
S 51 40

Da die Temperatur auf 51° stehen blieb, wurde der Versuch ab-
gebrochen.

Das Heu zeigte makroskopisch weder Pilzfiden noch Flecke von
Actinomyces, mikroskopisch ausschlieffilich massenhaft Bakterien und
Sporen.

Es wurde ein weiterer Versuch mit sterilem Heu und Kreide genau
in derselben Weise wie der vorige angestellt. Das Dewarsche Gefaf
wurde aber gleich in einen Thermostaten von 50° gebracht und diese
Temperatur auf 620 erhéht. Hier zeigte sich:

Zoit, Getastemperatur | o Thoromonaten.
oC oc
1L Tag. . ... ... — 50
2, . 50—53,5 54—62
8. , . ... 67,5 62—63,5
4. L, .. ... .. 6775 62
5., . ... .. 67,75 62

Diese Temperatur blieb noch weiter bestehen und sank erst langsam
auf 50°. Beim Offnen des Sackes fand sich in den allerobersten Schichten,
die trockener und natiirlich auch kiihler sind, in schwacher Entwicklung
Actinomyces. Von da ab nach unten war nur Bac. calfactor zu sehen.
Andere Pilze fehlten.

SchlieBlich wurde ein Versuch mit kurzgeschnittenem Heu ohne
Kreidezusatz und okne Sterilisation angestellt. Das befeuchtete Heun
wurde fest in einen Leinensack gepackt und das Dewarsche Gefa8 sofort
in einen Thermostaten von 60° gebracht. Die ersten 24 Stunden wurden
keine Ablesungen gemacht, da das Heu erst die Thermostaten-
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temperatur erreichen mufite. Nach dieser Zeit verlief der Temperatur-
anstieg wie folgt:

Zeit GefiBtemperatur Tk‘:ee;lu;gi;ﬂin
0oC oC
L. Tag. . . . . ... 55,5 58
% 62 —69 60—62
T 69,5—70 60—62
4o .o 74 —70 62—635
5. e 71 61

Die Temperatur hielt sich noch einige Zeit auf 71°. Beim Aus-
packen machte sich starker Geruch nach Ammoniak bemerkbar, mit
Salzsiure entstand ein weiller Nebel. In der obersten Schicht des Heus,
die ziemlich trocken war, sind die weilen Flecke des Actinomyces auf
den Heuhalmen zu sehen. Auch auflen auf dem Sacke waren Spuren
des Strahlenpilzes zu finden. Die ganz iberwiegende Masse des Heus
zeigte aber weder Actinomyces noch irgendwelche andere Pilze. Das
Heu war gleichmiBig feucht, dunkel verfirbt, duflerlich war keine
Versnderung zu bemerken.

Bei der mikroskopischen Untersuchung einer Heuaufschwemmung
war nur die iibliche Masse von Stabchen des Bac. calfactor zu sehen,
aber verhiltnisméaBig wenig Sporen.

Von diesen drei Versuchen ist nur einer rein. Er zeigte eine
Steigerung der Temperatur von 40 bis 51°, lieB also deutliches Er-
hitzungsvermogen erkennen. Immerhin blieb die Leistung betrichtlich
hinter der zuriick, die man nach dem hohen Temperaturmaximum des
Bacillus hiitte erwarten konnen. Dies liegt namlich iber 700.

Obwohl die iibrigen Versuche nicht rein waren, lassen sie sich
doch, zusammen mit den unfreiwilligen Kombinationsversuchen, wie
sie die mit Actinomyces und Thermomyces im Heu darstellen, bei vor-
sichtiger Kritik verwerten. Es geht aus ihnen hervor, daB durch Bac.
calfactor auch von 60° an noch ansehnliche Steigerung bewirkt werden
kann. Namentlich zeigt dies der letzte Versuch mit natiirlichem,
d. h. mit nicht sterilisiertemn Heu. Die Infektion ist an sich geringfiigig
und auf die oberste Partie beschrankt. Andererseits liegt die erreichte
Temperatur von 74° so bedeutend iiber der thermischen Lebensgrenze
des infizierenden Aclinomyces, da man wobl sagen kann, dafl diese
Leistung ganz iiberwiegend, im letzten Effekt sicher ausschlieflich,
auf den Bac. calfactor zuriickgeht. Ahnlich sind der zweite Versuch
sowie die Kombinationsversuche (siche S.101) zu beurteilen. Die
Hochsttemperaturen liegen immer deutlich itber denen, die fiir die
betreffende Pilzart in reinen Versuchen (allerdings auf anderem Sub-
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strat !) ermittelt wurden, werden also kaum anders als durch die Wirkung
der Bakterien zu erklaren sein.

