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A EINLEITUNG

Unter dem Oberbegriff Algen sind eine Vielzahl morphologisch stark voneinander
abweichender, photosynthetisierender Pflanzen, die in der Regel im Wasser |eben,
zusammengefaldt. Sie grenzen sich von den Landpflanzen dadurch ab, daf3 sie nicht deren
typische hochentwickelte Organe wie Wurzel, Sprosse und Blatter besitzen oN
HoEk,1993). Es handelt sich um ubiquitare Organismen, das heil3t, obwohl die Mehrzahl von
ihnen im Salz- oder SuRwasser lebt, besiedeln sie auch Feuchtgebiete, Felsen, Erdbdden und
sogar heil3e Quellen I8H & CobD,1994). Mit einer Biomasse - Produktion von ca. 31
Gigatonnen pro Jahr leisten sie einen wesentlichen Anteil (rund 35%) an der
Priméarproduktion auf der ErdeN8TACEK,1991).

Diese Wasserpflanzen, die umgangssprachlich als ,Algen” bezeichnet werden, werden in der
systematischen Gliederung in Prokaryoten, zu denen die Cyanobakterien (alte Bezeichnung:
Blaualgen) gehéren und Eukaryoten, zu denen die eigentlichen Algen zéhlen, aufgeteilt.
Cyanobakterien besitzen wie die ebenfalls prokaryotischen Eubakterien keinen echten, von
einer Kernhulle umgebenen Zellkern, sondern eine frei vorliegende DNA als Kernaquivalent
(Nucleoid). AuRerdem fehlen ihnen Zellorganellen wie Mitochochondrien, Golgi-Apparat,
Endoplasmatisches Retikulum und Vakuole. Sie verfiigen tber 70S-Ribosomen, und ihre
Zellwand besteht wie die Bakterienzellwand aus einer Stitzmembran, die der Cytoplasma-
membran aufliegt und aus dem Peptidoglykan Murein aufgebaut ist. Auf der anderen Seite
besitzen Cyanobakterien auch Zellelemente, die sie mit den eukaryotischen Algen gemeinsam
haben. So enthalten sie ebenfalls zwei Photosysteme mit den fir Eukaryoten
charakteristischen Pigmenten wie vor allem das Chlorophyll a. Deswegen werden die
Cyanobakterien gelegentlich auch als Cyanophyta bezeichrrets&RGER-LEHRBUCH DER

BOTANIK FUR HOCHSCHULEN1998).

Die eukaryotischen Algen werden nach ihrer GroRe in Makro- und Mikroalgen untergliedert.
Unter Makroalgen werden meist die grofen Tange aus den Klassen der Rot- und der
Braunalgen (Rhodo- und Phaeophyceae) verstanden, wahrend die Mikroalgen Grol3en von
etwa 20 pm bis 200 um aufweisen und aus verschiedenen systematischen Gruppen, vor allem
aus der Abteilung der Grinalgen (Chlorophyta), den Klassen der Kieselalgen

(Bacillariophyceae) und der Goldalgen (Chrysophyceae) stammen.
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Allgemein ist es aber Ublich, den Begriff ,Mikroalgen“ sowohl fur die eukaryotischen,

mikroskopisch kleinen Algen als auch fir die prokaryotischen Cyanobakterien zu verwenden.

Die beschriebenen Organismen werden durch den Menschen auf vielfaltige Weise genutzt.
Makroalgen werden vor allem wegen ihrer Zellwandpolysaccharide verwendet:
Pharmazeutisch wichtige Polysaccharide sind zum Beispiel Agar Galidium-Arten,
Carrageen au€hondrus- und Gigartina-Arten sowie Alginate ausaminaria- und Fucus-

Arten (PAINTER,1983).

Mikroalgen werden wegen ihres Gehalts an pharmazeutisch verwendbaren Inhaltsstoffen wie
Lipiden, Proteinen und Pigmenten (vor allem Carotinoide und Phycobiliproteine) in gro3eren
Malstdben kommerziell genutzt.

Lipide und essentielle Fettsauren werden von einigen Mikroalgen in groRer Menge gebildet
(PoHL,1982). Sie kdnnen daher sowohl zur Nahrungserganzung eingesetzt werden, wie zum
BeispielSpirulina sp. (RCHMOND,1988), als auch der gezielten Gewinnung von ungesattigten
Fettsduren dienen. Diese Inhaltsstoffe finden vielfache Verwendung in der pharmazeutischen
Industrie, da sie einerseits Vorstufen von Prostaglandinen darstellen, andererseits aber auch
direkt zur Behandlung verschiedener Krankheiten wie Hyperlipidamie und Bluthochdruck
eingesetzt werden kdnnendBowiTzKA,1988 b).

Proteine, die einen hohen Anteil an essentiellen Aminoséuren besitzen, werden ebenfalls aus
Mikroalgen wie zum Beispiel auSpirulina- und Scenedesmus-Arten gewonnen. Diese
konnen nicht nur menschlichen Ern&hrungszwecken dienen, sondern werden auch als
Futtermittel in Aquakulturen bei der Zichtung von Zooplankton eingesetikgB &
VENKATAMARAN,1982). Zooplankton wird dann als Lebendfutter fur die Aufzucht von
Seefischen und Krebstieren verwendet.

Pigmente aus Mikroalgen wie Carotinoide und Xanthophylle werden als Farbstoffe in der
Lebensmittelindustrie eingesetztdirreL,1996). Zusatzlich wir@3-Carotin als Vorstufe des
Vitamin A aus Massenkulturen von zum Beispialinaliella sp. pharmazeutisch genutzt
(RicHMOND,1986). Auf diese Inhaltsstoffe wird in Kapitel 6 des Ergebnisteils genauer
eingegangen.

Auch ist es moglich, aus Mikroalgen Vitamine, vor allem VitamuBd B» zu gewinnen
(BOrROWITZKA,1988 a). So wirdNannochloropsis sp. aufgrund ihres hohen Vitamingehalts als
Fischfutter verwendet @wnN et al.,1999).
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Als weitere interessante Inhaltsstoffe findet man Sterole, vor allem Cholesterolderivate
(KOHLHASE & PoHL,1988) sowie Polysaccharide (FISCHER et al.,1997), die als Geliermittel in

der Lebensmitteltechnologie eingesetzt werden kdnnen.

Vor allem aber stellen Mikroalgen eine zum grof3en Teil bislang ungenutzte Quelle bioaktiver
Verbindungen dar, die nicht nur als potentielle Arzneistoffe, sondern auch als Leitstrukturen
fur pharmakologische Untersuchungen dienen kénnen.

Zu diesen Substanzen gehoren unter anderem die Cyanotoxine, die durch das Verursachen
giftiger Algenbliten bekannt geworden sind, und zu denen vor allem hepatotoxische Peptide
wie die Microcystine und neurotoxische Alkaloide wie die Anatoxine zahleRMEHAEL,

1992). Weiterhin finden sich Verbindungen mit cytotoxischen, antibakteriellen, fungiziden,
algiziden und antiviralen Eigenschaftene(BcHER et al.,1992; RTTERSON et al.,1993;
BorowITzKA,1995; FALCH et al.,1995), deren pharmazeutische Anwendung mdglich ist. Auf
cytotoxische und algizide Substanzen wird genauer in Kapitel 3 des Ergebnisteils
eingegangen.

Auch unter umwelttechnologischen Aspekten betrachtet leisten Mikroalgen einen wertvollen
Beitrag. So kann ihre Biomasse nach der Extraktion relevanter Inhaltsstoffe weiter verwendet
werden, um schwermetallbelastete Abwasser durch Adsorptionsvorgange zu reinigen
(FEHRMANN,1993; FEHRMANN & PoHL,1993). Weiterhin gibt es Versuche, Mikroalgen unter
gleichzeitigem Verbrauch von Kohlendioxid aus Abgasen zu zichteETd® &
POHL,1999).

Aus diesen Grinden werden in der Abteilung Pharmazeutische Biologie am
Pharmazeutischen Institut der Christian Albrechts Universitat in Kiel Mikroalgen
systematisch in GroR3kulturen unter definierten Bedingungen geziichtet. Zunachst wurden die
Biomassen auf nutzbare Produkte, wie sie oben beschrieben wurden, untersucht. Dabei fielen
im Laufe der Zeit groBe Mengen an Kulturnahrlésungen an, die allerdings zunachst nicht
weiter verwendet werden konnten. Mikroalgen sind jedoch offensichtlich in der Lage,
unterschiedliche Metaboliten in ihr Kulturmedium abzugeben. So wurden bereits biogene
Amine (HERRMANN & JUTTNER,1977), Aminoséuren (RLE & M ARTIN-JEZEQUEL,1983),
Exopolysaccharide (BCHER,1996) und cytotoxische ($H & CopD,1994) sowie algizide
(GrRoMOV,1991) Verbindungen in den Nahrldsungen gefunden. Dennoch ist aber bisher nur

wenig Uber solche extrazellularen Metaboliten in den Kulturiiberstanden bekannt.
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Aufbauend auf der Arbeit von VoLK (1996), die nachwies, dal? etliche Nahrldsungen von
Mikroalgen Wachstumsinhibitoren gegeniiber Cyanobakterien enthielten, sollten nun im
Rahmen dieser Dissertation Methoden entwickelt werden, solche Verbindungen aus den
Nahrlésungen zu extrahieren, aufzutrennen, ihre Wirksamkeit zu testen und, wenn mdglich,
ihre Strukturen aufzuklaren.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wird zunachst die Entwicklung geeigneter Extraktions-
methoden sowie eines chromatographischen Trennverfahrens fir die erhaltenen Extrakte
beschrieben. Anschliel3end wird die Wirksamkeit der Extrakte sowohl gegenuber pflanzlichen
als auch tierischen Zellen und gegeniber Tumorzellinien dargestellt. Es folgt die
Strukturaufklarung eines der wirksamen Metaboliten Modularia harveyana sowie dessen
Quantifizierung und anschlieBend der Versuch, durch geeignete Kultivierungsbedingungen
dessen Gehalt in der Nahrlésung beziehungsweise in der Biomasse zu beeinflussen.

Zum Schluf3 der Arbeit wird der Frage nachgegangen, ob eine Massenkultivierung der
untersuchten Kulturen lohnend ware. Dazu wurden die Biomassen einiger Cyanobakterien auf
ausgewahlte Inhaltsstoffe hin untersucht. Da eine kontrollierte Massenzucht in 250 Liter und
3000 Liter fassenden Photobioreaktoren in der Lage ist, ausreichend gro3e Mengen an
Biomasse und an Nahrlosung zu liefern, kénnten sowohl aus der Biomasse als auch aus der
Nahrlésung die gewlnschten Inhaltsstoffe und Metaboliten in gréRerem Umfang gewonnen
und genutzt werden. Anschliel3end wére eine Verwendung der extrahierten und deshalb toten
Biomasse als Adsorptionsmittel fir zum Beispiel Schwermetalle denkbar, so daf3 sich daraus

eine multiple Verwendung der Mikroalgen-Massenkultur ergabe.
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B MATERIAL UND METHODEN

1 M aterial

1.1  Algen

CYANOBAKTERIEN:

— Anabaena flos—aquagLyngbye) de Brébisson B 30.87"
— Anabaena constricta

— Anabaena viguieri (Denis) Frémy 27.79%

- Chrooccoccus minutus (Kitzing) Nageli B 41.79%
- Microcystis species

— Nodularia harveyana (Thwaites) Thuret 44.85

— Nodularia spumigena

— Nostoc carneum Vaucher, Dr. Mollenhauer, Forschungsinstitut Senkenberg
Nostoc commune Vaucher B 1453-3%

~ Nostoc insulare Borzi 54.79

— Phormidium corium ?

— Phormidium foveolarum Gomont B 1462-1"
— Phormidium specied 2

— Oscillatoria geminata Meneghini B 1459-8%
- Oscillatoria nigro-viridis 2

- Spirulina laxissima G.S. West 1462.80Y

— Synechococcus rubescens (Chang) Nageli B 3.81%

— Synechocystis aquatilis Sauvageau B 90.79



Material und Methoden

CHLOROPHY CEEN:
1)

Chlamydomonas reinhardtii Dangeard 11-32b
Chlorella vulgaris Beijerinck 211-11b %

5)

Monoraphidium braunii
1)

Scenedesmus producto-capitatus Schmula 21.81

Tetracystis intermedium

Herkunft:
b SAG-Sammlung von Algenkulturen, Universitat GoéttingercH®SSER1994); der
Zusatz ,B" bedeutet, dal3 die Algenkultur bakterienhaltig ist.

2) Universitat von Kuwait

3 EAWAG, Eidg. Anstalt fir Wasserversorgung, Abwasserreinigung und Gewasser-
schutz, Dibendorf, Schweiz

4 Universitat von Greifswald, Institut fir Pharmazeutische Biologie

2 Institut fur Getreideverarbeitung GmbH, Abteilung Biotechnologie, Bergholz-

Rehbriicke

1.2. Chemikalien

Soweit nichts anderes angegeben, wurden Chemikalien und Losungsmittel der Fa. E. Merck,
Darmstadt in p.a.-Qualitat verwendet.

Das Amberlit® XAD-1180 Adsorberharz stammte von der Fa. Rohm and Haas Company,

Philadel phia, Pennsylvania, USA.

Instant Ocean® (Kiinstliches Meersalz) stammte von der Fa. Aquarium Systems, Sarreboerg,
Frankreich.

Die Eier vonArtemia salina und das Artemia—Salz wurden von der Fa. Dohse Aquaristic,
Bonn bezogen.

o- und B-Carotin sowie Chlorophyll a und b lieferte die Fa. Fluka Chemie AG, Buchs,

Schweiz.
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2 Methoden

21  Kultivierung der Algen

2.1.1 Zusammensetzung der Nahrlésung

Die Cyanobakterien und Chlorophyceen wurden in einem anorganischen Sufwassermedium
nach PHL et al. (1987) gezichtet. Diese Nahrlosung bestand zu 90% aus demineralisiertem
Wasser, dem 10% Instant Oc&guinstliches Meersalz) zugegeben wurde, und zu 10% aus
einer Losung von Kaliumnitrat, Kaliumphosphat, und NatriumEDTA sowie Spurenelementen
(MnCl,, ZnSQ, CoSQ, NaMoO4, CuSQ und FeC). Abweichend davon wurden den
Kulturen vonAnabaena constricta, Phormidium corium und Oscillatoria nigro-viridis 50%

Instant Oceah (Kuinstliches Meersalz) und der Kultur va@scillatoria geminata 5% Instant

Ocear? (Kiinstliches Meersalz) zugegeben.

2.1.2 Kultivierungsbedingungen

Die Ziuchtung erfolgte unter keimarmen Bedingungen in 8 Liter—Batchkulturen unter Belich-
tung (60 bis 150 pmol Photonerra?), standiger Beltiftung und haufigem Umschiitteln bis
zum Erreichen der stationaren Wachstumsphase. Die Temperierung der Kulturen erfolgte in
klimatisierten Raumen bei 27°C.

Der Wachstumsverlauf wurde mit Hilfe photometrischer Messungen der Kultursuspensions-
dichte verfolgt. Gemessen wurde bei einer Wellenlange von 440 nm mit einem Hitachi U-
1100 Spektrophotometer gegen Wasser als Blindwert.

Die Bestimmung der Lichtintensitat erfolgte mit einem LI 185 B Quantum/Radiometer/Pho-
tometer (Fa. LI-COR, inc., Lincoln, USA), das mit einem Spherical Quantum Sensor ausge-

stattet war.
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2.1.3 Ernte der Algen und deren N&ahrldsungen

Die Kulturen wurden mit Hilfe einer Durchlaufzentrifuge (Heraeus Contifuge 17 S) bei 8000
bis 14000 x g abgeerntet. Die Biomassen wurden gefriergetrocknet (Gefriertrocknungsanlage
Beta 1-8 K, Fa. M.Christ, Osterode/Harz) und dann bei —20°C aufbewahrt, wahrend die

Nahrlésungen bis zur weiteren Aufarbeitung eingefroren und bei —4°C gelagert wurden.

Abb.2.1.1
Kultivierung von Mikroalgen in 8 Liter-Batchkulturen

2.2 Aufarbeitung der Nahrlésungen zu Extrakten

2.2.1 Extraktion mit Ethanol und Aceton

Die Nahrlésung einer Kultur wurde auf Gefrierdosen zu je 250 ml verteilt, tiefgefroren und

dann gefriergetrocknet (Gefriertrocknungsanlage Beta 1-8 K, Fa. M.Christ, Osterode/Harz).
Der getrocknete Rilckstand wurde nach dem Zerreiben in einer Reibschale in ein 500 mi
Becherglas gegeben, mit 100 bis 200 ml Ethanol 80% versetzt, mittels Magnetkern und
Magnetrthrer durchgerihrt und der pH-Wert mit einem WTW pH 530 pH-Meter gemessen

(Wissenschatftliche—Technische Werkstatten, Weilheim). Falls der pH-Wert sich unter 5

8
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befand, wurde er so gelassen, ansonsten wurde mit Salzsaure 10 % auf pH 5 eingestellt.
AnschlieRend wurde die Suspension 10 Minuten lang gerthrt, danach bei 5000 x g 10
Minuten lang abzentrifugiert (Heraeus Labofuge GL) und der Uberstand in einen 250 ml
Erlenmeyerkolben abdekantiert. Der Rickstand wurde noch zweimal mit jeweils der gleichen
Menge Ethanol 80% 10 Minuten ohne weitere Zugabe von Salzsaure extrahiert. Die vereinig-
ten Zentrifugationstiberstande wurden Uber Nacht bei 4 °C aufbewahrt, damit eventuelle Salze
ausfielen.

Diese Losung wurde in einen entsprechenden Rundkolben filtriert und bei 40 °C am
Rotationsverdampfer bis zur vollstandigen Trocknung eingeengt. Der trockene Ruckstand im
Kolben wurde fein zerrieben, dann mit je 50 ml bis 100 ml Ethanol 96% so oft extrahiert, bis
der Rickstand farblos wurde (meist zwei bis dreimal) und in einen Rundkolben filtriert. Die
Lésung wurde am Rotationsverdampfer vollstandig einengt und Uber Nacht in einem
evakuierten Exsiccator getrocknet.

Der Ruckstand wurde mit der 5-fachen Menge Aceton/Aqua bidest. 95:5 versetzt, wobei Salze
ausfielen und zwei Phasen entstanden. Die untere Phase war walfirig und meistens dunkel-
braun gefarbt; die obere Phase war acetonisch und meistens gelb gefarbt. Diese Mischung
wurde eine Minute auf einem Vortex-Gerat (Stufe 6) geschittelt und bei 5000 x g 10 Minuten
lang zentrifugiert, bis die obere Phase klar war. Die ausgefallenen Salze wurden verworfen.
Die Oberphase wurde abpipettiert. Die Unterphase wurde solange mit Aceton/Aqua bidest.
wie oben beschrieben extrahiert und zentrifugiert, bis die Oberphase farblos blieb (meistens
viermal). Die vereinigten Oberphasen sowie die Unterphase wurden mit demineralisiertem
Wasser verdinnt, in 125 ml fassenden Gefrierdosen eingefroren, gefriergetrocknet und bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

2.2.2 XAD — Methode

Die Nahrlésung einer Kultur wurde mit Hilfe einer Soxhlet—Apparatur wie folgt extrahiert:
Eine groRe Soxhlet-Hiilse (44 x 230 mm) wurde mit feuchtem, gereinigten AnfhXwife-

1180 Adsorberharz gefillt. Die Nahrldsung wurde 24 Stunden lang tber eine Schlauch-pumpe
durch die Hilse im Kreislauf umgepumpt. Das beladene Adsorberharz wurde mit 500 ml
Methanol in einem 1 Liter-Erlenmeyerkolben 24 Stunden lang bei Raumtemperatur auf einer

Schittelapparatur extrahiert. Nach Filtration wurde das XAD nochmals in einer Hulse in einer

9
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Soxhlet-Apparatur 24 Stunden lang mit 600 ml Methanol extrahiert. Die von beiden
Extraktionen erhaltenen methanolischen Losungen wurden am Rotationsverdampfer bei 40°C
eingeengt, mit 100 ml Ethanol 96% aufgenommen und filtriert. Das Filtrat wurde wiederum
am Rotationsverdampfer bei 40°C eingeengt, mit demineralisiertem Wasser versetzt,

eingefroren und gefriergetrocknet. Der erhaltene XAD-Extrakt wurde bei —20°C aufbewabhrt.

2.3  Untersuchung der Nahrldsungsextrakte

2.3.1 Auftrennung mit Dinnschichtchromatographie

Als stationare Phase dienten HPTLC-Platten Kieselgel .60 (EOx10cm, Fa. Merck). Als
FlieBmittel wurde eine Mischung aus Ethylacetat, Ameisensaure und Wasser (100:10:5)
verwendet. Von den aufzutragenden XAD-Extrakten wurden 10 bis 20 mg Extrakt in 5,0 ml
Ethanol, Methanol oder dem HPLC-FlieBmittel (s.dort) gelost. 20-40 pl wurden
bandenférmig mit Hilfe eines Linomaten der Fa. Camag mit Dosierspritze aufgetragen, so daf3
sich eine Auftragskonzentration von ca. 0,05 mg pro Bande ergab. Die Platten wurden in
Horizontalkammern unter Kammersattigung bis zu einer Laufhéhe von 8 bis 9 cm entwickelt.

Die Auswertung der entwickelten Platten erfolgte unter UV-Licht bei 365 nm und bei 254 nm.

23.1.1 Dunnschichtchromatographie mit chemischen Nachweisreagenzien

Nach der Auswertung unter UV-Licht wurden die wie oben erhaltenen HPTLC-Platten mit
folgenden Sprihreagenzien detektiert:
» Dragendorffs Reagenz:
Losung a): 0,85 g basisches Wismutnitrat in 10 ml Eisessig und 40 ml Wasser.
Lésung b): 8 g Kaliumiodid in 20 ml Wasser.
Spruhlésung: 5 ml a) mit 5 ml b) mischen, mit 20 ml Eisessig versetzen und mit Wasser
auf 100 ml auffullen.
* FeCh/ KsFe(CN)-Reagenz:
Lésung a): 0,5 g Fegln 10 ml Wasser (stabil)
Lésung b): 0,1 g KFe(CN} in 10 ml Wasser (instabil)
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Kurz vor Gebrauch beide Losungen im Verhaltnis 1:1 mischen.
* Ninhydrin-Reagenz:
0,2 g Ninhydrin in 100 ml Methanol l6sen.
Nachbehandlung: Bei 110°C bis zur optimalen Farbbildung trocknen.
» Orcin-Reagenz:
Lésung a): 1g Fe@ln 100 ml Schwefelsaur&0% l6sen.
Lésung b): 0,6 g Orcin (3,5-Dihydroxy-Toluol-Monohydrat) in 10 ml Ethanol I6sen.
Kurz vor Gebrauch 10 ml Lésung a) mit 1 ml Lésung b) mischen.
Nachbehandlung: 10-15 Minuten auf 100°C erhitzen.
» Naturstoffreagenz-Polyethylenglykol-Reagenz:
Losung a): 1 g Naturstoffreagenz (Diphenylboryloxyethylamin) in 100 ml Methanol I6sen.
Losung b): 5 g Polyethylenglykol-4000 in 100 ml Ethanol I6sen.
Nacheinander 10 ml Losung a) und 8 ml Losung b) aufsprithen und unter UV-Licht bei

365 nm auswerten.

2.3.2 Auftrennung mit Sdulenchromatographie

Verwendet wurde eine Glassaule von 1,3 cm Durchmesser und 33 cm Lange mit einer Fritte
und einem Tropfhahn sowie eine Saule von 5 cm Durchmesser und 55 cm Lénge. Diese
wurden mit Kieselgel 60 fir Saulenchromatographie (Korngrof3e 0,063-0,200 mm) gefullt.
Als FlielBmittel diente die fur die Dunnschichtchromatographie verwendete Mischung.

Auf die Saule wurde der aus einer Kultur Wodularia harveyana gewonnene XAD-Extrakt
gegeben, geldst in 20 ml FlieBmittel. Der Verlauf der Saulenchromatographie wurde anhand
einer Heraeus Fluoreszenzlampe (Hanau Fluotest) verfolgt, da die Substanzen bei 365 nm
fluoreszierten. Die Abtropfgeschwindigkeit betrug durchschnittlich 25 Tropfen pro Minute.

Fiar die Dunnschichtchromatographie wurden die aufgefangenen Fraktionen (2 ml bei der
kleinen Saule bzw. 20 bis 25 ml bei der gréReren Saule) am Rotationsverdampfer auf 0,5 ml

eingeengt und wie oben beschrieben auf HPTLC—Platten aufgetragen.
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2.3.3 Auftrennung mit HPLC

Die HPLC wurde mit einer ET 250/4 Nucleosil 100-5 C18-Saule oder mit einer Hibar RT
250-4 LiChrosorb (5um) RP-8 Saule durchgefihrt, jeweils kombiniert mit einer Nucleosil
120-5 C18-Vorsaule (30 x 4 mm).

Die mobile Phase, eine Mischung aus walRriger Natiumheptansulfonatlosung pH 3,2 und
Acetonitril (PH.EUR.1997; Monographie Opium), wurde von einer Kontron Instruments
HPLC PUMP 420 mit der FluRrate 1 ml mindurch die Saule gepumpt.

Von den aufzutrennenden XAD-Extrakten wurden 10 bis 20 mg Extrakt in 5,0 ml HPLC-
Fliemittel geldst und durch einen Rheodyne Injector und eine 20 pl fassende Dosierschleife
aufgebracht.

Die Detektion wurde bei einer Wellenlange von 250 nm mit einem Photo Dioden Array
Detektor (L 3000, Fa. Merck/Hitachi) durchgefinhrt.

Die Auswertung erfolgte mit einem Shimadzu C-R3A Integrator oder mit einem HPLC-
Software-Programm (D-6000 DAD Manager/HPLC Manager, Fa.Merck).

2.3.4 Spezielle Untersuchungen des ExtraktsNaodularia harveyana

2.3.4.1 Isolierung von Norharman

Der gesamte aus einer Kultur vdlodularia harveyana gewonnene XAD-Extrakt wurde in

etwa 40 ml Aqua bidest. suspendiert. Mit Weinsaurelosung 10% wurde die Suspension auf
pH 3 gebracht und viermal mit jeweils 15 ml Dichlormethan ausgeschittelt. Die Dichlor-
methanphasen wurden verworfen. Die Wasserphase wurde mit Natriumhydroxidlésung 10%
auf pH 12 gebracht und viermal mit jeweils 15 ml Ether ausgeschiittelt. Die vereinigten
Etherphasen wurden tber Natriumsulfat siccatum getrocknet und danach viermal mit jeweils
15 ml Aqua bidest., das mit Salzsaure 10% auf pH 1 gebracht wurde, ausgeschuttelt. Die
vereinigten Wasserphasen enthielten Norharman als Hydrochlorid. Nach dem Gefriertrocknen

konnte der erhaltene Riickstand analysiert werden.
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2342 Identifizierung von Norharman

23421 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden mit einem Hewlett-Packard HP 8452A Diode-Array Spektro-
photometer aufgenommen. Dazu wurden die vereinigten Wasserphasen — wie oben be-
schrieben erhalten — am Rotationsverdampfer auf 5 ml eingeengt. Von dieser Lésung wurden
zweimal 250 pl abgenommen. Ein Ansatz wurde mit 1,5 ml Aqua bidest., der andere mit 1,5
ml Natriumhydroxidlésung 10% versetzt. Beide Anséatze wurden mit Methanol auf 50,0 ml
aufgefullt und vermessen. AuRerdem wurden die UV/Vis-Spektren der Norharman-Bande des
dunnschichtchromatographisch aufgetrennten XAD-ExtraktsNamularia harveyana direkt

von der HPTLC-Platte mit Hilfe eines Camag TLC Scanners Il aufgenommen.

2.3.4.2.2 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenz-Spektren wurden mit einem LS 50 B Perkin EImer Lumineszenz Spektro-
photometer aufgenommen. Vermessen wurden die bei der UV/Vis-Messung verwendeten

Ldsungen.

2.3.4.2.3 Massenspektrometrie

Fiar die Aufnahme der Massenspektren wurde ein Hewlett-Packard HP 5989A-MS Engine
Massenspektrometer verwendet: Elektronenstol3ionisierung bei 70eV, Direkteinlal3: Schub-
stange IGT (Instrumente und Gerate Technik GmbH); Wolfram-Wendel, Temperatur der
lonenquelle: 250°C, Quadrupol-Temperatur: 120°C. Zum Vermessen wurden die vereinigten
Wasserphasen, die wie oben bei der Isolierung beschrieben, erhalten wurden, zunachst

gefriergetrocknet und dann in 1000 pwgeldst.
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234.24 NM R-Spektroskopie

Fur die Aufnahmen detH-NMR- und der’*C-NMR-Spektren wurde ein Bruker ARX 300
NMR-Gerat mit der Mel3frequenz 300,13 MHz bzw. 75,47 MHz verwendet. Als innerer
Standard wurde Tetramethylsilan benutzt (TMS). Vermessen wurde die bei der Massen-

spektrometrie verwendete Losung.

2.3.4.3 Quantifizierung von Norharman

Der Gehalt von Norharman in den XAD-Extrakten wurde mittels HPLC quantitativ bestimmit.
Die methodischen Parametdobile Phase, Flul3rate Injektor und Detektionwurden aus der
Auftrennung der XAD-Extrakte tlbernommen (siehe 2.3.3)

Die HPLC wurde mit einer Hibar RT 250-4 LiChrosorb (5um) RP-8 Séaule und einer
Nucleosil 120-5 C18-Vorséule (30 x 4 mm) durchgefuhrt.

Die Auswertung erfolgte mit einem Shimadzu C-R3A Integrator. Es wurde zuerst eine
Kalibriergerade erstellt. Dafir wurden Losungen mit den folgenden Konzentrationen herge-
stellt: 100 pg mit, 50 pg mitt und 10 pg mt Norharmanhydrochlorid Referenzsubstanz (Fa.
Sigma-Aldrich). Jede dieser LOosungen wurde sechsmal analysiert. Von den erhaltenen
Peakflachen wurden die Durchschnittswerte fur die Aufstellung der Geradengleichung
verwendet.

Von den aufzutrennenden XAD-Extrakten wurden 10 bis 20 mg Extrakt in 5,0 ml HPLC-
FlieBmittel gel6st. Die Norharmankonzentrationen wurden mit Hilfe der aufgestellten

Geradengleichung berechnet.
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235 Testsysteme auf Wirksamkeiten

2351 Sprihtest auf Wachstumsinhibitoren gegen Cyanobakterien

Dieser Test erfolgte nach der Methode vam ¥/ (1996). Die dinnschichtchromatographische
Auftrennung der XAD-Extrakte erfolgte auf 20 x 20 cm grofRen Glasplatten, die mit Kieselgel
60 Ghksy selbst bestrichen wurden. Als FlieBmittel diente eine Mischung aus Ethylacetat,
Methanol und Wasser (100:16,5:13,5) sowie eine Mischung aus Ethylacetat, Ameisensaure
und Wasser (100:10:5). Die DC-Platten wurden vor dem Auftragen der Priflosungen einmal
im FlieBmittel vorentwickelt, um im Kieselgel eventuell vorhandene Verunreinigungen zu
entfernen (MHN-DEINSTROP,1995). Dieses Vorwaschen erfolgte mit der obigen Mischung aus
Ethylacetat, Methanol und Wasser.

Von den zu untersuchenden Extrakten wurden 10 mg in 250 pl Methanol 50% gel6dst und
20 ul dieser Losung (entsprechend 0,8 mg Extrakt) mit Hilfe einer Kapillare 1 cm breit aufge-
tragen. Die Platten wurden unter Kammersattigung bis zu einer Laufh6he von 13 cm

entwickelt und danach unter Yy und UVses fotografiert.

Herstellung des Sprihreagenzes:

Die zu versprihende Cyanobakterien-Suspension muf3te eine bestimmte Dichte aufweisen, die
dem theoretischen Absorptionswert von 40 entsprach. Dazu wurde zunachst durch die
Absorptionsmessung der Ausgangskultur bei 440 nm ein Konzentrierungsfaktor ermittelt.
Dann wurde die Biomasse der Kultur abzentrifugiert und in soviel frisch hergestellter Nahr-
l6sung resuspendiert, wie durch den Konzentrierungsfaktor berechnet wurde, so dalR eine
theoretische Absorption dieser Suspension von 40 resultierte. Fir das Besprihen einer DC-
Platte wurden 10 ml Cyanobakterien-Suspension bendtigt.

Nach der Detektion der DC-Platten wurden diese in mit Wasser inwendig befeuchtete DC-
Kammern gestellt, damit die versprihten Cyanobakterien ausreichend Feuchtigkeit erhielten.
Damit die Kieselgelschicht nicht direkt mit dem Wasser in Kontakt kam, wurde etwa 1 cm der
Kieselgelschicht am unteren Ende der Platte abgestrichen.

Die Kammern wurden in klimatisierten Raumen bei 25°C und unter stéandiger Belichtung
(40 umol Photonen ts?) bis zu vierzehn Tage aufbewahrt. Wahrend dieser Zeit wurde das

Auftreten von Hemmhofen durch Fotografieren unter Tageslicht dokumentiert.
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Als Testorganismen wurden folgende Cyanobakterien verwendet:
— Spirulina laxissima

— Nostoc insulare

— Phormidiumsp. |

- Nostoc carneum

— Chroococcus minutus

— Synechocystis aquatilis

2.3.5.2. Brine Shrimps-Test

Zwel Tage vor Testbeginn wurden 150 mg Eier von Artemia salina (Salinenkrebse, Fam.
Artemiidae) und 100 ml Seewasser in einem Dreihalskolben angesetzt, der mittels eines
Wasserbads konstant auf 23°C gehalten, permanent beliftet und belichtet wurde (60 pmol
Photonen i s%). Das Seewasser bestand aus einer Mischung aus 500 ml Leitungswasser und
500 ml demineralisiertem Wasser, in der 32 g Artemia-Salz gelost wurden. Nach 48 Stunden
waren die Nauplien geschlupft und konnten fur den Test verwendet werden.

Von den zu testenden XAD-Extrakte wurden folgende Verdinnungen hergestellt:

2000 pg mt, 100 pg mit und 2 pg mit.