Zusammenfassend (40t sich sagen, daB Bac. calfactor im Intervall
von 40 bis 50°, 60 bis 70° und iiber 70° Erhitzung bewirken kann. Es
ist jedoch auffallend, daB die Steigerung meist geringer war, als sie die
Piize hervorrufen kénnen. Das wird zum Teil, wie ein Vergleich mit
dem letzten Versuch zeigt, auf die Ungunst des Substrats zuriick-
zufithren sein, konnte aber auch auf einer primir geringeren Wirme-
produktion von Bakterien gegeniiber Pilzen beruben, worauf im Schluf-
abschnitt noch zurtickzukommen ist. Obwohl Bac. calfactor, wic es
scheint, fir sich sein Substrat nur um ein Intervall zu erhitzen vermag,
das verglichen mit dem von Pilzen geringer ist, ist doch seine Tatigkeit
fiir den Gesamterhitzungsvorgang der thermophilen Flora bedeutungs-
voll und fithrt ihn bis nahe an seine obere thermische Lebensgrenze
heran. Diese liegt sicher iiber 700,

1) Bacillus coli forma foenicola.

In sich selbst erhitzendem Heu oder frischem Gras findet sich
bei etwa 300 ein sehr beweglicher Bacillus der Coligruppe, den ich als
Bac. coli forma foenicola bezeichnet habe. Zu dem Versuch wurde er
aus den gleichen Materialien isoliert und auf sein Gérvermégen im
Gérkolbchen gepriift.

Die Heumasse wurde mit Kreide vermischt, angefeuchtet, fest in einen
Leinensack gepackt und im Autoklaven eine Stunde bei 1 Atm. sterilisiert.
Im Heu war eine Glasréhre verpackt, die den Kanal fiir das aufzunehmende
Thermometer offen hielt. Der Heubeutel war auBerdem in FlieBpapier
gewickelt, um ijhn auch von auBen vor nachtréglichen Infektionen zu
schiitzen. Nach dem Erkalten wurden dann im Dampfraum mittels steriler
Spritze 40 cem einer Reinkultur von Bac. coli an verschiedenen Stellen
des Beutels eingefithrt. Die Reinkultur war im Heudecoct mit Trauben-
zucker wihrend 20 Stunden bei 30° herangeziichtet. Der Beutel wurde
sodann in ein grofles Dewarsches Gefd8, das mit Sublimat sterilisiert und
mit sterilem Wasser ausgespiilt war, geschoben. Die Glasrshre wurde
durch ein steriles Maximumthermometer ersetzt, das Gefal mit mehreren
Lagen steriler Watte abgeschlossen und in einen Thermostaten von 30°
gebracht.

Die Temperatur stieg innerhalb eines Tages auf 38°%; das Gefaf}
wurde dann bei Zimmertemperatur von 220 aufgestellt, worauf sich im
Innern des Geféfles die Temperatur auf 28° einstellte. Die Priifung der
Heumasse ergab unter dem Mikroskop massenhaft bewegliche Colé-
bazillen; sporenbildende Stibchen wurden nicht gefunden, ebenso
keine Pilze. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen und nach den Er-
fahrungen mit ‘anderem sterilisierten Heu sogar wahrscheinlich, daf
Bac. calfactor sich noch entwickelt hatte, wenn die Temperatur der
Heumasse lingere Zeit auf seinem Hochststand von 38° geblieben
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wire oder die Thermostatentemperatur auf iber 40° erhébt worden
ware. Man kann aber wohl annehmen, dal die Erhitzung auf 38% ganz
vorwiegend durch den Colsbacillus bewirkt wurde.

Eine Impfung in Brot blieb erfolglos, ebenso wie auch Bac. mesen-
tericus-in Brot keine Temperatursteigerung hervorrief.

Wie ich bereits frither feststellte, hat der Baec. coli seine obere
Temperaturgrenze etwa bei 40°, was wieder bestitigt wurde.

m) Hefe.

Obwohl die Versuche mit Hefe nur lickenhaft sind, zeigten sie
doch manches Bemerkenswerte, so daB sie hier in Kiirze noch erwiahnt
werden mogen.

Zerkriimelt man mit Hilfe einer Reibe die kéufliche Prefihefe so
fein wie moglich und fiillt diese Masse locker in ein Dewarsches Gefall,
8o setzt augenblicklich eine Erwirmung ein, dergestalt, daB schon
unmittelbar nach dem Einfiillen die Temperatur im Gefaf 3,5° héher
ist als auBen. Sie steigt dann rasch an, wie die Tabelle zeigt, und
zwar hauptsichlich in den ersten 2 Stunden, langsamer in der dritten
und noch weniger in den beiden folgenden, nach deren Ablauf, d. h. nach
insgesamt 5 Stunden, das Maximum von 45,5° erreicht wurde. Nach-
dem sich dies eine Stunde gehalten hat, beginnt die Temperatur wieder
zu sinken.

Nach GefiB- Lnft- Nach GefiB3- Luft-
Verlauf von temperatur temperatur Verlauf von temperatur temperatur
Std. [1Xe} oc Std. 0C ]

— 26 22,5 4 445 23
1 33,5 23,5 5 455 23
2 40 23 6 45,5 22,5

3 | 43 23 7 44 23

Eine dhnlich rasch verlaufende und noch hohere Erhitzung erzielt
man, wenn man die Hefe mit Brotkriimeln mischt. 100 g trockene
Kriimel wurden mit 50 cem einer 6 %igen Traubenzuckerlosung durch-
mischt, in welcher 15 g PreBhefe aufgeschwemmt waren. Wie die Tabelle
zeigh, war der anfingliche Temperaturanstieg nicht ganz so kriftig, er
war aber auch noch in der dritte nund vierten Stunde stark und fithrte
schlieBlich nach 6 Stunden zum Maximum von 50,5°. Dann erfolgte
auch hier sofortiges Absinken.

Nach GefdB- Luft- Nach Gefifi- Lauft-
Verlauf von temperatur temperatur Verlauf von temperatur temperatur
Std. oQ [Xe} Std. oC oQ
— 23,5 22,5 4 46,5 23
1 285 235 5 495 23
2 35 23 6 50,5 225

3 41,5 23 7 49,5 23
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Da es entsprechend unserem allgemeinen Arbeitsplan wiinschens-
wert war, den Versuch mit einer Reinkultur anzusefzen, wurde folgender-
maflen verfahren: In der iiblichen Weise wurden 50 ccm einer sterilen
6 %igen Zuckerlosung mit einer kleinen Menge einer Hefenreinkultur
geimpft und mit 100 g trockenen sterilen Brotkriimeln in einer Doppel-
schale gut gemischt und diese dann etliche Stunden bei 30° behufs
Vermehrung der Hefe gehalten. Alsdann wurde ein steriles Dewargefil
damit gefillt. Das Ergebnis war aber ganz anders. Die Temperatur
stieg innerhalb 24 Stunden ganz tridge auf 30° hielt sich hier lingere
Zeit, um dann wieder zu sinken. Bei dem Entfernen des Wattebausches
wurde in den Kanal, in welchem sich das Thermometer befand, ein
brennender Span eingefilhrt. FEr erlosch bereits am FEingang; das
Gefa war also ohne Sauerstoff.

Aus diesen Beobachtungen geht. hervor, dafl eine starke Erhitzung
mit Hefe nur erzielbar ist, wenn von vornherein eine sehr grofle Menge
lebender Hefezellen in inniger Durchmischung mit Luft in das GefdB
gebracht wird. Werden jedoch nur verhaltnisméfBig wenig Hefezellen
eingefithrt und miissen diese sich erst wihrend des Versuchs vermehren
(was natiirlich an sich nicht zu solchen Mengen wie 15 g in dem letzten
Versuch fithrt), so wird aller Sauerstoff aufgebraucht, bevor eine grofe
reagierende, d.h. atmende Masse vorhanden ist. Dazu kommt eine
starke Produktion von Kohlensdure durch die G#rung, die natiirlich
parallel 1auft und um so stérker wird, je mehr anaerobe Bedingungen
sich herstellen. Es ist also gewissermaBen dasselbe, als wenn Hefe
unter anaeroben Bedingungen gepriift wird. Sie erzeugt natiirlich
auch jetzt noch Warme, dock ist diese Warmeproduktion sebr gering.
Rubner (1913) hat sie kalorimetrisch gemessen, es ist aber bei der vollig
anderen Anordnung seiner Versuche schwer (Rubners Versuche fanden
samtlich in Flissigkeit und abgeschlossenen Gefaflen statt, d.h. unter
ganz oder weitgehend anaeroben Verhédltnissen), aus seinen Daten zu
schétzen, welche Wairmegrade unter &hnlichen Bedingungen wie in
unserem Versuch erzielt worden wiren. Es kann aber nur eine geringe
Erwarmung sein. Das geht klar aus dem folgenden Versuch hervor,
der genau wie der zweite oben angesetzt wurde, jedoch mit dem Unter-
schied, dafl das GefdB sofort nach dem Fiillen luftdicht abgeschlossen
und mit einer Quecksilbersperre versehen wurde.

Nach GefsiB3- Luft- Nach GefiB- Luft-~
Verlauf von temperatur temperatur Verlauf von temperatur temperatur
Std. [Xs] [iXs] Std. o oQ
— *26,5 24 10 28.5 22
Y 28 24 20 24 21
1 30 24 29 235 21
2 30 23,5 25 23,5 21
8 29 22 44 21,5 21
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Die Gasentwicklung verlief nach einer ganz kurzen, sehr stiirmischen
Anfangsperiode lebhaft und stetig wihrend der ersten 4 Stunden,
um dann abzuflauen und nach insgesamt etwa 8 Stunden aufzuhdren.