Von jedem XAD-Extrakt wurden dreimal die drei Verdiinnungen sowie dreimal ein Blindwert
(ohne Extraktzusatz) getestet, so daf} pro zu testenden Extrakt 12 Glaser angesetzt wurden.
Fur jeden Testansatz wurden in ein Glas 2,94 ml Seewasser, 0,06 ml der zu testenden XAD-
Extraktldsung bzw. fur den Blindwert 0,06 ml Aqua bidest., 2 Tropfen Hefesuspension und 10
Artemienlarven gegeben und geschittelt. Die Hefesuspension bestand aus einer Losung von
10-12 mg Backhefe (Dr.Oetk8rin 100 ml demineralisiertem Wasser.

Die offenen Testansatze wurden 24 Stunden unter Belichtung (60 pmol Photdseh bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die noch lebenden und die toten

Artemienlarven gezahlt.
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2353 Test auf biologische Aktivitaten

Diese biologische Prufung der XAD-Extrakte wurde vom Hans-Kndll-Institut fur Naturstoff-

Forschung in Jena durchgefuhrt.

Dabei durchliefen die Extrakte zunachst eine Biologische Primartestung, bei der mit einer

Konzentration von 1 mg filfolgende Tests durchgefiihrt wurden:

mehrere Wachstumshemmtests gegen mikrobielle gram-positive und -negative Keime,
Pilze, Hefen (C. albicans) und Mykobakterien,

ein Hemmtest auf zytopathische Effekte zur Bestimmung der antiviralen Wirkung gegen-
Uber Coxsackievirus B 3, Influenzavirus A und Herpes simplex Virus Typ 1,

ein Cytotoxizitatstest, bei dem die Toxizitat und Proliferationshemmung in L-929-, K562-
und HelLa-Zellinien bestimmt wurde,

ein In-Vitro Chemiluminiszenzassay auf die substanzmodulierende Aktivitdt von phago-
zytischen Zellen,

drei Transkriptionsassays in Hefe zur Suche nach Agonisten und Antagonisten des
humanen Progesteron- und Estrogenrezeptors sowie nach Inhibitoren der Protein-Protein-
Interaktion des onkogenen Transkriptionsfaktors CREB mit dem viralen Tax Protein,

ein ELISA auf Effektoren der Protein-Tyrosin-Phosphatase,

ein Chemiluminiszenzassay zur Suche nach Inhibitoren der Xanthin-Oxidase,

zwei In-Vitro Assays zur Suche nach Inhibitoren dearH8/droxysteroid-Dehydrogenase

und der Peroxidase,

ein Zweihybridassay in Hefe zur Suche nach Inhibitoren der Protein-Protein-Interaktion des

onkogenen Transkriptionsfaktors Myc mit dem Partnerprotein Max.

Der Test auf cytotoxische Aktivitdt wurde anschlielend mit einer 10fach hdoheren

Konzentration wiederholt. Dabei wurde die Wirksamkeit auf L-929-, K562- und Hela-

Zellinien bestimmt. Bei der L-929 Zellinie handelt es sich um eine Mause-Fibroblasten

Zellinie, wahrend die K-562 Zellinie aus humanen Leuk&miezellen besteht.
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24. Untersuchungen der Biomassen

24.1 Quantitative und qualitative Bestimmung des Fettsauregehaltes

Die quantitative und qualitative Bestimmung des Fettsauregehalts erfolgte anhand der von
GARCESsund MANCHA (1993) angegebenen Methylierungsmethode mit Hilfe der Gaschroma-
tographie.

Probenvor bereitung:

Etwa 20 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen und 0,5 mg Heptadecansaure als
interner Standard wurden mit einem Methylierungsgemisch, bestehend aus Methanol, Toluol,
konzentrierte Schwefelsaure und 2,2-Dimethoxypropan im Verhaltnis 39:10:2:1 sowie 1,5 ml
Heptan versetzt. Methanol und Schwefelsdure fungierten dabei als Umesterungsreagenzien,
Toluol wurde benétigt, um die unpolaren Lipide zu lI6sen und um die Umesterungsreaktion
bei der Reaktionstemperatur von 80°C in einer Phase ablaufen zu lassen, Dimethoxypropan
vollendete die Reaktion, indem es mit Uberschissigem Wasser und mit dem entstehenden
Glycerol reagierte, und Heptan diente als Extraktionsmittel fur die Lipide sowie als Bestand-
teil der oberen Phase, die sich nach dem Abkihlen bildete und die die Fettsauremethylester
enthielt. Nach kurzer Begasung mit Stickstoff wurde die kréaftig geschittelte und gut
verschlossene Mischung 2 Stunden bei 80°C im Wasserbad erwarmt. Nach Abkihlung auf
Raumtemperatur bildeten sich zwei Phasen. Die Oberphase enthielt die Fettsduremethylester

und wurde fur die Gaschromatographie verwendet.

Gaschromatographie:

Die Gaschromatographie wurde mit einem Hewlett Packard HP 5890 Series Il Gaschromato-
graphen und einer WCOT-Kapillarsaule (Fused Silica), '8PBvon 25 m Lange, 0,25 mm
Innendurchmesser und 0,25 pm Beschichtungsdicke der Fa. Supelco durchgefuhrt.

Als Tragergas wurde Stickstoff mit einer FluRrate von 1,5 mi‘mierwendet. Das Splitver-
haltnis betrug 1/100 und das Temperaturprogramm verlief folgendermaf3en: 4 Minuten lang
wurde eine Temperatur von 150°C gehalten, dann stieg die Temperatur mit einer Heizrate von

3°C min’ auf 250°C, die dann isotherm bis zum Ende der Laufzeit von 45 Minuten gehalten
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wurde.

Die Injektor- und die Detektortemperatur betrug 250°C.

Die Detektion erfolgte mit einem Flammenionisationsdetektor, und die Integration wurde mit
dem Software Programm HP 3365 Series Il Chemstation durchgefihrt.

Die Identifizierung der Fettsauren gelang mit Hilfe verschiedener Fettsdurenstandardgemische
(Bacterial Acid Methyl Esters Mix, Grain Fatty Acid Methyl Ester Mix und Supé&lca7
Component FAME Mix; alle von der Fa. Supelco). Dabei wurden die relativen Retentions-
zeiten, bezogen auf Heptadecansaure als interner Standard miteinander verglichen. Die
prozentualen Anteile am Gesamtfettsaurengehalt wurden Uber die in der Analyse erhaltenen
Peakflachen in Relation zu der Peakflache des internen Standards berechnet. Um diejenigen
Fettsduren zu identifizieren, die nicht in den Fettsdurenstandardgemischen enthalten waren
und um die Identifizierung der Fettsauren zu Uberprifen, wurde eine gaschromatographische

Analyse gekoppelt mit Massenspektrometrie (GC-MS) durchgefihrt.
Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie:

Die GC-MS Analyse wurde mit einem Hewlett Packard HP 5890 Series Il Gaschromatogra-
phen und einer WCOT-Kapillarsaule (Fused Silica), FFAP-DF-0.10 mit 25 m Lange und
0,25 mm Innendurchmesser der Fa.Macherey & Nagel durchgefuhrt.

Als Tragergas wurde Helium mit einer FluBrate von 1mI'miarwendet. Das Splitverhaltnis
betrug 1/100 und das Temperaturprogramm verlief folgendermaf3en: 10 Minuten lang wurde
eine Temperatur von 120°C gehalten, dann stieg die Temperatur mit einer Heizrate von
3°C min* auf 220°C, die dann isotherm 15 Minuten lang gehalten wurde.

Die Injektortemperatur betrug 250°C.

Die Detektion erfolgte mit einem Hewlett-Packard HP 5989A-MS Engine Massenspektro-
meter mit ElektronenstofZionisierung bei 70eV.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit Hilfe des Software Programms HP G 1034 C-
Software fur MS Chemstation. Damit gelang die Identifizierung der Fettsduren durch den
Vergleich ihrer Massenspektren mit denen bekannter Fettsduren aus einer in der Arbeits-

gruppe erstellten Spektrenbibliothek.
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2.4.2 Quantitative und qualitative Bestimmung des Chlorophyll- und Carotinoidgehaltes

Probenvor bereitung:

Die gefriergetrocknete Biomasse wurde in einer Reibschale einige Minuten kraftig verrieben.
Etwa 25 mg dieses Pulvers, genau gewogen, wurden dann in einem Zentrifugenglas mit einer
Mischung aus Aceton und Methanol im Verhaltnis 3:1 folgendermal3en extrahiert:

1.Extraktion mit 20 ml Losungsmittelgemisch fur eine Minute auf einem Vortex-Gerat (Stufe
8), 2.Extraktion mit 10 ml Losungsmittelgemisch fur eine Stunde auf einer Schittelmaschine
(mittlere Stufe), 3.Extraktion mit 10 ml Losungsmittelgemisch tber Nacht auf einer Schuttel-
maschine (mittlere Stufe), 4.Extraktion mit 5 ml Losungsmittelgemisch fir eine Stunde auf
einer Schittelmaschine (mittlere Stufe). Nach jeder Extraktion wurde die erhaltene Lésung bei
3000 x g abzentrifugiert. Die vereinigten Losungen wurden filtriert und mit Losungsmittel-

gemisch auf 50,0 ml aufgefillt. Alle Arbeitsschritte wurden unter Lichtschutz durchgefihrt.

Bestimmung des Gesamtcar otinoidgehaltes:

Die Bestimmung des Gesamtcarotinoidgehaltes erfolgte photometrisch nach dewles D
(1976) angegebenen Methode. Die bei der Probenvorbereitung erhaltenen acetonisch-
methanolischen Losungen wurden mit einem Hitachi U 1100 Spektrophotometer bei 450 nm
gegen die Mischung aus Aceton und Methanol vermessen. Anhand des spezifischen
Absorptionswertes von Carotinoiden{Am=2500) konnte der Gehalt berechnet werden. Da

die Chlorophylle bei der Absorptionsmessung miterfaldt wurden, wurde dieser Wert nach
Erhalt der Einzelwerte fur Carotinoide und Chlorophylle mittels HPLC um den Chloro-

phyllanteil korrigiert.

Bestimmung des Gesamtchlorophyllgehaltes:

Die acetonisch-methanolischen Lésungen wurden wie bei der Gesamtcarotinoidbestimmung
photometrisch bei 646 nm und bei 663 nm vermessen. Die Berechnung des Gesamtchloro-
phyllgehaltes wurde unter Anwendung der beiRBIOURNE (1984) angegebenen Formel

durchgefuhrt:
Gesamtchlorophylle(mg ™) =17,3[A(646 nm) + 7,18[A (663nm)
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Quantitative und qualitative Bestimmung der Carotinoid- und Chlorophyllzusammensetzung
mittels HPLC- Analyse

Die HPLC-Anayse basierte auf den Arbeiten von NELIS und DE LEENHEER (1983 und 1988).

Die bel der Probenvorbereitung erhaltenen acetonischen bzw. acetonisch-methanolischen
Lésungen wurden am Rotationsverdampfer schonend eingeengt. Der Rickstand wurde in
4,0 ml HPLC-FlieBmittel (Zusammensetzung siehe unten) aufgenommen und vor Licht
geschitzt aufbewahrt.

Die HPLC wurde mit einer 250 x 4,6 mm Zorbax ODS (5um) Saule und einer Nucleosil 120-
5 C18-Vorsaule (30 x 4 mm) durchgefuhrt.

Die mobile Phase bestand aus Acetonitril, Dichlormethan und Methanol (60:20:20) und wurde
von einer Kontron Instruments HPLC PUMP 420 mit der FluRrate 1mi'nduarch die Saule
gepumpt.

Die Detektion wurde bei einer Wellenlange von 450 nm mit einem Photo Dioden Array
Detektor (L 3000, Fa. Merck/Hitachi) durchgefinhrt.

Die ldentifizierung der Carotinoide und Chlorophylle gelang tUber den Vergleich mit den
Retentionszeiten und den spezifischen Absorptionsspektren von Referenzsubstanzen mit Hilfe
des HPLC-Software-Programms (D-6000 DAD Manager/HPLC Manager, Fa.Merck),
wéhrend die quantitative Auswertung Uber die Peakflachen mit einem Shimadzu C-R3A

Integrator erfolgte.

2.4.3 Quantitative und qualitative Bestimmung des Phycobiliproteingehaltes

Probenvor bereitung:

Etwa 20 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, wurden mit 1,5 g Seesand
(Quarzsand, feinkristallin, 0,1-0,7 mm) in einer Reibschale einige Minuten kraftig verrieben,
so dal} das Material an der Reibschalenwand haftete. Dieses Pulver wurde dann in einem
Zentrifugenglas mit Phosphatpuffer pH 7 folgendermalf3en extrahiert: 1.Extraktion mit 20 ml
Phosphatpuffer fur eine Stunde auf einer Schuittelmaschine (mittlere Stufe), 2. und
3.Extraktion mit jeweils 10 ml Phosphatpuffer flr eine halbe Stunde unter den gleichen

Bedingungen. Vor jeder Extraktion wurde das Zentrifugenglas fir eine Minute auf einem
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Vortex-Gerat (Stufe 8) geschiittelt. Nach jeder Extraktion wurde die erhaltene LOsung bei
3000 x g abzentrifugiert. Die vereinigten Loésungen wurden filtriert und mit demineralisiertem

Wasser auf 50,0 ml aufgefillt. Alle Arbeitsschritte wurden unter Lichtschutz durchgefuhrt.

Bestimmung des Phycobiliproteingehaltes:

Die Gehaltsbestimmung erfolgte wie bei den Carotinoiden und den Chlorophyllen photo-
metrisch bei 562 nm, 615 nm und 652 nm. Zur Berechnung wurden dieekneETB und
BOGORAD (1973) angegebenen Formeln herangezogen:
A(615nm) - 0,474 CA(652 nm)
534
A(652nm)—-0,208 CA(615nm)
5,09

A(562nm) - 2,41[{Konz.PC) - 0,849 [{Konz. APC)
9,62

Phycocyanin PC (mg ™) =

Allophycocyanin APC (mg ™) =

Phycoerythrin PE (mg ™) =

2.4.4 Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes

Der Gesamtstickstoffgehalt wurde mit Hilfe der Mikro-Kjeldahl-Methode nacRHEIDE

(1979) bestimmt. Dazu wurden etwa 25 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, mit
1 g Selen-reaktionsgemisch und 5 ml konzentrierter Schwefelsaure S@pragnem Biichi
430-Digestor drei Stunden lang aufgeschlossen. Nach dem Abkihlen wurde die Losung nach
Zugabe von 25 ml demineralisiertem Wasser, 25 ml Natronlauge 30% und zwei bis drei
Tropfen Methylrotlésung mittels einer Bichi 321-Destillationseinheit in eine Vorlage von
20,0 ml Salzsaure 0,01 N Titriolind zwei Tropfen Mischindikatorldsung destilliert. Die
Uberschiissige Salzsaure wurde mit Natronlauge 0,01 N Titdsalicktitriert. Parallel dazu

wurde ein Blindversuch ohne Probe durchgefihrt, und der hierbei ermittelte Blindwert von

dem Natronlaugenverbrauch der Probe abgezogen.
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Der Gesamtstickstoffgehalt der Probe ergab sich folgendermalfien:

%N _VerbrauchHCI 0,01N (ml) 14
Einwaage(mg) [100

2.4.5 Untersuchung der Biomasse Wodularia harveyana auf Norharman mittels HPLC

Methode A:

Etwa 500 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, wurden in einem Zentrifugenglas
mit 10 ml Methanol LichrosolV durch einminitiges Schiitteln auf einem Vortex-Gerét (Stufe

6) extrahiert. Diese Extraktion wurde dreimal wiederholt, wobei nach jedem Mal bei 3000 x g
abzentrifugiert wurde und die Uberstehenden Losungen in einem Spitzkolben vereinigt
wurden. Der methanolische Extrakt wurde zur Trockene eingeengt, mit 25 ml Aqua bidest.
aufgenommen und mit Salzsaure (10%) auf pH 2 gebracht, damit das Alkaloid als Salz vorlag
und nicht beim anschlieBenden Ausschutteln mit viermal 20 ml Dichlormethan im Scheide-
trichter zusammen mit den Carotinoiden und Chlorophyllen entfernt wurde. Anschlie3end
wurde die Wasserphase mit Natronlauge (10%) auf pH 12 alkalisiert und viermal mit 20 ml
Ether ausgeschiittelt, um die hydrophilen Phycobiliproteine zu entfernen, wobei das Alkaloid
als Base in die Etherphase gelangte. Danach wurde mit jeweils 15 ml angesauertem Aqua
bidest. (pH 1) viermal ausgeschiittelt, eingeengt und der Ruckstand fir die HPLC in einer

definierten Menge (150 pl) mobiler Phase geldst.

Methode B:

Etwa 500 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, wurden in einem Zentrifugenglas
mit angesauertem Aqua bidest. (pH 1) befeuchtet und mit 10 ml Dichlormethan durch ein-
minutiges Schuitteln auf einem Vortex-Gerat (Stufe 6) extrahiert, wobei die Carotinoide und
Chlorophylle extrahiert wurden, wahrend das Alkaloid als Salz in der Biomasse verblieb.
Diese Extraktion wurde dreimal wiederholt, wobei nach jedem Mal bei 3000 x g abzentrifu-
giert wurde und die tberstehenden Losungen verworfen wurden.