Das Maximum der Temperatur wurde also nach 1 Stunde mit
nur 30% erreicht. Da das 500 ccm fassende GefidB schitzungsweise
60 ccm Sauverstoff enthalten hatte, ist natiirlich ein guter Teil dieser
Erhitzungsleistung noch auf den aeroben Stoffwechsel zuriickzufiihren.
Die sehr viel geringere Bedeutung des anaeroben fiir lebhafte Erhitzungs-
vorginge ist deutlich.

Die Hefe verhilt sich also als Warmeproduzent nicht aufféllig
anders als andere Mikroorganismen. Sie erzeugt nur unter aercben
Bedingungen energisch Warme und erhitzt sich hier bis gegen ihre
eigene Lebensgrenze. Wo diese ungefdbr liegt, wurde auf folgende
Weise gepriift. Je eine Aufschwemmung von Hefe in Zuckerldsung
wurde auf 44, 48 und 50° erhitzt und 2 Stunden bei dieser Temperatur
im Thermostaten gehalten. Dann wurden aus denselben Gefdfen
Gérproben in sterilen Gérkslbchen angestellt und aulerdem auf Malzagar
abgeimpft. Gérung erfolgte bei den Proben von 44 und 48° sofort,
bei derjenigen von 50° allmahlich. Die Impfstriche der 449- und 48°-Probe
gingen liickenlos an. Die Platte mit der 500-Probe zeigte zwar Liicken,
war aber auch noch stark bewachsen. Es geht daraus hervor, dafl die
Hefezellen bei einer zweistiindigen Erhitzung auf 50° zu einem groBen
Teile noch lebendig bleiben. Die erzielte Maximaltemperatur von 500
ist also ohne weiteres durch die Atmungstétigkeit lebender Hefezellen
erklirbar, zumal in dem einen Versuch 50° iiberhaupt nicht erreicht
wurden, im anderen die Temperatur von 49,5 bis 50,5° nur 1 Stunde
lang eingewirkt hatte.

Die stirkere Erhitzung im zweiten Versuch ist .wohl dadurch zu
erkliren, daB die Hefe noch viel feiner verteilt war wie im ersten, also
das Jebende Hefeplasma mit einer wesentlich groBeren Fliache an die
Luft grenzt als dort, wo hauptséchlich nur die Oberfliche der PreB-
hefekriimel in Betracht kam. Auflerdem ist der geringe Wassergehalt
der Pref3hefe, der bei dem feinen Zerkriimelungsverfahren noch ver-
mindert wurde, gewil nicht ohne Bedeutung.