Anschliel3end wurde die Biomasse mit 10 ml angesauertem Aqua bidest. (pH 1) versetzt und
das Alkaloid durch einminttiges Schutteln auf einem Vortex-Geréat (Stufe 6) extrahiert. Diese

Extraktion wurde dreimal wiederholt, wobei nach jedem Mal bei 3000 x g abzentrifugiert
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wurde und die Uberstehenden Losungen in einem Spitzkolben vereinigt wurden. AnschlieRend
wurde die Wasserphase mit Natronlauge (10%) auf pH 12 alkalisiert und viermal mit 20 ml
Ether ausgeschiittelt, um die hydrophilen Phycobiliproteine zu entfernen, wobei das Alkaloid
als Base in die Etherphase gelangte. Danach wurde mit jeweils 15 ml angesauertem Aqua
bidest. (pH 1) viermal ausgeschiittelt, eingeengt und der Ruckstand fur die HPLC in einer
definierten Menge (150 pl) mobiler Phase geldst.

Endgultig verwendete Methode:

Etwa 150 mg gefriergetrocknete Biomasse, genau gewogen, wurden in einem Zentrifugenglas
mit 2 ml Methanol Lichrosof¥ durch einminitiges Schiitteln auf einem Vortex-Gerat (Stufe

6) extrahiert. Diese Extraktion wurde fiinfmal wiederholt, wobei nach jedem Mal bei 3000 x g
abzentrifugiert wurde und die Uberstehenden Losungen in einem Spitzkolben vereinigt
wurden. Der methanolische Extrakt wurde am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt
und der Riickstand in 500,0 ul Methanol Lichro8a@ufgenommen. Mit dieser Lésung wurde

die HPLC-Analyse durchgefuhrt. Dazu wurde eine Hibar RT 250-4 LiChrosorb (5um) RP8-
Saule sowie eine Nucleosil 120-5 C18-Vorsaule (30 x 4 mm) verwendet.

Die mobile Phase bestand aus einer Mischung aus wafRriger Natiumheptansulfonatldsung
pH 3,2 und Acetonitril (R.EUR.1997;Monographie Opium) und wurde von einer Kontron
Instruments HPLC PUMP 420 mit der FluRrate 1 ml midurch die Saule gepumpt.

Detektiert wurde bei einer Wellenlange von 250 nm mit einem Photo Dioden Array Detektor
(L 3000, Fa. Merck/Hitachi).

Die Identifizierung des Norharmanpeaks gelang Uber den Vergleich der Retentionszeit und
des spezifischen Absorptionsspektrums von Norharmanhydrochlorid Referenzsubstanz mit
Hilfe des HPLC-Software-Programms (D-6000 DAD Manager/HPLC Manager der
Fa.Merck), wahrend die quantitative Auswertung Uber die Peakflache mit einem Shimadzu C-
R3A Integrator erfolgte. Dafiir wurde zunachst eine Kalibriergerade mit den Konzentrationen
10 ug mtt, 50 pg mif und 100 pg mt Norharmanhydrochlorid erstellt, und dann iber die

Geradengleichung die Konzentration in der Probe errechnet.
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C ERGEBNISSE

1 Extraktionsmethoden

1.1  Entwicklung eines Extraktionsverfahrens unter Verwendung von Ethanol und

Aceton

Um die in den Mikroalgen-N&ahrlosungen vorkommenden Metaboliten untersuchen zu
kénnen, sollte zundchst eine geeignete Extraktionsmethode flr deren Gewinnung aus den
Nahrlosungen gefunden werden. Zundchst muf3ten die in den Nahrlésungen in nur sehr
geringer Konzentration vorliegenden Substanzen aufkonzentriert werden. Da es sich um grof3e
Mengen eines walrigen Mediums handelte, war das Einrotieren am Rotationsverdampfer zu
langwierig (Siededruck von Wasser bei Ts = 40°C: 65 mbar). Deshalb wurden die Volumina,
die pro Kultur anfielen (8 Liter), zunachst gefriergetrocknet.

Bei der Wahl eines geeigneten Extraktionsmittels muf3te einerseits die hohe Polaritat der
Substanzen berucksichtigt werden, andererseits muf3te eine Moglichkeit gefunden werden, um
die der Nahrlésung zur Ernahrung der Mikroalgen zugesetzten und ebenfalls gut wasser-
l6slichen Salze abzutrennen. Es mufite also ein Losungsmittel wie Methanol und Ethanol
verwendet werden, welches geniligend polar war, in dem sich aber Salze nicht I6sen. Wegen
der geringeren Toxizitat wurde zunachst auf Ethanol zurtckgegriffen.

Da die genaue Polaritdt der Substanzen nicht bekannt war, wurden zunachst verschiedene
Ethanol/Wasser-Gemische getestet, wobei sich Ethanol 80% als am besten geeignet erwies.
Der Nachteil, daf3 sich in dem Wasseranteil ein Teil der Salze Ioste, wurde mit einer
anschlielenden Extraktion mit absolutem Ethanol, bei der die Salze ausfielen, auszugleichen
versucht.

Bei vielen der erhaltenen Extrakte waren nun tatsdchlich anhand der Dunnschicht-
chromatographie bei Betrachtung unter UV-Licht zahlreiche Flecken von Substanzen zu

sehen. lhre Zahl variierte von zwei bis neun, je nach Kultur.
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Da allerdings am Start der DC-Platten noch immer grof3e verlaufende Flecken, die auf Salze
hindeuteten, zu sehen waren, muf3te eine weitere Extraktion mit einem etwas unpolareren
Losungsmittel angefugt werden. Ausprobiert wurden verschiedene Aceton/Wasser-Gemische,
wobei sich die Mischung Aceton/Wasser im Verhdltnis 95:5 als am besten geeignet erwies,
die Salze abzutrennen. Bei Zugabe dieser Mischung fielen nicht nur Salze aus, sondern der
Extrakt bildete auch zwei Phasen. Die meistens hellgelb gefarbte obere Phase bestand aus
Aceton mit einem waldrigen Anteil, wahrend die waldrige untere Phase meistens dunkelbraun
gefarbt war. Anhand der DC konnte man sehen, wie sich die im Extrakt enthaltenen Salze
verteilten:

Die ausgefallenen und wieder in Wasser gelosten Salze zeigten deutlich die groBen am Start
verlaufenden Salzflecken. Die walirige Unterphase wies ebenfalls diese Salzflecken auf,
allerdings in geringerem Ausmalf3, wahrend sie in der Oberphase nicht mehr auftraten. Die
Verteilung der hier interessierenden eigentlichen Substanzen auf diese beiden Phasen verlief
dagegen anders:

Diese Substanzen waren nicht nur in der Oberphase zu finden, sondern verteilten sich
gleichmaRig auf die Ober- und die Unterphase; in der Unterphase war ihre Konzentration
sogar noch etwas erhoht. Die Hoffnung, die Substanzen nur in der salzfreien Oberphase zu
finden, erfillte sich somit nicht.

Anhand der dinnschichtchromatographischen Auftrennung war die Verteilung der Substanzen
je nach Polaritat auf die beiden Fraktionen gut zu sehen: Die walrige Unterphase enthielt
neben den Salzflecken sehr polare Verbindungen mit niedrigeren Rf-Werten, wéhrend die
acetonische Oberphase die Substanzen mittlerer und niedrigerer Polaritat enthielt, die auf der

DC-Platte relativ hohe Rf-Werte aufwiesen.

Bei der Untersuchung dieser Fraktionen mittels HPLC stellte sich zudem heraus, dal3 bei
Verwendung einer unpolaren Saule (RP-8 oder RP-18 Kieselgel) und einem relativ polaren
FlieRmittel (siehe Kapitel 2 des Ergebnisteils unter 2.1.3) nur die Auftrennung der Oberphase
gelang, wahrend die walrige Unterphase lediglich einen groRen ungetrennten Peak gleich zu
Beginn des Laufes zeigte. Auch diese Beobachtung wies darauf hin, dal? dieser Anteil Salze
beziehungweise sehr hydrophile Verbindungen enthielt, die keine Wechselwirkungen zu dem

reversed-phase Material eingingen.
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Um zu sehen, ob der pH-Wert bei der Extraktion eine Rolle spielt, wurde zu Beginn der
Untersuchungen die Extraktion auf zwei verschiedenen Wegen durchgefiihrt. Die
gefriergetrocknete Nahrlosung wurde zuerst bei pH 10 extrahiert, anschlie3end auf pH 5
gebracht und ein weiteres Mal extrahiert. Diese Methode wurde mit der umgekehrten
Reihenfolge, also zuerst Extraktion bei pH 5, anschlie3end Extraktion bei pH 10, verglichen.
Dabei stellte sich heraus, dal’ der pH-Wert eine gewisse Rolle spielte. Aus der Extraktion, die
erst im sauren, dann im basischen Milieu stattfand, ergab sich eine um etwa 20% hdhere
Ausbeute, die sich eventuell auf das Vorhandensein von basisch reagierenden Verbindungen
zuruckfuhren lie3, da diese im sauren Milieu Salze bilden und damit gut hydrophil zu
extrahieren sind. Aus diesem Grund wurde schliel3lich die folgende Extraktionsmethode als
am besten geeignet erachtet:

Die Extraktion der Nahrlosung wurde zuerst unter sauren, danach unter alkalischen
Bedingungen mit Ethanol 80% durchgefiihrt. Nach dem Einengen wurde mit absolutem
Ethanol extrahiert, die ausgefallenen Salze wurden verworfen, und der Extrakt erneut
eingeengt. Der Riuckstand wurde mit einer Aceton/Wasser-Mischung aufgenommen, die
restlichen ausgefallenen Salze verworfen, und die beiden erhaltenen Phasen fur weitere

Untersuchungen verwendet.

1.2 Entwicklung der Extraktion mit Amberlite® XAD-1180 Adsorberharz

Bei dieser Extraktionsmethode wurde die Nahrlésung einer ganzen Kultur (8 Liter)
erschépfend mit Amberlife XAD-1180 Adsorberharz 24 Stunden lang extrahiert. Bei den
Amberlite® X AD-Harzen handelt es sich um unspezifische Adsorber auf Basis von vernetzten
Kettenpolymeren. Die Harzkigelchen weisen eine hohe Porositat auf, da sie ihrerseits aus
einer groRen Zahl von Mikro-Kigelchen aufgebaut sind. Es gibt verschiedene XAD-Harze,
unter anderem Anionenaustauscherharze wie XAD-7, nicht-ionische Harze wie XAD-8 und
Polystyrolharze wie XAD-16. Bei dem hier verwendeten Amb&rKAD-1180 handelt es

sich um en nicht-ionisches hydrophobes Polystyrol-Copolymer, dessen Grundgerist aus
Polystyrol, das mit Divinylbenzol vernetzt ist, besteht. Es ist besonders gut zur Adsorption
von wasserloslichen organischen Verbindungen aus wafirigen LOsungen geeignet. Die
Adsorption erfolgt Uber unspezifische Bindungskrafte wie Van der Waals-Kréafte und

hydrophobe Wechselwirkungen. Die in der Nahrldsung vorhandenen Salze wurden von dem
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Adsorberharz nicht erfal3t. Das beladene Adsorberharz wurde anschliel3end mit Methanol
extrahiert, in dem sich die an das Harz adsorbierten Substanzen losten.

Um sowohl das Beladen des Harzes mit den Nahrlésungsmetaboliten als auch das
anschlieBende Extrahieren des Harzes erschopfend zu gestalten, wurde hier eine Methode
entwickelt, die gleichzeitig eine gewisse Automatisierung des Prozesses gestattete. Zu diesem
Zweck wurde das Adsorberharz in Soxhlet-Hulsen geflllt. Dann wurde die Extraktion der
Nahrlosung als auch die anschlieende Behandlung des beladenen Harzes mit Methanol in
dieser Soxhlet-Apparatur durchgefuhrt. Das verwendete Methanol liel3 sich danach wieder am
Rotationsverdampfer entfernen. Dann wurde der Ruckstand in Ethanol geldst, filtriert und
erneut zur Trockene eingeengt. Abschlielend wurde der gewonnene Extrakt mit Wasser

aufgenommen und gefriergetrocknet.

Allgemein werden diese Adsorberharze viel verwendet, um im Kulturiberstand enthaltene
Sekundarmetaboliten zu adsorbieren, so auch kleinmolekulare organische Komponenten wie
zum Beispiel Fulvinsauren aus TrinkwasseraftascH et al.,1993) oder Cytokine aus
Ostseewasser YBAK et al.,1986). Auch fur Naturstoffextraktionen wie Flavonoide aus
Ginkgo (YooN et al.,1997) oder Anthocyane auiggna subterra (PALE et al.,1997) wurden
verschiedene Polymerharze eingesetzt . Dal3 Metaboliten aus Algennahrldsungen mit XAD-
Adsorberharzen extrahiert werden konnten, zeigten die UntersuchungensMof €oDD

(1994) an Phormidium sp. Dieses Cyanobakterium gab antimikrobiell wirkendes
extrazellulares Material in die N&ahrlosung ab, welche mit XAD-7 extrahiert werden konnte.
Aus der Nahrlésung voNostoc commune wurden antibakteriell wirkende Diterpene mit Hilfe

von XAD-2 eluiert (AkI et al.,1998). Andere Untersuchungesigten, dald Abscisinsaure, ein
Phytohormon, welches Algen in ihre Kulturldésung abgeben, daraus mit XAD-7 extrahiert

werden konnte (ZHRADNICKOVA et al.,1990).

1.3  Zusammenfassung und Diskussion

Mit den beiden oben beschriebenen Methoden konnte man auf unterschiedliche Art die
Metaboliten aus der N&hrlésung extrahieren. Welche Methode im Endeffekt ausgewahlt
wurde, hing von folgenden Fragestellungen ab:

Erstens: Wie hoch war die Ausbeute an Extrakt?
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Zweitens: Wurden alle Metaboliten von der Extraktion erfaf3t?

Drittens: Gelang es, die der Nahrlésung zugesetzten Salze zu entfernen oder gelangten diese
mit in den Extrakt?

Viertens: Wie hoch war der Material - und Zeitaufwand?

Um dieses zu beurteilen, wurden die Extrakte zundchst gewogen und danach die
Substanzflecken nach der dinnschichtchromatographischen Auftrennung auf Anzahl und
Auspragung hin betrachtet. Insgesamt war die Ausbeute mit der Methode 1.1 (Extraktion mit
Ethanol/Aceton) geringer als mit der XAD-Methode: Die erhaltenen Extraktmengen betrugen
je nach Kultur 400 mg bis 500 mg, aus etwa 50 mg Oberphase und 450 mg Unterphase
bestehend. Letztere enthielt noch einen Salzanteil. Die XAD-Extrakte enthielten dagegen
zwischen 800 mg und 3500 mg.

Aus der dunnschichtchromatographischen Auftrennung wurde ersichtlich, dal3 die Extrakte
beider Verfahren die gleichen Substanzflecken auf der DC-Platte zeigten, folglich waren beide
Methoden, was das Erfassen der Metaboliten aus der Nahrlésung betraf, gleichwertig.
Unterschiede gab es jedoch bezlglich des Salzanteils der Extrakte. Der mit der Methode 1.1
erhaltene Extrakt zeigte auf der DC-Platte neben den Substanzflecken noch deutliche
Salzflecken am Start. Deren Abtrennung gelang nicht, ohne dabei auch einen Teil der sehr
hydrophilen  Substanzen mitabzutrennen, wie die dunnschichtchromatographische
Untersuchung der Ober- und Unterphase zeigte. Der XAD-Extrakt dagegen wies keinerlei
zusatzliche Salze auf, da diese von dem Adsorberharz nicht erfal3t wurden.

Der Zeitaufwand war fiur beide Methoden vergleichbar. Die Herstellung eines Extrakts dauerte
mit beiden Methoden drei Tage. Allerdings unterschieden sich die beiden Herstellungen
bezlglich des Arbeitsaufwandes. Die XAD-Methode gestaltete sich wesentlich effektiver, da
aufgrund des Einsatzes von Soxhlet-Apparaturen mehrere Extraktionen parallel laufen
konnten.

Fur beide Methoden waren auf3er den Losungsmitteln Ethanol, Methanol und Aceton keine
weiteren Chemikalien noétig. Fur die XAD-Methode war der Bedarf an Methanol wesentlich
hoher, da sowohl fir das Reinigen des Harzes als auch fur die Extraktion etwa drei Liter
bendtigt  wurden. Allerdings konnte dieses Ldsungsmittel nach Redestillation
wiederverwendet werden.

Im Laufe dieser Dissertation wurde schlief3lich die XAD-Methode als letzlich besser geeignet
fur die Extraktionen ausgewahlt, vor allem wegen der Tatsache, dal} keine Salze erfaldt

wurden und die Extraktausbeute hoher war.
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2 Zusammensetzung der Extrakte

2.1  Entwicklung der verschiedenen Trennmethoden

2.1.1 Dunnschichtchromatographie

Um schnell eine Ubersicht zu gewinnen, ob in den zu untersuchenden Nahrldsungsextrakten
Substanzen enthalten waren, bot sich die Dunnschichtchromatographie als eine schnelle und
einfache Methode an. Fur die dinnschichtchromatographische Auftrennung der Extrakte
mufte zunachst ein geeignetes FlielBmittel gefunden werden. Hier erwies sich das
FlieBmittelgemisch Ethylacetat, Methanol und Wasser (100:16,5:13 6RHAMMER et
al.,1963) zunachst als gut geeignet. Da eine doppelte Entwicklung der DC-Platten oft zu
einem besseren Trennergebnis fihrt, wurden einige Platten zuerst mit der Oberphase einer
Mischung aus n-Butanol, Eisessig und Wasser (4:1:5), dem ,Partridge-Gemisch* entwickelt,
bevor sich die Entwicklung mit dem FlieBmittelgemisch Ethylacetat, Methanol und Wasser
(100:6,5:13,5) anschlof3. Dieses Verfahren ergab allerdings keine signifikante Verbesserung
gegenuber der alleinigen Entwicklung mit Ethylacetat, Methanol und Wasser.