IV. Erirterung der Ergebnisse.

Wie in der Theorie der alkoholischen Géirung die Auffassung
des Chemikers Liebig der des Biologen Pasteur gegeniiberstand, so
hat sich die Frage der Selbsterwirmung pflanzlicher Stoffe auf die
Entscheidung zwischen physiologischer und chemischer Ursache zu-
gespitzt. Die Vertreter der letzten Auffassung, wie z. B. Tschirch,
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Boekhout und de Vries u.a. ziehen katalytische oder enzymatische
Wirkungen heran, welche von der Substanz der selbsterhitzten Masse
selber ausgehen, wihrend die Verfechter der biologischen Auffassung
die Belbsterhitzung als den Erfolg der Atmung lebenden Plasmas
bezeichnen. Jene betrachten die in solchen Massen gefundene Vegetation
als nebensichlich oder nur akzessorisch fiir die Wirmebildung, diese
sehen sie als ihre einzige oder ganz itberwiegende Ursache an. Meist
hat man sich mit indirekten Uberlegungen bei der Verteidigung der
enzymatischen Theorie begniigt, seltener wenigstens versucht, sie
experimentell zu beweisen. Solche Versuche arbeiten mit antiseptischen
Mitteln, um die Mikroorganismen zu hemmen. Boekhout und de Vries
benutzen z. B. in ihrer letzten Publikation (1916) eine 2 %ige Kupfer-
sulfatlésung, mit der sie Heu trénken, und untersuchen den Sauerstoff-
verbrauch bei verschiedenen Temperaturen. Ihre zahlreichen Gas-
apalysen zeigen ihnen bald héheren, bald geringeren Sauerstoffverbrauch.
Dagegen ist einzuwenden, daB 2 %iges Kupfersulfat [vgl. z. B. Pulst
(1902)] nicht einmal in Fliissigkeit ein sicher wirkendes Antisepticum
ist, noch weniger, wenn Heu mit seinen absorptiven Wirkungen in
Betracht kommt. AuBerdem wird kein Versuch gemacht, die Wirme-
bildung selbst zu beobachten; es muf also ganz fraglich bleiben, welchen
praktischen Anteil solche, an sich ja méglichen, oxydativen Vorginge
an der Erhitzung haben. Hj. Jensen (1908, 8.477ff) findet, daB
Sublimat, Formol und Chloroform die Erhitzung des Tabaks nicht
verhindern. Dem stehen meine entgegengesetzten Angaben (1911)
fir Heu gegeniiber. Zudem ist einwandfrei von Hildebrand (1927,
8. 465) mit einer besseren Methodik, als sie Jensen anwandte, gezeigt
worden, dafl selbst so schonende Antiseptica wie Chloroform und
Toluol die Selbsterhitzung voéllig verhindern. Auch ist daran zu er-
innern, dafl in solchen Untersuchungen wie denen Rubners (1913,
8. 58), wo die energetische Leistung der Zymase oder toluolisierter
Hefe kalorimetrisch gemessen wurde, diese ganz zuriicktrat gegen die
Leistung der Hefezellen selber, die an sich wieder unter anaeroben
Verhiltnissen bedeutend gegen die starke Wirmeproduktion aerob
atmender Hefe zuriicksteht. Es wiirde nach solchen Erfahrungen
also von vornherein eine nur bescheidene Wirksamkeit von Enzymen
zu erwarten sein. Auch die Versuche Hildebrands (S. 483) geben keinen
Anhalt fiir Oxydasewirkungen. Er trénkte steriles Heu mit steril
filtriertem, oxydasehaltigem Prefisaft aus Kartoffelkeimen, konnte
aber keine Steigerung der Temperatur im Dewarschen Gefafl wahr-
nehmen. Theoretisch 148t sich schlielich gegen die Wirkung pflanzen-
stoffeigener Enzyme noch einwenden, daB ihre Wirksamkeit bei so
hohen Temperaturen wie 50 bis 700 sehr verwunderlich wére. Denn
es wire doch nicht zu erwarten, dafl die Enzyme, die ein Organismus
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bildet, eine so viel hohere Temperatur vertragen, als dieser Organismus
selber vertragen kann, wenn man nicht mit Burré (8.31) darauf hin-
weisen will, dafl Enzyme in trockenem Zustande héhere Wirmegrade
aushalten kénnen. Doch hat andererseits Hildebrand gezeigt, daB
die Selbsterwirmung in engster Abhingigkeit von der Feuchtigkeit
steht. Dafl irgendwelche nicht oxydative enzymatische Vorginge
in Betracht kommen kénnen [wie z. B. Tschirch (1918) vermutet], ist
schon dadurch ausgeschlossen, daBl die Erhitzung durchaus vom
SBauerstoff abhingig ist.

Immerhin blieb die Frage der Beteiligung von Enzymen offen,
da natiirlich nicht mit villiger Sicherheit behanptet werden konnte,
daB selbst milde Antiseptica die unbekannten Enzyme intakt liefen.
Sie 148t sich noch insofern scharfer prézisieren, als zunichst einmal
entschieden werden mu8, ob denn héhere Pflanzen, deren Reste ja
das Phinomen der Selbsterhitzung zeigen, im lebenden Zustand iiber-
haupt eine ansehnliche Selbsterwirmung wzeigen. Man hat das bisher
immer als fast selbstverstindlich angenommen. Wie jedoch meine
Versuche mif sterilen Sonnenrosenkeimlingen ergeben haben, ist diese
Auffassung irrig. In solchen Mengen zusammengehiuft, wie sie in
normal infiziertem Zustand nach kurzer Zeit 50° und wérmer werden,
lieBen sie nur eine Temperatursteigerung von wenigen Graden, also
eine ganz auffallend geringe Wéarmebildung erkennen. Obwohl
dies Ergebnis wegen der groBen methodischen Schwierigkeiten isoliert
dasteht, kann man es wohl auf Keimlinge verallgemeinern, und obwohl
wir iiber einen &hnlich sicheren Anhalt fiir die Atmung alter aus-
gewachsener Pflanzenteile noch nicht verfiigen, kann man wohl ver-
muten, daf diese schon wegen des gréfleren Anteils toter Substanzen
eine noch geringere Wirmeerzeugung aufweisen werden. Wenn nup
demnach nicht einmal junge lebende Pflanzen in ihtem oxydativen
Stoffwechsel nennenswerte Warmemengen bilden konnen, so kann
man wohl als sicher annehmen, dal abgestorbene Reste mittels etwa
iiberlebender Atmungsenzyme noch viel weniger leisten, es sei denn,
dafl man anndhme, es triten beim Absterben und Trocknen neue
Agentien von enzymartigem Charakter auf. Mir scheint, daBl durch
den Ausfall unseres Erwirmungsversuches mit lebenden sterilen
Sonnenrosenkeimlingen die Vorstellung von der Selbsterwirmung
als eines enzymatischen Vorganges in toten Massen verlassen werden
muB, und daB demmach die Masse selber nur als Substrat fiir die
eigentlichen Erhitzer in Betracht kommt.

Dies sind heterotrophe Mikroorganismen, deren sterker dissi-
milativer Stoffwechsel gegeniiber dem trigen der autotrophen griinen
Organismen ja ohnehin bekannt ist. Ist dies der Fall, so muf der Er-
hitzungsverlauf ein Spiegelbild des Temperaturverhiltnisses = der
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betreffenden Lebewesen sein. Denn es ist klar, daf physiologische
Wirme nur so lange gebildet werden kann, als die physiologischen
Vorginge vorhanden sind, und diese sind ja in Temperaturgrenzen
eingeschlossen, vor allem von einer oberen Grenze abhingig. Diese
Beziehung durch genaue Versuche mit reinen Kulturen nachzupriifen,
war das zweite Ziel der vorliegenden Untersuchung.

M Hboehste, im
Hochstgrad | o 1 2?
fon SeS regtotven 2| pomorkungen
g Temperatur
. L a) 380 0 -
Rhizopus nigricans - - - - b) 35 unter 40 Bei Zimmertemperatur
Penzcilliuvm glaweum . . . . 41 zwischen ” "
40 und 45°
( 0
Asperaillus wiger - « « - - - %3 §3’5 zwischen || a) Bei Zimmertemperatur
perg g o) 535 50 und 55°
b
Aspergillus fumigatus - - { %)) g% iber 600 |la , »
Mucor corymbifer . . . . . 56,5 etwa 600
Thermoidium sulfurewm . . 58 zwischen
55 und 60°
Thermophiles Penicillium . . 61 iiber 659
a) 60 .
. . zwischen
Actinomyces thermophilus - - ;k}))) gg 60 und 650
Thermomyces lanuginosus - - { a) 61 zwischen
. b) 62,5 | 60 und 65°
a) bl %g Im Heu. Auﬁentemp.ggg
b) 67,750 Leichte Infektion mit
Actinomyeces
Basilius calfoctor - - - e | M| ™
it The ees.
d) 68 ) ﬁ;f%riferrglﬁli%jglo
_ o) 68,1 ¥ Kentemy, Toosao
Bacillus coli . . . . . .. 38 400
a,) 45’5 a) Fein zerkrimelte Prefi-
Hefe - - - -+ - -« o .. iiber 50° hefe in Substanz
b) 50.5 b) Aufschwemmung von
I Prefihefe in Brotkriimeln

Uberblicken wir die Ergebnisse an Hand der obenstehenden
tabellarischen Ubersicht, so sieht man, da eine ziemlich befriedigende
Parallele zwischen den Hochstgraden der Selbsterbitzung der Pilz-
und Bakterienkulturen und den annshernden Hochsttemperaturen
besteht, welche die betreffenden Organismen im lebenstétigen Zustande
eine gewisse Zeit iiberstehen kénnen. In keinem einzigen Falle wurde
eine hohere Temperatur gemessen, als der eingeimpfte Keim vertragen
konnte, woraus folgt, daB auch keine postmortal wirkenden Pilz-
enzyme beteiligt sein kénnen. In allen Fillen ndherte sich das Er-
hitzungsmaximsam dem Lebensmaximum, es kommt mithin die ver-
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schiedene thermische Eigenart der biologisch verschiedenen Mikro-
organismen zu einem deutlichen Ausdruck auch in der Selbsterhitzungs-
leistung, und diese selbst kann demzufolge nichts anderes sein als ein
Teil der physiologischen Tatigkeit des lebenden Pilzplasmas selber.