Die Trennung war auf den DC-Platten, die mit Kieselgel 6@ #¢elbst bestrichen wurden,
einigermafl3en gut, allerdings zeigte sich selbst auf den HPTLC-Fertigplatten, die
normalerweise zu einer schéarferen Trennung fihren, daf3 die Substanzflecken nicht
vollstdndig voneinander getrennt wurden, sondern daf} ein mehr oder weniger ausgepragtes
Tailing zu sehen war.

Eine deutliche Verbesserung wurde durch Zusatz von Saure zum FlieBmittel erzielt. Die
Mischung Ethylacetat, Ameisensaure und Wasser (100:26ifie eine bessere Trennung, die
wahrscheinlich auf die Protonierung einiger Verbindungen zuriickzufiihren war, die dadurch
starkere Wechselwirkungen mit dem Kieselgel eingingen.

Die Detektion der entwickelten HPTLC-Platten erfolgte unter UV-Licht bei 254 nm und
365 nm. Um die Fluoreszenz bei 365 nm zu verstarken, wurden die Platten mit
Naturstoffreagenz-Polyethylenglykol-Reagenz bespriiht. Anhand dieser Methode konnte leicht
festgestellt werden, ob sich Substanzen in den Extrakten befanden, da diese sich als dunkle
Flecken unter UYs beziehungsweise als fluoreszierende Flecken untegs\3¥igten. Die

Fluoreszenzen waren meist blaulich, manchmal intensiv hellblau, oft auch gelblich.

30



Ergebnisse - Zusammensetzung der Extrakte

2.1.2 Saulenchromatographie

Mit Hilfe dieser Methode sollte zum einen versucht werden, grofRere Extraktmengen zu
fraktionieren, zum anderen sollte untersucht werden, ob durch anschlieBende dinnschicht-
chromatographische Auftrennung der erhaltenen S&ulenfraktionen noch weitere Substanzen
sichtbar gemacht werden konnten.

Zunachst wurde eine kleine Saule mit 1,3 cm Durchmesser und 33 cm Léange verwendet. Der
aufzutrennende Extrakt einer Kultur vddodularia harveyana wurde zuvor nach der
Extraktionsmethode mit Ethanol und Aceton hergestellt. Auf die Saule wurde die nach der
Behandlung mit dem Aceton/Wasser-Gemisch entstehende Oberphase gebracht. Nach dem
Vorlauf wurden 35 Fraktionen aufgefangen und mittels Dunnschichtchromatographie
untersucht.

Es stellte sich heraus, dal3 keine vollstandige Trennung des Extrakts in Einzelsubstanzen
maoglich war. Es entstand nur eine Fraktionierung in Gruppen von mehr und weniger
hydrophilen Verbindungen. Aul3erdem ergab die S&ulenchromatographie, daf? bereits durch
die Auftrennung mittels Dunnschichtchromatographie, wenn auch in sehr viel geringeren
Mengen, eine vollstandige Erfassung und Trennung der im Extrakt vorhandenen Substanzen
mdoglich war. Anhand des Vergleichs des ungetrennten Extrakts mit den aufgetrennten
Fraktionen war zu erkennen, daf} kein nicht bereits schon vorher erkannter Substanzfleck
auftauchte.

Die Saulenchromatographie zeigte zwar die gleiche Zahl von Verbindungen in den Extrakten,
brachte aber keine Verbesserung gegeniber der dinnschichtchromatographischen Trennung.
Dies zeigte sich auch bei der Verwendung einer gréReren Sdule mit 5 cm Durchmesser und
55 cm Lange. Hierbei wurden 113 Fraktionen zu je 20 bis 25 ml aufgefangen und auf DC-
Platten aufgetragen. Die bereits durch den Versuch mit der kleinen Saule gewonnenen
Erkenntnisse bestétigten sich. Die Trennung verbesserte sich nicht; nur die Anzahl der
Fraktionen, auf die sich die gleichen Substanzen verteilten, erhdhte sich: so wiesen u.a. die

Fraktionen 30 bis 38 ein identisches Muster auf der DC-Platte auf.
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213 HPLC

Nachdem eine gute dinnschichtchromatographische Auftrennung der Extrakte ermdglicht
worden war, sollte anschlielRend auch eine Auftrennung mit Hilfe der HPLC erreicht werden.
Die HPLC ist nicht nur in der Lage, geringere Substanzmengen aufgrund der hohen
Empfindlichkeit der UV/Vis-Detektoren @®GEBAUER,1992) zu erfassen, sondern ermdglicht
zusatzlich eine Quantifizierung der Inhaltsstoffe.

Zuerst wurde versucht, mit Hilfe der Normalphasenchromatographie die Trennverhaltnisse der
Dunnschichtchromatographie auf die HLPC zu Ubertragen. Dazu wurde eine Nucleosil 50-7
ET250/4 Kieselgelsaule und als FlieBmittel eine Mischung aus Ethylacetat, Ameisensaure und
Wasser (100:10:5), die sich bei der diinnschichtchromatographischen Trennung als vorteilhaft
erwiesen hatte, verwendet. Die Trennung der Extrakte gelang damit nur unvollstandig, da die
Substanzen sehr schnell hintereinander und nicht voneinander getrennt im Chromatogramm
erschienen. Das Problem bei der Normalphasenchromatographie bestand darin, daf3 das
Flielmittel wegen der hier vorliegenden polaren Verbindungen ebenfalls hydrophil sein
muf3te, da ein unpolares FlieBmittel dazu gefuhrt hétte, dall die Substanzen nicht von der
Kieselgel-saule eluiert worden waren. Da aber alle Komponenten - Sdulenmaterial, FlieBmittel
und zu trennender Extrakt - polar waren, fuhrte diese Methode zu keiner aussagekraftigen

Trennung.

Viele HPLC-Trennmethoden, auch des Arzneibuchs, werden mit unpolaren Saulen, die mit
reversed phase-Material wie RP-8 oder RP-18 Kieselgel geflillt sind, durchgefuhrt, weswegen
die folgenden beschriebenen Versuche mit einer RP-18 Nucleosil 100-5 ET 250-S&ule
durchgefuhrt wurden.

Da die dunnschichtchromatographische Auftrennung mit der Mischung Ethylacetat,
Ameisensaure und Wasser (100:10:5), welches ein FlieBmittel fir die Untersuchung von
Flavonoiden darstellt @HALY,1991), gute Resultate erbracht hatte, wurde zunachst eine
HPLC-Methode fiur Flavonoidbestimmungen getestet. Als Vertreter dieser Substanzgruppe
wurden Chlorogensaure und Kaffesaure neben dem Nahrldsungsextrakt dunnschicht-
chromatographisch untersucht, um zu sehen, welche Position diese beiden Flavonoide
bezlglich der Substanzflecken im Extrakt aufwiesen. Als FlieBmittel wurde eine Mischung
aus Wasser, Ethylacetat und Essigsaure (95,6:4,1:0,3) verwendeHREBD &
BITSCH,1996).
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Die Auftrennung des Extrakts verlief nur wenig zufriedenstellend, so dal’ diese Methode vor

allem wegen der sehr langen Retentionszeiten wieder verworfen wurde. Die Substanzen
wurden zuerst sehr rasch aufeinander folgend eluiert, wahrend die letzten Substanzpeaks bei
einer FluRrate von 1,5 ml mirerst nach 40 Minuten erschienen. Die FluRrate lieR sich wegen
des hohen Drucks aufgrund des Wasseranteils in dem Eluenten nicht mehr steigern. Auch die
Einfuhrung eines FlieBmittelgradienten konnte keine Verbesserung bringen, da Wasser und

Ethylacetat nur begrenzt miteinander mischbar sind (max. 75 g Ethylacetat in 1000 g Wasser).

AulRRerdem wurden folgende Flie3mittel ausprobiert:

Acetonitril, Dichlormethan und Methanol (60:20:20): Diese Mischung erwies sich als
ungeeignet, da sie zu lipophil war. Das Gleiche galt fir die Mischung aus walRriger
Essigsaurelésung 0,1% und Acetonitril (85:15). Mit Methanol und Wasser (50:50) verlief die
Trennung ebenfalls ungentigend, weil die Substanzen zu schnell aufeinanderfolgend eluiert

wurden.

Da inzwischen durch die parallel durchgefihrten Untersuchungen bekannt war, dafl} das
Alkaloid Norharman als Inhaltsstoff im N&hrlésungsextrakt Vdodularia harveyana
enthalten war (siehe Kapitel 4 des Ergebnisteils), wurde die Auftrennung mit Hilfe der HPLC-
Methode aus dem Europaischen Arzneibuch fur die Analyse der Alkaloide in Opium
durchgefuhrt. Dieses FlieBmittel besteht aus einer Mischung aus walRriger
Natiumheptansulfonatldsung, welche auf den pH-Wert 3,2 eingestellt wird, und Acetonitril.
Es handelt sich hierbei um eine lonenpaarchromatographie fir dissoziierende Verbindungen,
bei der die Alkaloide bei pH 3,2 protoniert werden. Mit den Natriumheptansulfonationen im
Eluenten bilden sie lonenpaare, die Wechselwirkungen zur stationaren Phase eingehen.

Das Chromatogramm zeigte bei der Verwendung dieser HPLC-Methode mehrere voneinander
getrennte Peaks, deren Natur jedoch noch nicht aufgeklart ist. Der Norharmanpeak, dessen
Identifizierung Uber sein spezifisches Absorptionsspektrum gelang, erschien deutlich von den
anderen Extraktinhaltsstoffen getrennt, so dal} auch eine sichere Quantifizierung des

Norharmans in den Extrakten moglich war.
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2.2 Ergebnisse der verschiedenen Trennmethoden

221 Ergebnisse der Diinnschichtchromatographie

Die Nahrlésungen der folgenden Mikroalgen wurden nach der Extraktionsmethode mit
Ethanol und Aceton extrahiert und die acetonische Oberphase diinnschichtchromatographisch
untersucht. Diese Extrakte wiesen alle im unteren Teil des Chromatogramms eine mehr oder

weniger deutliche Salzspur auf, die durch das Extraktionsverfahren bedingt war.

CYANOBAKTERIEN: CHLOROPHY CEEN:

* Anabaena flos—aquae » Chlamydomonas reinhardtii
* Anabaena constricta * Chlorella vulgaris

* Anabaena viguieri * Monoraphidium braunii

* Microcystissp. » Tetracystis intermedium

* Nostoc carneum

* Nostoc commune

* Nostoc insulare

e Phormidium corium

e Phormidium foveolarum
» Oscillatoria geminata

* Oscillatoria nigro-viridis

* Synechococcus rubescens

Aus den Nahrlésungen der folgenden Mikroalgen wurden XAD-Extrakte hergestellt und

dunnschichtchromatographisch untersucht:

CYANOBAKTERIEN: CHLOROPHY CEEN:

» Chrooccoccus minutus *  Scenedesmus producto-capitatus
* Nodularia harveyana

* Nodularia spumigena

*  Spirulinalaxissma
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Die Extrakte wurden in Methanol gelést und in einer Konzentration von 0,05 mg
bandenférmig auf HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 6&4 Bufgetragen. Als Fliel3mittel wurde

eine Mischung aus Ethylacetat, Ameisensaure und Wasser (100:10:5) verwendet. Die Platten
wurden bis zu einer Laufhohe von 8 bis 9 cm entwickelt und anschliel3end unter UV-Licht bei

365 nm ausgewertet. Die angegebenen Rf-Werte stellen Durchschnittswerte dar.

BLINDWERTE
» Blindwert, hergestellt nach der Ethanol/Aceton-Methode:
Im unteren Teil des Chromatogramms fielen drei schwache Flecken mit den Rf-Werten
0,09, 0,14 und 0,2 auf. Ein etwas starkerer Fleck war in HOhe des Rf-Wertes 0,3 zu sehen.
» Blindwert, hergestellt nach der XAD-Methode:
Es war nur ein sehr schwacher, leicht verwischter Fleck in Hohe der FlieBmittelfront zu

sehen.

CYANOBAKTERIEN:

» Extrakt vonAnabaena flos-aquae:
Der Extrakt zeigte drei deutliche gelbe Hauptflecken mit den Rf-Werten 0,74 und 0,3
sowie kurz uber dem Start bei 0,1. Ein weiterer Fleck war bei dem Rf-Wert 0,84 sowie
unterhalb der Flie@Bmittelfront bei dem Rf-Wert 0,9 zu erkennen.

» Extrakt vonAnabaena constricta:
Es zeigten sich lediglich ein bis zwei unscharfe Substanzflecken mit den Rf-Werten 0,6
und 0,7.

» Extrakt vonAnabaena viguieri:
Auch dieser Extrakt zeigte nur zwei schwach ausgepragte Substanzflecken im oberen Rf-
Bereich bei Werten von 0,72 und 0,8.

 Extrakt vonChroococcus minutus:
Im unteren Rf-Bereich waren mehrere blauliche Flecken mit den Rf-Werten 0,08, 0,1, 0,15,
0,2, und 0,22 zu sehen. Auf der HOhe des Rf-Wertes 0,5 erschien ein deutlicher ebenfalls
blaulich erscheinender Fleck, dem sich weiter oberhalb ein schwacher Fleck mit dem Rf-
Wert 0,55 und zwei etwas deutlichere Flecken mit den Rf-Werten 0,7 und 0,78

anschlossen.
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Extrakt von Microcystis sp.:

Eswaren zwei Flecken im mittleren Rf-Bereich mit den Rf-Werten 0,55 und 0,64 zu sehen,

ferner dartberliegend ein etwas schwacherer Fleck mit dem Rf-Wert 0,68. Kurz oberhalb
des Starts war ein weiterer schwacherer Fleck mit dem Rf-Wert 0,1 zu erkennen.

Extrakt vonNodularia harveyana:

Der Extrakt wurde dominiert von einem stark hellblau erscheinenden Fleck mit dem Rf-
Wert 0,25. (Dieser wurde spéater als das Alkaloid Norharman identifiziert.) Darunter sah
man einen schwacher hellblauen Fleck mit dem Rf-Wert 0,2 sowie zwei dicht Gber dem
Startfleck liegende leicht ineinander Ubergehende Flecken mit den Rf-Werten 0,08 und
0,10. Oberhalb des Norharmanflecks konnte man einen etwas schwacheren Fleck mit dem
Rf-Wert von 0,5 erkennen. Weiterhin fiel ein stark gelber Fleck mit dem Rf-Wert von 0,75
auf. Zwischen diesem und einem verwischten Fleck an der FlieBmittelfront (Rf-Wert 0,95)
befanden sich zwei weitere leicht ineinander tGbergehende Flecken mit den Rf-Werten 0,8
und 0,85.

Extrakt vonNodularia spumigena:

Im unteren Rf-Bereich fiel ein deutlicher Substanzfleck mit dem Rf-Wert 0,18 auf. Dicht
darunter lag ein etwas schwéacherer Fleck, wahrend sich dartiber zwei Flecken mittlerer
Intensitat mit den Rf-Werten 0,2 und 0,25 anschlossen. Uber diesen lag ein wiederum
deutlicher Fleck mit dem Rf-Wert 0,3.

Extrakt vonNostoc carneum:

Sehr deutlich war hier ein gelblicher Fleck mit dem Rf-Wert von 0,78 zu sehen. Dicht
darunter lagen ein leicht orange erscheinender Fleck mit dem Rf-Wert von 0,69 und ein
schwécherer, ebenfalls gelblicher Fleck mit dem Rf-Wert 0,6. Au3erdem zeigte sich ein
schwacher Fleck kurz oberhalb des Starts bei 0,18.

Extrakt vonNostoc commune:

Im unteren Rf-Bereich kurz oberhalb des Starts waren zwei schwache leicht ineinander
Uber-gehende Flecken zu sehen. Deutlicher zeigten sich dagegen zwei Flecken mit den Rf-
Werten 0,35 und 0,55.

Extrakt vonNostoc insulare:

Auch hier befanden sich im unteren Rf-Bereich bei 0,08 und 0,1 zwei schwache Flecken.
Mit den Rf-Werten 0,2 und 0,35 waren zwei deutliche blauliche Flecken zu erkennen,
wobei unterhalb des ersten noch ein weiterer schwacher Substanzfleck zu sehen war. Auch

unterhalb der Fliel3mittelfront (Rf-Wert 0,97) zeigte sich noch ein schwacher Fleck.
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Extrakt von Phormidium corium:

Hier zeigten sich lediglich zwei schwache Substanzflecken mit den Rf-Werten 0,18 und

0,4.

Extrakt von Phormidium foveolarum:

Im unteren Rf-Bereich befand sich ein schwacher Substanzfleck mit dem Rf-Wert 0,15.
Ebenfalls nur schwach ausgepragt waren die beiden Flecken weiter oberhalb mit den Rf-
Werten 0,45 und 0,6.

Extrakt vonOscillatoria geminata:

In diesem Extrakt war ein deutlich gelber Fleck mit dem Rf-Wert 0,71 zu erkennen,
auRerdem ein schwacher gelblicher Fleck direkt unterhalb der Flielmittelfront.

Extrakt vonOscillatoria nigro-viridis:

Ein schwach ausgepragter Substanzfleck zeigte sich bei einem Rf-Wert von 0,6.

Extrakt vonSpirulina laxissima:

Auffallig war ein blaulicher Fleck mit dem Rf-Wert 0,3 sowie ein stark gelber Fleck mit
dem Rf-Wert 0,75. Oberhalb des Starts befanden sich zwei dicht aufeinander folgende
Flecken mit den Rf-Werten 0,12 und 0,15. AuRerdem konnte man einen verwischten Fleck
an der FlieBmittelfront mit dem Rf-Wert 0,95 erkennen.

Extrakt vonSynechococcus rubescens:

Im oberen Rf-Bereich befanden sich drei schwache, teilweise ineinander tbergehende
Substanzflecken mit den Rf-Werten 0,65, 0,7 und 0,8.
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Abb.22.1

Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Mikroalgen-N&hrlésungsextrakten; von
links nach rechts: Blindwert (hergestellt nach XAD-Methode), Extrakte Glamoococcus
minutus und Nodularia harveyana, Norharmanreferenzsubstanz, Extrakte \Wodularia
spumigena, Scenedesmus producto-capitatus undNostoc insulare.

Aufnahme der DC unter Uyg. Flie3mittel Ethylacetat/Methanol/Wasser (100:16,5:13,5)

Abb. 2.2.2
Dieselbe DC-Platte wie in Abb. 2.2.1, aufgenommen unteslJV
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CHLOROPHY CEEN:

Extrakt von Chlamydomonas reinhardtii:

Auffallig war hier der hellblaue Fleck mit dem Rf-Wert 0,25. Unterhalb davon befanden
sich drei weitere etwas schwéacher hellblau erscheinende Flecken mit den Rf-Werten 0,1,
0,15 und 0,18. Im oberen Rf-Bereich war ein schwacher gelblicher Fleck mit dem Rf-Wert
von 0,78 zu erkennen.

Extrakt vonChlorella vulgaris:

Hier wurde ein Fleck im mittleren Rf-Bereich mit dem Wert 0,35 sichtbar sowie zwei
weiter oben liegende ebenfalls wenig ausgepragte Flecken mit den Rf-Werten 0,65 und
0,75. AulRerdem zeigte sich ein unscharfer Fleck nahe der FlieBmittelfront bei dem Rf-Wert
0,98.

Extrakt vonMonoraphidium braunii:

Dieser Extrakt wies vier bis funf schwache Flecken im unteren Rf-Bereich von 0,12 bis
0,22 auf sowie einen unscharfen Fleck nahe der FlielBmittelfront bei dem Rf-Wert 0,98.
Extrakt vonScenedesmus producto-capitatus:

Kurz oberhalb des Starts war ein nur schwacher Fleck sichtbar. Auffallender waren zwei
aufeinander folgende Flecken mit den Rf-Werten 0,3 und 0,37 sowie ein Fleck gleicher
Intensitat mit dem Rf-Wert 0,52. Kurz unterhalb der FlieBmittelfront erschien ein weiterer
schwacher Fleck.

Extrakt vonTetracystis intermedium:

Im unteren Rf-Bereich waren zwei deutliche Flecken mit den Rf-Werten 0,15 und 0,3 zu
sehen. Dazwischen befand sich ein etwas schwéacherer Fleck mit dem Rf-Wert 0,23.
Oberhalb davon war ein etwas hellerer Fleck mit dem Rf-Wert 0,6 zu erkennen sowie ein

unscharfer Fleck nahe der FlieRmittelfront mit dem Rf-Wert 0,99.

Zusammenfassung

Die Nahrlosungsextrakte der verschiedenen Mikroalgen wiesen durchschnittlich vier bis funf

Substanzflecken auf. Wenige und nur schwache Substanzflecken zeigten die Extrakte von

Anabaena constricta, Anabaena viguieri, Phormidium corium und Phormidium foveolarum.

Auch die Extrakte vorDscillatoria geminata, Oscillatoria nigro-viridis und Synechococcus

rubescens zeigten wenig Auffalligkeiten, da jeweils nur ein bis drei schwache Flecken zu
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erkennen waren.

Eine komplexe Zusammensetzung dagegen besal3en vor allem die Extraledutaria
harveyana und Chroococcus minutus. Beide wiesen jeweils neun Substanzflecken auf, wobei

in dem Extrakt vorNodularia harveyana die Intensitat der Flecken deutlicher war. Der bei
dem Rf-Wert von 0,2 hellblau erscheinende Substanzfleck im ExtraktNoollaria
harveyana zeigte die starkste Intensitéat aller Substanzflecken insgesamt.

Es fiel auf, dal} fast alle Extrakte einen etwas schwacheren Fleck knapp unterhalb der
FlieBmittelgrenze aufwiesen. Da dieser Fleck auch bei dem Blindwert, der mittels XAD-
Extraktion gewonnen wurde, zu sehen war, liegt die Vermutung nahe, dal3 es sich um keinen
echten Substanzfleck handelt, sondern um ein Produkt aus dem XAD-Harz. Eine weitere
Gemeinsamkeit vieler Extrakte war ein gelblich erscheinender Substanzfleck um den Rf-Wert
0,7 bis 0,8.

2.2.2 Ergebnisse der Dunnschichtchromatographie mit chemischen Nachweisreagenzien

Untersucht wurde die acetonische Oberphase aus der Extraktionsmethode mit Ethanol und
Aceton von folgenden Mikroalgemnabaena flos-aqua, Nostoc carneum, Microcystis sp.,
Nodularia harveyana und Spirulina laxissma. Nach dem Betrachten der dinnschicht-
chromatographisch aufgetrennten Extrakte unter UV-Licht wurden verschiedene Spruh-
reagenzien eingesetzt, die erste Hinweise auf die Art der enthaltenen Verbindungen geben
sollten.
Verwendet wurden Dragendorffs Reagenz zum Nachweis von Alkaloiden und
stickstoffhaltigen Verbindungen, Ninhydrin-Reagenz zum Nachweis von Aminosauren,
Aminen und Aminozuckern, Fe{Ks;Fe(CN)} -Reagenz zum Nachweis von reduzierenden
Verbin-dungen und Orcin-Reagenz zum Nachweis von Pentosen.
» Dragendorffs Reagenz:
Eine deutliche positive Reaktion zeigte der unter UV-Licht intensiv hellblau
fluoreszierende Substanzfleck im Extrakt vblodularia harveyana. Eine schwachere
positive Dragendorff-Reaktion zeigte der Extrakt vbhcrocystis sp., die allerdings
keinem Substanzfleck zugeordnet werden konnte, da die Féarbung sich lUber die gesamte
Laufstrecke verteilte.Die Extrakte vémabaena flos-aqua, Nostoc carneum, und Spirulina

laxissima zeigten keine Reaktion.
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* Ninhydrin-Reagenz:
Lediglich die Extrakte von Nodularia harveyana und von Microcystis sp. zeigten eine
schwache positive Reaktion, die bei beiden Extrakten einer oder mehreren Verbindungen
zugeschrieben werden konnte, die sich im unteren Rf-Bereich knapp oberhalb der Salzspur
befanden.Die Extrakte von Anabaena flos-aqua, Nostoc carneum, und Spirulina laxissima
zeigten keine Reaktion.

* FeCl3/K3Fe(CN)es -Reagenz:
Bel den Extrakten von Anabaena flos-aqua, Nostoc carneum, und Spirulina laxissima
zeigte sich eine positive Resktion der Substanzflecken direkt unterhalb der
FlieBmittelfront. Die Extrakte voMNodularia harveyana und vonMicrocystis sp. wiesen
ebenfalls eine schwache positive Reaktion auf, die sich bei beiden Uber die gesamte
Laufstrecke zog.

» Orcin-Reagenz:
Alle funf Extrakte reagierten positiv, wobei sich samtliche Substanzflecken, die vorher nur

unter UV-Licht sichtbar waren, anfarbten.

Zusammenfassung

Die Detektion mit den verwendeten chemischen Nachweisreagenzien lieferte als wichtigste
Aussage den deutlich positiven Alkaloidnachweis mit Dragendorffs Reagenz des hellblau
erscheinenden Flecks mit dem Rf-Wert 0,25 im Extrakt Modularia harveyana. Der bei

vielen Extrakten knapp unterhalb der Flie3mittelfront auftretende Fleck erbrachte einen
positiven Nachweis auf reduzierende Verbindungen. Auffallig war weiterhin der samtliche

Substanzflecken betreffende positive Ausfall der Reaktion mit Orcin-Reagenz. Dagegen fiel
der Nachweis von Aminosauren, Aminen und Aminozuckern mit Ninhydrin-Reagenz bei

allen Extrakten entweder negativ oder so schwach aus, dal sich keine Aussage machen liel3.
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2.2.3 Ergebnisse von HPLC und Dunnschichtchromatographie im Vergleich

Um die dunnschichtchromatographische Auftrennung der N&hrlésungsextrakte mit deren
Auftrennung mittels HPLC zu vergleichen, wurden die XAD-Extrakte folgender Kulturen
untersucht:Nodularia harveyana, Spirulina laxissma und eine Mischkultur, die durch
Beimpfen der Nahrlésung milodularia harveyana und Spirulina laxissima zu gleichen

Teilen entstand. Diese Mischkultur wurde angesetzt, um zu Uberprifen, inwieweit der
Norharmangehalt in den Kulturen vdxodularia harveyana durch die Gegenwart eines
anderen Cyanobakteriums beeinfluBt wurde (siehe Kapitel 5 des Ergebnisteils). Fur die
dunnschichtchromatographische Untersuchung wurden zwei verschiedene FlieBmittel
verwendet, zum einen Ethylacetat, Methanol und Wasser (100:16,5:13,5) und zum anderen

Ethylacetat, Ameisensaure und Wasser (100:10:5).

1. Dinnschichtchromatographie mit Ethylacetat, Ameisenséure und Wasser

» Extrakt vonNodularia harveyana:
Dicht Gber dem Start lagen zwei leicht ineinander Ubergehende Flecken mit den Rf-Werten
0,08 und 0,10. Daruber sah man einen schwéacher hellblauen Fleck bei Rf-Wert 0,2. Es
folgte der dominierende stark hellblau erscheinenden Fleck mit dem Rf-Wert 0,25.
Oberhalb dieses Substanzflecks konnte man einen etwas schwacheren Fleck mit dem Rf-
Wert von 0,5 erkennen. Weiterhin fiel ein stark gelber Fleck mit dem Rf-Wert von 0,75
auf. Zwischen diesem und einem verwischten Fleck an der FlieBmittelfront (Rf-Wert 0,95)
befanden sich zwei weitere leicht ineinander Gbergehende Flecken mit den Rf-Werten 0, 8
und 0,85.

» Extrakt vonSpirulina laxissima:
Oberhalb des Starts befanden sich zwei dicht aufeinander folgende Flecken mit den Rf-
Werten 0,12 und 0,15. Auffallig war ein blaulicher Fleck mit dem Rf-Wert 0,3 sowie ein
stark gelber Fleck mit dem Rf-Wert von 0,75, der sich auch in dem ExtralModtaria
harveyana befand. AulRerdem konnte man einen verwischten Fleck an der Flie@mittelfront

mit dem Rf-Wert 0,95 erkennen.
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Extrakt der Mischkultur aus Nodularia harveyana und Spirulina laxissima:

Der obere Teil des Chromatogramms entsprach dem des Extrakts von Nodularia
harveyana, einschlief3lich des dominierenden hellblau erscheinenden Flecks mit dem Rf-
Wert 0,2. Abweichend gestaltete sich der untere Rf-Bereich: Hier erschienen die beiden
dicht aufeinander folgenden Flecken mit den Rf-Werten 0,12 und 0,15, die auch in dem
Extrakt vonSpirulina laxissima zu sehen waren. Dicht darunter fand sich auRerdem ein
auffalliger Substanzfleck mit dem Rf-Wert 0,1, der so weder im ExtrakiNoollaria

harveyana noch beiSpirulina laxissima erschien.

Dinnschichtchromatographie mit Ethylacetat, Methanol und Wasser

Extrakt vonNodularia harveyana:

Bis zur Hohe des Rf-Werts von 0,3 zog sich das Tailing der drei aufeinanderfolgenden
Substanzflecken im unteren Teil des Chromatogramms mit den Rf-Werten 0,2, 0,24 und
0,28. Darlber befand sich ein Fleck mit dem Rf-Wert 0,35, bevor sich der stark
ausgepragte hellblau erscheinende Hauptfleck anschlof3. Dicht darliber folgte ein gelblicher
Fleck mit dem Rf-Wert 0,54 sowie zwei schwache Flecken (Rf-Werte 0,51 und 0,6)
unterhalb der FlieBmittelfront.

Extrakt vonSpirulina laxissima:

Auch hier wiesen die Substanzflecken im unteren Rf-Bereich ein Tailing auf, das sich bis
zur Hohe des ersten Flecks mit dem Rf-Wert 0,13 erstreckte. Es schlossen sich zwei
weitere Flecken mit den Rf-Werten 0,17 und 0,25 an. Dartber befand sich ein schmaler
blaulicher Fleck , gefolgt von einem gelblicher Fleck mit dem Rf-Wert 0,54, der ebenfalls
auch in dem Extrakt voNodularia harveyana zu sehen war.

Extrakt der Mischkultur vomNodularia harveyana und Spirulina laxissima:

Das Chromatogramm der Mischkultur entsprach auch hier in weiten Bereichen ab dem
Fleck mit dem Rf-Wert 0,32 dem des Extrakts vblodularia harveyana. Ein
Substanzfleck mit dem Rf-Wert 0,42 war auch hier zusatzlich zu sehen, allerdings knapp
unterhalb des hellblau erscheinenden Hauptflecks. Im unteren Rf-Bereich befand sich
lediglich ein Fleck mit dem Rf-Wert 0,25 samt Tailing, der auch in dem Extrakt von

Spirulina laxissima zu erkennen war.
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Vergleich der beiden dinnschichtchromatographischen Trennungen 1. und 2.

Die Anzahl und Intensitat der Substanzflecken in den drei Nahrlosungsextrakten blieb gleich -
der Extrakt vorNodularia harveyana zeigte neun , der Extrakt vé@pirulina laxissima wies

funf Flecken auf. Allerdings anderte sich die Reihenfolge der Flecken. Allen drei Extrakten
gemeinsam war der gelbliche Fleck mit dem Rf-Wert von 0,75 mit dem FlieBmittel
Ethylacetat, Ameisensaure und Wasser, beziehungsweise mit dem Rf-Wert von 0,54 mit dem
FlieBmittel Ethylacetat, Methanol und Wasser. Der Extrakt von der Mischkultur ahnelte in
seinem chromatographischen Bild Uberwiegend dem ExtrakiNeodnlaria harveyana, vor

allem in den oberen Rf-Bereichen. Aufféallig war auch hier der zusétzliche blau erscheinende
Fleck mit dem Rf-Wert von 0,1 mit dem FlieBmittel Ethylacetat, Ameisenséure und Wasser,
beziehungsweise mit dem Rf-Wert von 0,42 bei Benutzung des FlieBmittels Ethylacetat,
Methanol und Wasser, der weder in dem ChromatogramniNedualaria harveyana noch in

dem vonSpirulina laxissima erschien.

Abb.2.23.1

Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Mikroalgen-Nahrldsungsextrakten. Von
rechts nach links: Norharmanreferenzsubstanz, Extrakte Modularia harveyana,
Mischkultur, Spirulina laxissima, Mischkultur,Nodularia harveyana, Norharmanreferenzsub-
stanz Nodularia harveyana.

Aufnahme der DC unter Uags. Flie3mittel Ethylacetat/Ameisensaure/Wasser (100:10:5).

44



Ergebnisse - Zusammensetzung der Extrakte

Abb. 2.2.3.2
Dieselbe DC-Platte wie in Abb. 2.2.3.1, aufgenommen unter UV s4.

Abb. 2.2.3.3

Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Mikroalgen-Nahrldsungsextrakten aus
Abb. 2.2.3.1. Aufnahme der DC unter kgy/

FlieBmittel Ethylacetat/Methanol/Wasser (100:16,5:13,5).
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Abb. 2.2.3.4
Dieselbe DC-Platte wie in Abb. 2.2.3.3, aufgenommen unter UV s4.

3. HPLC

Die HPLC wurde mit einer RP-8 Saule und einem FlieBmittel aus waldriger Natrium-

heptansulfonatlosung (pH-Wert 3,2) und Acetonitril durchgefuhrt. Die Fluf3rate betrug

1ml mint und die Detektion erfolgte bei YM. Die Retentionszeiten sind Durchschnittswerte

und in Minuten angegeben.

» Extrakt vonNodularia harveyana:
Bis zur Retentionszeit von 2,3 bis 4,4 trat ein ungetrennter Peakhaufen auf, aus dem zwei
deutliche Peaks bei 3,0 und 3,3 herausragten. Es folgten zwei gut getrennte Peaks bei 5 und
6, bevor der Hauptpeak von Norharman bei 8 erschien, gefolgt von einem kleineren Peak
bei 9. Bei 13,5 sah man einen kleineren Peak. Das Chromatogramm endete mit einem
deutlichen Peak bei 17. Oft trat noch ein Signal um 25 auf, das aber meistens zu gering
war, um noch integriert zu werden.