DaB im einzelnen die Avniherung eine verschieden grofle war,
darf nicht wundernehmen. Zunéchst sind die Wérmegrenzen fiir das
Leben auch nur Anniherungswerte, die sich bei eingehenderer Priifung
noch wesentlich genauer ermitteln lassen. Vor allem wurden (vgl. oben
8. 90) die Maximaltemperaturen nur 4 Stunden lang appliziert. Wenn
die Hochstgrade der Selbsterhitzung immer unter den Vitalgrenz-
temperaturen bleiben, so wird dies zur Hauptsache auf den unvermeid-
lichen Warmeverlust durch Ausstrahlung beruhen. Er wird besonders
verhéngnisvoll gegen die Grenze, weil hier auch die Atmungsvorgénge
an Intensitéit abnehmen werden. Ich habe eingangs angedeutet,
wie ein noch wesentlich besserer Schutz gegen den Wirmeverlust
moglich wire. Selbstverstindlich bedingt auch die Verdunstung der
feuchten Masse einen kleinen Wirmeverlust. Dann ist ferner das
Kultursubstrat nicht ohne Einflu8, obwohl es selbst keine unmittelbare
Quelle der Warme ist. Es ist nicht zu erwarten, daf ein und derselbe
Nahrboden fiir alle Lebewesen der beste ist. Das zeigt sich besonders
auffallend an dem Verhalten der Bakterien gegen die Brotkriimel.
Ferner ist der Wassergehalt ein sehr wichtiges Moment. Obwohl er
iiberall einigermaBen iibereinstimmt, sind doch Verschiedenheiten
unvermeidlich. Damit héngt eng die gute Durchmischung mit Tuft,
die Porositét, zusammen, die fiir den Erfolg bedeutungsvoll ist. Auch
die Art der Tmpfung, d. h. die gleichmiflige Verteilung der Keime im
Substrat ist wichtig und nicht immer vllig gleich gewesen. Der Idealfall
wiirde sein, ein indifferentes Material von giinstigster Porositit,
Elastizitdt und Quellungsfihigkeit als Matrix zu. trinken mit der
giinstigsten Menge einer giinstigsten Néhrfliissigkeit, welche Keime
in gleichmiBiger Verteilung enthélt, und solche Kulturen bei einem
Minimum von Warmeverlust durch Ausstrahlung zu verfolgen. Hilde-
brandt (8. 446) hat schon fein zerkleinerten Bimsstein, der mit Nahr-
lésung imbibiert war, als Kultursubstrat angewandt, und zwar mit
einem gewissen Erfolg. Die Sauerstoffversorgung in den Gefiflen
ist weniger gefihrdet. KEs findet wider Erwarten ein leichter Gas-
austausch zwischen Gefif und umgebender Luft statt, der — wie
der gleiche Autor am Erhitzungserfolg nachwies — auch nicht durch
Einfilhrung von (!O,-absorbierenden Mitteln in das Gefifl oder durch
besondere Liiftungsvorrichtungen verbessert werden konnte. Wie
tiberraschend leicht dieser Austausch vor sich geht, zeigte z. B. die
Tatsache (Hildebrandt, S.450), daB unter einer 100 Liter fassenden
Glocke der gesamte Sauerstoff in kurzem verbraucht war, wenn sich

8*



116 H. Miehe:

unter ihr ein mit Watte abgeschlossenes 2 Liter-DewargefaB mit Heu
befand. (Er reichte, nebenbei bemerkt, bei weitem nicht aus fiir die
Erzielung der in solchen Versuchen iiblichen Héchsttemperatur.)

Da die Wiarmebildung eine Funktion der lebenden Masse ist,
héngt schlieBlich der Temperaturverlauf auch davon ab, mit welcher
Geschwindigkeit solche aufgebaut wird, mit anderen Worten vom
Wachstum. Diejenigen Organismen werden (auch bei nicht voll-
kommenem Wirmeschutz) den raschesten und damit weitestgehenden
Temperaturanstieg bewirken, die intensivste Dissimilation mit inten-
sivster, zu héchsten Uberschiissen an lebendem Plasma fithrender
Assimilation vereinigen konnen. Diese Wachstumsintensitit ist natur-
gemié dann fiir den FErhitzungserfolg entscheidend, wenn sich die
atmende Plasmamasse erst aus kleineren Impfmengen entwickeln
muB. Das war, wenn auch in verschiedenem Grade, bei allen Versuchen
der Fall, mit Ausnahme derjenigen mit PreBhefe, wo von vornherein
eine bedeutende Masse lebenden Hefeplasmas in innige Berithrung
mit dem Sauerstoff der Luft trat. Hier erfolgte denn auch der bei weitem
rascheste Temperaturanstieg. Es ist wahrscheinlich, da8 auch bei
anderen Organismen unter gleichen Versuchsbedingungen eine #dhnlich
rasche und hohe Steigerung erzielbar wire. Man darf wohl annehmen,
daB sich die verschiedenen Pilze in bezug auf jene oben berithrte
Produktionsenergie verschieden verhalten. Jedenfalls ist es sehr wahr-
scheinlich, dafl ein Unterschied dieser Art zwischen Pilzen und Bakterien
besteht. Es macht durchaus den Eindruck, als ob auf einem gegebenen
Quantum von Nahrstoffen, die fiir beide annihernd gleich gut sind,
die Pilze eine wesentlich grofere , Ernte* als die Bakterien geben.