» Extrakt vonSpirulina laxissima:
Auch hier trat bis zur Retentionszeit von 2,3 bis 4,4 ein ungetrennter Peakhaufen auf,
allerdings ohne die beiden herausragenden Peaks. Es folgten zwei kleinere Peaks um 4,6

und ein gréRerer bei 5,7. Bei 6 und 7 erschienen wieder zwei gut getrennte Peaks, dann ein
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enzelner Peak bel 11. Auch hier konnte man bel 13,5 einen kleineren Peak erkennen,

bevor das Chromatogramm mit dem letzten deutlichen Peak bel 17 endete.

o Extrakt der Mischkultur aus Nodularia harveyana und Spirulina laxissima:
Das Chromatogramm enthielt alle bel dem Extrakt von Nodularia harveyana
beschriebenen Peaks und unterschied sich davon lediglich durch einen kleinen zusatzlichen

Peak bei 7,7. Gelegentlich trat das Signal um 25 starker auf, so daf3 es integriert wurde.

Vergleich der HPLC mit den beiden Dunnschichtchromatographie-Methoden

Die mit Hilfe der HPLC erhatenen Chromatogramme bestétigten das Bild, das anhand der

beiden Dunnschichtchromatographie-Methoden (siehe 1. und 2.) gewonnen worden war:

Im Vergleich der drei Extrakte untereinander wurde deutlich, daf? der Extrakt der Mischkultur

vor allem dem Extrakt voNodularia harveyana glich. Beide Chromatogramme, sowohl das

dunnschichtchromatographische als auch das der HPLC, wiesen interessanterweise daneben

einen zusatzlichen Substanzfleck beziehungsweise Peak auf.

Eine eindeutige Zuordnung der dinnschichtchromatographischen Substanzflecken zu den

Peaks war schwierig, weil die Verhaltnisse der DC sich nicht ohne weiteres auf die HPLC

Ubertragen lassen. Eine grobe Zuordnung war dennoch mdéglich, wenn man sich klarmacht,

dal3 die dunnschichtchromatographischen Substanzflecken mit niedrigen Rf-Werten eher

polare Eigenschaften hatten und dementsprechend auch im Chromatogramm der HPLC

niedrigere Retentionszeiten aufwiesen, da sie mit der unpolaren S&ule keine starken

Wechselwirkungen eingingen. Aullerdem stand mit dem Norharman, welches eindeutig

sowohl in der Dunnschichtchromatographie als auch in der HPLC lokalisiert werden konnte,

ein verlaRlicher innerer Standard zur Verfligung.

Zur Vereinfachung beziehen sich die folgenden Uberlegungen auf die DC mit dem FlieRmittel

Ethylacetat, Ameisensaure und Wasser.

» Der auf der DC-Platte erschienende Hauptsubstanzfleck mit dem Rf-Wert 0,2
(Norharman) entsprach dem bei der HPLC aufgetretenden Hauptpeak bei 8.

» Das Signal um 25, das bei der Mischkultur gelegentlich starker auftrat, konnte durch den
verwischten Substanzfleck an der Flie3mittelfront verursacht worden sein.

* Der deutliche Peak bei 17, der bei allen drei Extrakten auftrat, konnte der gelb
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erscheinende Fleck mit dem Rf-Wert 0,75 gewesen sein, den ebenfalls alle drei Extrakte
aufwiesen.

» Der kleinere Peak bei 13,5 kdnnte der schwache Substanzfleck mit dem Rf-Wert 0,5 im
Extrakt vonNodularia harveyana gewesen sein.

» Die beiden deutlichen Peaks bei 5 und 6 konnten den beiden Substanzflecken mit den Rf-
Werten 0,08 und 0,10 im Extrakt vdlodularia harveyana entsprechen.

* Der Peak kurz nach dem Norharmanpeak bei 9 entsprach mdglicherweise dem kurz vor
dem Norharmanfleck liegende Substanzfleck mit dem Rf-Wert von 0,2, ebenfalls im
Extrakt vonNodularia harveyana.

 Der bei 11 aufgetretende Peak im Extrakt v8pirulina laxissma konnte der
Substanzfleck mit dem Rf-Wert von 0,3 gewesen sein, da er sowohl auf der DC-Platte als
auch im HPLC-Lauf nach dem Norharmanfleck bzw -peak im Extrakt Nagularia
harveyana zu erkennen war.

» Die Peaks mit den niedrigen Retentionszeiten entsprachen den Substanzflecken im unteren
Rf-Bereich, wobei eine genaue Zuordnung nicht moglich war. Diese Substanzen schienen
sich bezuglich ihrer Polaritdt so sehr zu ahneln, dal’ bereits die veranderte FlielBmittel-
zusammensetzung die dunnschichtchromatographischen Reihenfolge der Substanzen
veranderte. Deswegen war deren Reihenfolge aus dem HPLC-Chromatogramm nicht

eindeutig ersichtlich.

2.3  Zusammenfassung und Diskussion

Die chromatographischen Untersuchungen machten den komplexen Inhalt der
Nahrlosungsextrakte deutlich. Es fiel auf, dal3 die untersuchten Extrakte ein ausgesprochen
uneinheitliches Bild zeigten. Die Anzahl der ausgeschiedenen Verbindungen variierte von
eins bis neun, und die vorhandenen Rf-Werte reichten vom Start bis zur FlieBmittelgrenze. Es
stellte sich nun die Frage, ob die ausgeschiedenen Metaboliten nach Anzahl und Art mit den
taxonomischen Verwandtschaften der untersuchten Mikroalgen korrelierten.

Cyanobakterien lassen sich, wie in Tabelle 2.3.1 zu sehen, in die beiden Unterklassen der ein-
oder wenigzelligen kugeligen Coccogoneae und der fadigen Hormogoneae einteilen, zu denen
wiederum verschiedene Ordnungen gehdren. Die hier untersuchten Grinalgen lassen sich, wie

aus Tabelle 2.3.2 zu entnehmen, hauptsachlich zwei Ordnungen zuteilen: den Volvocales und
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den Chlorococcales.

Cyanobakterien: Beim Vergleich der dinnschichtchromatographischen Erscheinungsbilder der
zu den Chroococcales zahlend&gnechococcus rubescens, Chroococcus minutus und
Microcystis sp. fiel vor allem der Extrakt vo@hroococcus minutus heraus, da dieser deutlich

mehr Substanzflecken aufwies als die beiden anderen, die jeweils nur drei bis vier schwache
Flecken hauptséachlich im oberen Rf-Bereich Bereich zeigten.

Bei den Oscillatoriales waren selbst zwischen den Arten untereinander kaum
Ubereinstimmungen zu beobachten: Zwar wiesen b@adilatoria- und Phormidium-Arten

nur wenige und eher schwache Substanzflecken auf, diese aber in unterschiedlicher Anzahl
und mit unterschiedlichen Rf-Werten. Der Extrakt Vv8nirulina laxissima fiel aufgrund

seiner deutlich hoheren Anzahl an Substanzflecken vollig aus der Reihe.

Tab. 2.3.1 Taxonomische Einteilung der hier untersuchten Cyanobakterien

Unterklasse Coccogoneae Hormogoneae
Ordnung Chroococcales Oscillatoriales Nostocales
» Synechococcus * Oscillatoria geminata |* Anabaena flos-aquae
rubescens * Oscillatoria * Anabaena constricta
 Chroococcus minutus nigroviridis * Anabaenaviguieri
* Microcystis sp. e Phormidium * Nostoc carneum
foveolarum * Nostoc commune
» Phormidiumcorium |« Nostocinsulare
» Spirulina laxissima * Nodularia harveyana
* Nodularia spumigena

Tab. 2.3.2 Taxonomische Einteilung der hier untersuchten Chlorophyceen

Ordnung Volvocales Chlorococcales weitere Ordnungen
* Chlamydomonas e Chlorelavulgaris » Tetracystis
reinhardtii » Scenedesmus intermedium

productocapitatus
* Monoraphidium

braunii
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Auch bei den Nostocales bestétigten sich diese Beobachtungen. Die Extraki&nabaena
constricta und Anabaena viguieri besaBen zwar insofern eine gewisse Ahnlichkeit
miteinander, als beide lediglich zwei schwache Substanzflecken im oberen Rf-Bereich
zeigten. Die dunnschichtchromatographische Auftrennung des Extraktesnaoaena flos-

aquae bot jedoch ein vollig anderes Bild. Die beiddodularia sp. wiesen ebenfalls keine
Flecken mit gleichen Rf-Werten und gleichen Intensitaten auf. Eine Gemeinsamkeit besal3en
die Extrakte deNostoc sp.: Alle drei zeigten im unteren Rf-Bereich ein bis zwei schwache
Substanzflecken, wéhrend die Flecken mit den hoheren Rf-Werten deutlicher zu sehen waren.
Allerdings endeten damit die Gemeinsamkeiten, da der ExtrakNestoc insulare deutlich

mehr Flecken aufwies als die anderen beiden, die sich wiederum bezuglich der Farben der
Substanzflecken stark unterschieden. Auch zwischen den Extrakten aller Nostocales waren
keine Gemeinsamkeiten zu erkennen.

Chlorophyceae: Auch bei den Griinalgen sahen die Extrakte der zu der gleichen Ordnung der
Chlorococcales zahlenden Artézhlorella vulgaris, Scenedesmus producto-capitatus und
Monoraphidium braunii nach der dunnschichtchromatographischen Auftrennung vollig
unterschiedlich aus. Man konnte anhand der Dunnschichtchromatogramme auch nicht
erkennen, ob es sich um Extrakte von Cyanobakterien oder von Chlorophyceen handelte.

Da praktisch keine Ubereinstimmungen hinsichtlich der Zusammensetzung der in die
N&ahrldsung ausgeschiedenen Metaboliten zwischen Mikroalgen einer Ordnung zu erkennen
waren, konnte man aus den Nahrlésungsextrakten keine Ruckschliisse auf die botanische

Verwandtschaft des betreffenden Organismus ziehen.

Verschiedene Beobachtungen lassen Ruckschlisse auf den Charakter der in den Nahrldsungen
enthaltenen Verbindungen zu:

Es handelte sich zunachst einmal um Substanzen mit einem sehr &hnlichem Grad an Polaritat
beziehungsweise Hydrophilie. Daraus waren auch die Schwierigkeiten, die Substanzen vollig
voneinander zu trennen, zu erklaren, was vor allem bei der Saulenchromatographie deutlich
wurde.

Die Detektion der Substanzen erfolgte am besten unter UV-Licht bei 254 nm und 365 nm.
Alle Verbindungen, die Licht der Wellenlange 254 nm absorbieren, missen Chromophore
entweder nur aus-Elektronen oder aus- und n-Elektronen besitzen. Zu ersteren gehdren
Alkene, Alkine und alle aromatischen Verbindungen, wéahrend unter die letztgenannten

Carbonylverbindungen und heterocyclische Verbindungen fallen. Auffallig war, daf?3 die
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meisten Substanzen unter UV-Licht der Wellenlange 365 nm fluoreszierten, was auf starre
und planare Molekille mit anregbaregnElektronensystemen, wie aromatische Systeme,
Verbindungen mit konjugierten Doppelbindungen, Carbonylverbindungen und kondensierte
Heterocyclen hinwies. Es laRt sich also vermuten, dal} es sich bei der Mehrzahl der
Verbindungen um aromatische Systeme handelte, deren Hydrophilie entweder durch
Substitution mit Hydroxyl- oder Carbonylresten oder durch die Fahigkeit zur Salzbildung
durch Protonierung zustande kam.

Die Detektion der Substanzen mit chemischen Nachweisreagenzien erwies sich als nur
bedingt aussagekratftig, weil die Reaktionen meistens nur sehr schwach waren. Auffallend war
lediglich der positive Alkaloidnachweis der hellblau fluoreszierenden Substanz (Norharman)
im Extrakt vonNodularia harveyana mit Dragendorffs Reagenz, was zur Isolierung und
Struktur-aufklarung dieser Verbindung fuhrte. Auffallend war weiterhin die durchgehend
positive Reaktion auf das Orcin-Reagenz bei allen Extrakten. Bei diesem Reagenz (auch
Bials-Reagenz genannt), handelt es sich um 3,5-Dihydroxy-Toluol-Monohydrat, welches mit
Pentosen, Lignin, Saccharose, Arabinose irmdimylase farbige Reaktionsprodukte ergibt.
Uber den genauen Wirkmechanismus scheint wenig bekannt zu sein. Moglicherweise geht
Orcin dabei oxidative Phenolkupplungen zu einem farbigen Komplex ein, wie zum Beispiel in
dem Flechtenfarbstoff Orcein. Voraussetzung sind anscheinend eine gewisse Mindestanzahl
von Hydroxylgruppen, was auch wieder die hydrophile Natur der Verbindungen in den
Nahrlosungsextrakte erklaren wirde. Das Orcin-Reagenz ist daher wenig spezifisch, kann
aber gut dazu genutzt werden, die Substanzen unter Tageslicht Giberhaupt sichtbar zu machen.
Um weitere Informationen tber die Natur der Verbindungen in den Nahrlésungen zu erhalten,
kénnte man die HPLC mit einem massenspektroskopischen Detektor koppeln, der Auskunft
Uber die Molekulargewichte geben kann. Zu diesem Zweck mufte man allerdings ein anderes
Fliel3mittel einsetzen, da es nicht ionisch sein darf und flichtig sein muf3.

Eine weitere Besonderheit, die bei der Untersuchung des Extrakts aus der Mischkultur von
Nodularia harveyana und Spirulina laxissma aufgefallen war, war das Auftreten eines
zusatzlichen Substanzflecks, der weder bei der dinnschichtchromatischen Auftrennung des
Extrakts vonNodularia harveyana noch vonSpirulina laxissima zu sehen war. Bei der
Benutzung des FlieBmittels Ethylacetat, Ameisensaure, Wasser besal} er einen Rf-Wert von
0,1, wahrend er bei Verwendung des FlieBmittels Ethylacetat, Methanol, Wasser einen Rf-
Wert von 0,42 aufwies. Diese Beobachtung wiederholte sich im HPLC-Chromatogramm des

Extrakts aus der Mischkultur: Es trat ein zusatzlicher Peak nach 7,7 Minuten auf, der weder
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im HPLC-Chromatogramm des Extrakts von Nodularia harveyana noch von Spirulina
laxissima zu sehen war. Es schien sich um eine im Vergleich zu Norharman polarere
Verbindung zu handeln, da sie sowohl niedrigere Rf-Werte als auch eine kurzere
Retentionszeit als das Alkaloid aufwies. Da diese zuséatzliche Substanz in den beiden
Reinkulturen vorNodularia harveyana und Spirulina laxissima nicht zu finden war, wurde

sie vermutlich erst in Gegenwart beider Cyanobakterien gebildet, wobei unklar blieb, ob
Nodularia harveyana oderSpirulina laxissima dafur verantwortlich war. Mdglicherweise ging

von dieser zusatzliche Komponente die artemientoxische Wirkung aus, die im Kapitel 3.2 des

Ergebnisteils diskutiert wird. Ihre chemische Identitat konnte noch nicht aufgeklart werden.
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3 Wirksamkeit der Extrakte

3.1  Wachstumsinhibitoren gegen Cyanobakterien

Auf die unterschiedlichen biologischen Aktivitdten von Verbindungen aus den Nahrlésungen
verschiedener Mikroalgen wurde bereits in der Einleitung eingegangen. Hier sollte nun
speziell die Wirkung beziehungsweise Toxizitdt solcher Substanzen auf andere
Cyanobakterien getestet werden, um zu sehen, ob sich in den N&ahrldsungsextrakten
Verbindungen mit algizider Wirkung befanden.

Bereits in den 70er-Jahren hattenrris (1971) und KATING (1978) gezeigt, dal3 einige
Mikroalgen - Cyanobakterien und Griunalgen - Metaboliten produzieren, die das Wachstum
anderer Cyanobakterien hemmen. Durch das Ausscheiden solcher Wachstumsinhibitoren
verschaffen sich die Organismen offenbar Vorteile beim Konkurrieren um wachstums-
limitierende Faktoren wie Licht und Nahrstoffe cBEGEL et al.,1999). Weitere
Untersuchungen bestatigten die Existenz von Wachstumsinhibitoren, die sich sowohl intra-
als auch extrazellular finden. So produziert das Cyanobaktarapalosiphon fontinalis
extrazellulare Substanzen, sogenannte Hapalindole, die vor allem das Wachstum von
Anabaena sp. hemmen (MoRE et al.,1984). Das Cyanobakteriuamormidium tenue ist in

der Lage, Hemmstoffe gegen das eigene Wachstum zu bildemapA et al.,1993). Dabei
handelt es sich um ein Gemisch von ungeséttigten Fettsauren, welches aus der filtrierten
Kultur gewonnen wurde.