Vielleicht beruht hierauf die zuniichst auffallende Tatsache, daB
der Bac. calfactor in bezug auf seine Erhitzungsfihigkeit den Pilzen
nachzustehen scheint. Wihrend z. B. Aspergillus fumigatus in raschem
Anstieg sein Substrat von 20 auf 549 erhitzte, war dies beim Bac.
calfactor auch bei der fir ihn als streng thermophilen Organismus
notwendigen hoheren Anfangstemperatur nicht der Fall. Von 40°
erhitzte er nur auf 519, obwohl ihm sein Temperaturmaximum eine
wesentlich hohere Erhitzung erlaubte. Allerdings sind gerade bei den
Versuchen mit dieser Bakterie Zweifel an der optimalen Beschaffenheit
seines Nahrsubstrats unabweisbar, um so mehr, als er in unsterilisiertem
Heu, freilich nicht in exakter Reinkultur, stérkeren Temperaturanstieg,
nédmlich von 60 bis 74° bewirkte.

Gleichwohl spielt dieser so charakteristische Keim bei dem natiir-
lichen Phinomen der Selbsterhitzung von Heu oder #hnlicher Masse
eine wichtige Rolle wegen seiner hohen thermischen ILebensgrenze.
Wihrend sehr wahrscheinlich den Pilzen der ganz itberwiegende Anteil
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an der Erhitzung bis etwa 60° zufallt, bewirkt er gerade an kritischer
Stelle den relativ geringeren, aber um so eindrucksvolleren letzten
Anstieg auf Temperaturen iiber 70°, d.h. in den Temperaturbereich
hinein, wo bisher nicht niher bekannte, sicher aber rein chemische
Vorginge moglich werden, die bis zur Entflammung der Substanzen
fortschreiten kénnen.

Wenn wir zaum Schluff an die einleitenden Worte dieser Ubersicht
unserer Ergebnisse wieder ankniipfen, so darf man wohl sagen, daf
dhnlich wie im Streit um die Atiologie der alkoholischen Gérung auch
in dem iiber die Ursdchlichkeit der Selbsterhitzung des Heues (nur
von diesen oder dhnlichen Vorgingen ist hier die Rede) die biologische
Erklirung heute die einzige ist, die auf einem sicheren Grunde steht.

Zusammenfassung.
Fs wurde die Selbsterhitzung von Reinkulturen geprifi.

Sterile Keimlinge der Sonnenrose zeigen nur eine sehr schwache
Selbsterwirmung.

Reinkulturen von Pilzen erhitzen ibhr Substrat rasch bis nahe
an die ihnen eigentiimliche thermische Lebensgrenze.

Auch Bakterien erhitzen ihr Substrat, doch ist ibre Leistung
geringer als die der Pilze.

Aus den mitgeteilten Tatsachen und anderen frither festgestellten
wird der Schiufl gezogen, da8 die Selbsterhitzung feuchter und pordser
Pflanzenstoffe, soweit es sich um eine Erhitzung bis etwa 75° handelt,
nicht von dem Stoff selbst bewirkt wird, sondern von den Mikro-
organismen, die auf ihm wachsen. Dabei spielen bis etwa 65° die Pilze
eine groBere Rolle als die Bakterien. Doch sind thermophile Bakterien
fiir den letzten bis etwa 75 reichenden Anstieg emtscheidend.

Literatur.

1) J. Behrens, Mykologie der Tabakfabrikation, Handb. d. Techn. Mykol.
5, 1905.

2) T.W.J. Boekhout und J. J. Ott. de Vries, Uber die Selbsterhitzung des
Heues, Zentralbl. f. Bakt. usw., II. Abt., 44, 290, 1916.

3) R. Burri, Die Selbsterhitzung lagernder Pflanzenmassen usw., Landw.
Jahrb. d. Schweiz 338, 23, 1919.

4) F. Hildebrandt, Beitrige zur Frage der Selbsterwirmung des Heues,
Zentralbl. f. Bakt. usw., II. Abt., 71, 1927.

5) Hj. Jensen, Uber die Natur der Tabakfermentation, ebendaselbst
21, 1908.

6) E. Leick, Uber Warmeproduktion bei keimenden Samen, Beih. z. Bot.
Zentralbl., Abt. I, 83, 1916.



118 H. Miehe: Wirmebildung von Reinkulturen usw.

7) Lieske, Morphologie und Biologie der Strahlenpilze. Berlin 1921,
8) H. Miehe, Die Selbsterhitzung des Heues. Jena 1907.
9) Derselbe, Uber die Selbsterhitzung des Heues, Arb. d. Deutsch. Landw.
Ges., H. 196, 1911 (neue Auflage in Vorbereitung).
10) C. Pulst, Widerstandsfahigkeit einiger Schimmelpilze gegen Metallgifte,
Jahrb. f. wiss. Bot. 87, 205, 1902.
11) E. Pringsheim, Vergleichende Untersuchungen iiber Saatgutdesinfektion,
Angew. Bot. 10, 208, 1928.
12) M. Rubner, Die Ernadhrungsphysiologie der Hefezelle bei alkoholischer
Garung. Leipzig 1913.

13) A. Tschirch, Eine neue Theorie des Heustockbrandes, Schweizer
Chem.-Ztg. 2, 10, 1918.