Neuere Studien zeigten die chemische Vielfalt von naturlich vorkommenden Algiziden. Aus
Scytonema hofmannii wurde Cyanobacterin isoliert, ein chlorhaltigekacton (G.EASON et
al.,1986), sowie ein weiteres Algizid, welches in geringerer Konzentration enthalten ist und
ein  Hydroxyl-Analoges zu Cyanobacterin darstellt E5L & GLEASON,1994). Das
Cyanobakteriuntischerella muscicola produziert die beiden Algizide Fischerellin ARGSS

et al.,1991) und Fischerellin B APKE et al.,1997). Fischerellin A hemmt das Wachstum
sowohl von Cyanobakterien als auch - in geringerem Ausmal} - von Griunalgen, indem es am
Photosynthesesystem Il angreift. Fischerellin B ist in geringerer Konzentration enthalten und
stellt ebenso wie Fischerellin A einen Pyrrolidinabkdmmling mit einer mehrfach ungeséttigten

Seitenkette dar.
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Eine andere Substanz, die das Wachstum von Cyanobakterien hemmt, wurde in Oscillatoria
late-virens gefunden (BAGHI,1995). Diese Verbindung enthalt in ihrer Strukturformel
wahrscheinlich einen Phenolring und einen gesattigten Fettsaurerssttdn linckia wurde

ein Wachstumsinhibitor gegen Cyanobakterien und Griunalgen gefunden, der Cyanobacterin
LU-1 genannt wurde (&mov,1991). Diese Substanz besteht aus einem stickstoffhaltigen
Heterozyklus mit Zucker- und Phenolresten und reicherte sich wahrend des Wachstums in
dem Kulturmedium an. Weitere algizide Verbindungen, ebenfalldNastec sp. stammend,

sind das Nostocyclamid, das auch gegen Griinalgen witktoROVA & JUTTNER,1996) und

eine Verbindung, die Cyanobacterin LU-2 genannt wurde und ebenfalls eine phenolische

Struktur mit einem Aminozucker besitzt (VEPRITSKIY et al.,1991).

Auch hohere Pflanzen, wie die Wasserschafgarbe, sind in der Lage, sich mit Hilfe von
Wachstumshemmern gegen das Ubermaflige Wachstum von Cyanobakterien zur Wehr zu
setzten (8110 et al.,1989; ®oss et al.,1996). Bei diesen Substanzen handelt es sich um
hydrolysierbare Polyphenole.

Cyanobakterien stellen in vielen Seen und Gewassern ein Umweltproblem dar, da sie
sogenannte Wasserbliten hervorrufen kénnen. Dabei handelt es sich um eine massive
Vermehrung der Cyanobakterien unter besonders gunstigen Bedingungen, zum Beispiel bei
hohem Stickstoffeintrag. Da einige Arten starke Toxine produzieren, wird das Wasser fur
Wild- und Nutztiere ungenief3bar und hat teilweise schon zu spektakularen Massensterben
gefuhrt. Auch fir den Menschen sind die Wasserbliten nicht ungefahrlich: Falls diese in
offenen Trinkwasser-Reservoiren oder an Badestellen von Seen und Teichen auftreten,
werden auch Menschen einer erhdhten Dosis der Toxine ausgesetzt. Bei der
Trinkwasseraufbereitung werden die Cyanobakterien nur teilweise abfiltriert und ihre
Giftstoffe, die nicht nur Leber- oder Nervenschaden hervorrufen, sondern auch zur Entstehung
von Krebs beitragen koénnen, lediglich verdinnag@ICHAEL,1994). Als Gegenmittel wird

haufig Kupfersulfat eingesetzt. Dessen Anwendung ist problematisch, weil es die Zellen der
Algen zerstort und dadurch vermehrt deren intrazellulare Toxine in die Gewasser gelangen,
wo sie zu den oben beschriebenen Vergiftungen flhren. Aul3erdem zahlen Kupferionen zu den
toxischen Schwermetallen, die nur begrenzt im Trinkwasser enthalten sein dirfen. Daher
kénnten solche natirlichen Wachstumshemmer, aus Biomasse isoliert oder nachsynthetisiert,
moglicherweise eine Alternative zu herkbmmlichen Algiziden darstellen.

Die im Rahmen dieser Arbeit zu testenden Nahrlosungsextrakte wurden zuerst dinnschicht-

chromatographisch aufgetrennt. AnschlieBend wurden die DC-Platten mit einer Suspension
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bestehend aus den lebenden Zellen des jeweiligen Testorganismus (Testorganismen siehe

unten) bespriht. Die Mikroalgen konnten mehrere Tage auf der Kieselgelschicht der DC-
Platte existieren, so dal3 wahrend dieser Zeit die Ausbildung von Hemmhofen an den Stellen,
an denen sich algizide Verbindungen befanden, zu beobachten war.

Es wurden die XAD-N&hrlosungsextrakte folgender Mikroalgen getestet:

CYANOBAKTERIEN: CHLOROPHY CEEN:

» Chroococcus minutus *  Scenedesmus producto-capitatus

* Nodularia harveyana

* Nodularia spumigena

e Spirulinalaxissima

* Mischkultur ausNodularia harveyana

und Spirulina laxissima

Obwohl die diunnschichtchromatographische Trennung auf den HPTLC-Fertigplatten besser
verlief, wurden fiir diese Testung mit Kieselgel 60,4zBelbstbestrichene 20 x 20 cm grol3e
Glasplatten verwendet. Diese im Vergleich zu den Fertigplatten dickere und grobere
Kieselgelschicht nahm die Sprihsuspension besser auf und konnte sie Uber langere Zeit feucht
halten.

Als FlieBmittel wurde wieder Ethylacetat, Methanol und Wasser (100: 16,5:13,5) verwendet.
Die Mischung aus Ethylacetat, Ameisensaure und Wasser (100:10:5) wurde, obwohl sie
bezogen auf die Fertigplatten bessere Trennergebnisse lieferte, nicht verwendet, weil die DC-
Platten nach dem Vorwaschen mit diesem FlieBmittel Flecken unter UV-Licht zeigten, die
vermutlich durch den langeren Kontakt der Kieselgelschicht mit der Ameisensaure
entstanden. Die Untersuchungslosungen wurden in einer Konzentration von 0,8 mg Extrakt
pro Bande mit Hilfe einer Kapillare 1 cm breit aufgetragen.

Von folgenden Testorganismen wurden Sprihsuspensionen hergestellt:

*  Spirulina laxissma

* Nostocinsulare

* Phormidiumsp.I

* Nostoc carneum

» Chroococus minutus

* Synechocystis aquatilis
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Diese Mikroalgen wurden ausgewahlt, weil sie sich gut und gleichmaRig versprihen liel3en
und sich in vorhergegangenen Untersuchungen als ausreichend sensibel gegentiber
Wachstums-inhibitoren gezeigt hatten.

Nach der Detektion wurden die DC-Platten in mit Wasser angefeuchtete DC-Kammern
gestellt, um die Mikroalgenschicht feucht zu halten.

Zur Dokumentation wurden die entwickelten DC-Platten vor dem Bespriuhen unter UV-Licht
fotografiert. Die fotografische Dokumentation der entstandenen Hemmhofe erfolgte nach

einigen Tagen unter Tageslicht.

» XAD-Extrakt aus reiner Nahrlésung als Blindwert
Es war lediglich direkt Giber dem Start ein leichter Auftragsfleck zu sehen.

Bei keinem der Testorganismen bildete sich ein Hemmbhof aus.

» Extrakt von Chroococcus minutus
Das Chromatogramm zeigte, wie bereits vorher beschrieben, im unteren Rf-Bereich vier
Flecken mit den Rf-Werten 0,1 und 0,16 sowie 0,2 und 0,3, wobei der obere der starkste
war. Es folgte ein deutlicher Substanzfleck mit dem Rf-Wert von 0,53, ein schwécherer
Fleck dicht dartiber sowie zwei leicht ineinander Gbergehende Flecken mit den Rf-Werten
0,78 und 0,86.
1. DETEKTION MIT Spirulina laxissima
Eine schwache Hemmwirkung ging von dem ganzen Extrakt aus, da sich - allerdings
erst nach funf Tagen - ein schwacher Hemmbhof tber die gesamte Laufstrecke zeigte.
2. DETEKTION MIT Nostoc insulare
Hier waren keine Hemmhofe erkennbar.
3. DeTEKTION MIT Phormidium species |
Es war ein deutlicher Hemmhof im oberen Rf-Bereich erkennbar, der eventuell dem
oberen Fleck mit dem Rf-Wert von 0,86 zugeschrieben werden konnte.
4. DEeTEKTION MIT Nostoc carneum
Hier war zum einen ein grol3er Hemmhof in dem Bereich unterhalb der
FlieBmittelfront zu sehen, der allerdings keinem Substanzfleck zugeordnet werden
konnte; zum anderen ein etwas schwacherer Hemmhof im mittleren Rf-Bereich auf

Hohe des deutlichen Flecks mit dem Rf-Wert 0,53.
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5.

DETEKTION MIT Chroococus minutus

Es waren keine Hemmbhdofe sichtbar.

DETEKTION MIT Synechocystis aquatilis

Auch hier ging eine schwache Hemmwirkung von dem ganzen Extrakt aus, da sich ein

schwacher Hemmbhof tber die gesamte Laufstrecke zeigte.

Inter pretation:

Die Ergebnisse zeigten, daBhroococcus minutus mehrere wachstumshemmende
Substanzen in seinem Extrakt enthielt. Diese konnten jedoch auf3er dem Fleck im
oberen Rf-Bereich mit dem Wert von 0,86 keinem Substanzfleck auf der DC eindeutig
zugeordnet werden. Die weniger empfindlichen Testorganigdostoc insulare und

Chroococcus minutus zeigten keine Reaktion.

Extrakt von Nodularia harveyana

Das Chromatogramm zeigte drei aufeinander folgende Substanzflecken im unteren Teil des

Chromatogramms mit den Rf-Werten 0,2, 0,24 und 0,28. Dartber befand sich ein Fleck mit

dem Rf-Wert 0,35, bevor sich der stark ausgepréagte, hellblau erscheinende Hauptfleck

(Norharman, Rf-Wert 0,5) anschlof3. Dicht dartiber folgte ein gelblicher Fleck mit dem Rf-

Wert 0,54 sowie zwei schwache Flecken (Rf-Werte 0,51 und 0,6) unterhalb der

FlieRmittelfront.

1.

DETEKTION MIT Spirulina laxissima

Eine deutliche Hemmwirkung ging von dem Hauptfleck mit dem Rf-Wert 0,5 aus.
DETEKTION MIT Nostoc insulare

Auch hier ging eine deutliche Hemmwirkung von dem Hauptfleck mit dem Rf-Wert
0,5 aus. Zusatzlich war ein schwacher Hemmhof im unteren Rf-Bereich erkennbar, der
sich auf der Hohe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,28 befand.

DETEKTION MIT Phormidium sp.|

Der Haupthemmhof auf Hoéhe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,5 war auch hier deutlich
ausgepragt. Aul3erdem war ein schwacher Hemmhof im unteren Rf-Bereich erkennbar,
der sich wiederum auf der Héhe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,28 befand.

DeTEKTION MIT Nostoc carneum

Bei dieser Mikroalge waren zwei deutliche Hemmhéfe zu erkennen: der eine ging von

dem Hauptfleck mit dem Rf-Wert 0,5 aus, wahrend der andere sich Uber den unteren
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Teil des Chromatogramms im Rf-Bereich von 0,2 bis 0,3 ersteckte. Auf3erdem befand
sich ein schwacher Hemmhof direkt unterhalb der FlieBmittelfront sowie ein weiterer
schwacher Hemmhof am Start.
5. DEeTEKTION MIT Chroococus minutus
Eine deutliche Hemmwirkung ging nur von dem Hauptfleck mit dem Rf-Wert 0,5 aus.
6. DETEKTION MIT Synechocystis aquatilis
Neben dem Haupthemmhof auf Hohe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,5 war noch ein

schwacher Hemmbhof direkt oberhalb des Hauptflecks zu erkennen.

Interpretation:

Auffallend war hier die deutliche wachstumsinhibitorische Wirkung des hellblau
fluoreszierenden Hauptflecks, der als Norharman identifiziert wurde.

Auf einige DC-Platten wurde zusatzlich eine Losung von Norharman als Referenzsubstanz
in einer Konzentration von 3,75 pg Substanz pro Bande aufgetragen.

Dabei bestatigte sich die wachstumsinhibitorische Wirkung dieser Verbindung.

AulRerdem wurden ein bis zwei weitere wachstumshemmende Substanzen detektiert; diese
schienen aber wesentlich schwacher zu wirken, da vor allem die empfindlichen
TestorganismerNostoc carneum und Synechocystis aquatilis auf sie reagierten. Diese
Substanzen befanden sich im unteren Rf-Bereich und konnten teilweise dem Fleck mit dem

Rf-Wert 0,28 zugeordnet werden.

Extrakt von Spirulina laxissma

Im unteren Rf-Bereich wies das Chromatogramm ein Tailing auf, das sich bis zur Héhe der
ersten beiden Flecken mit den Rf-Werten 0,13 und 0,18 erstreckte. Es schlossen sich zwei
weitere Flecken mit den Rf-Werten 0,2 und 0,3 an, von denen der untere starker war.
Daruiber befand sich ein schwacherer blaulicher Fleck (Rf-Wert 0,5), gefolgt von einem
deutlichen Fleck mit dem Rf-Wert 0,54. Bis zur FlieBmittelfront waren noch zwei
schwache leicht ineinander tUbergehende Flecken mit den Rf-Werten 0,78 und 0,85 zu

sehen.

1. DEeTEKTION MIT Spirulina laxissima
Es waren bis auf einen leichten Hemmhof auf der HOhe des Starts keine

Hemmwirkungen zu sehen.
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DETEKTION MIT Nostoc insulare

Auch hier waren keine Hemmhgofe erkennbar.

DETEKTION MIT Phormidium species|

Es waren keine Hemmhofe zu erkennen.

DETEKTION MIT Nostoc carneum

Hier war ein deutlicher Hemmhof im oberen Rf-Bereich knapp unterhalb der
FlieBmittelfront zu sehen, der allerdings nicht eindeutig einem Fleck zugeordnet
werden konnte.

DETEKTION MIT Chroococus minutus

Auch hier waren keine Hemmbhdofe sichtbar.

DETEKTION MIT Synechocystis aquatilis

Es war ein Hemmhof im oberen Rf-Bereich sichtbar, der eventuell dem oberen der

beiden verwischten Flecken mit dem Rf-Wert 0,85 zugeordnet werden konnte.

Interpretation:

Der Extrakt von Spirulina laxissima zeigte keine besonders aufféallige
wachstumsinhibitorische ~ Wirkung.  Lediglich die  beiden  empfindlichen
TestorganismenNostoc carneum und Synechocystis aquatilis wurden in ihrem

Wachstum von einer oder mehreren Substanzen im oberen Rf-Bereich gehemmt.

Extrakt der Mischkultur aus Nodularia harveyana und Spirulina laxissima:

Das Chromatogramm der Mischkultur entsprach auch hier ab dem Fleck mit dem Rf-Wert

0,32 dem des Extrakts véNodularia harveyana.

Ein Substanzfleck mit dem Rf-Wert 0,42 war allerdings zusatzlich knapp unterhalb des

hellblau erscheinenden Hauptflecks zu sehen. Im unteren Rf-Bereich befand sich lediglich

ein Fleck mit dem Rf-Wert 0,2 samt Tailing, der auch in dem ExtraktSpomulina

laxissma zu erkennen war.

1.

DETEKTION MIT Spirulina laxissima

Eine deutliche Hemmwirkung ging von dem Hauptfleck mit dem Rf-Wert 0,5 aus.
DETEKTION MIT Nostoc insulare

Auch hier ging eine deutliche Hemmwirkung von dem Hauptfleck mit dem Rf-Wert

0,5 aus. Zusatzlich war ein schwacher Hemmhof im oberen Rf-Bereich erkennbar, der
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sich auf der HOhe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,8 kurz vor der Fliel3mittelfront
befand.

DETEKTION MIT Phormidium sp.|

Der Haupthemmhof auf Hoéhe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,5 war auch hier deutlich
ausgepragt. Aul3erdem war ein schwacher Hemmhof im unteren Rf-Bereich erkennbar,
der sich knapp oberhalb des Starts befand.

DeTEKTION MIT Nostoc carneum

Bei dieser DC-Platte war ein deutlicher Hemmhof zu erkennen, der von dem
Hauptfleck mit dem Rf-Wert 0,5 ausging, wahrend zwei weitere schwachere
Hemmbhdofe direkt unterhalb der FlieBmittelfront sowie am Start zu sehen waren.
DETEKTION MIT Chroococus minutus

Eine deutliche Hemmwirkung ging nur von dem Hauptfleck mit dem Rf-Wert 0,5 aus.
DETEKTION MIT Synechocystis aquatilis

Neben dem Haupthemmhof auf Hohe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,5 war noch ein

schwacher Hemmbhof direkt oberhalb des Hauptflecks zu erkennen.

Interpretation:

Auch hier war ganz deutlich die wachstumsinhibitorische Wirkung des Hauptflecks
(Norharman) zu sehen. Weiterhin traten einige zusatzliche, allerdings nur schwach
wachstumshemmende Substanzen auf, die wedéexdakiaria harveyana noch bei
Soirulina laxissima vorkamen. Madoglicherweise wurden diese erst durch das
Zusammenleben der beiden Mikroalgen hervorgerufen. Diese Beobachtungen muften
jedoch durch weitere Untersuchungen noch untermauert werden, da diese
Verbindungen wiederum nur bei Verwendung der empfindlichen Testorganismen

Synechocystis aquatilis undNostoc carneum beobachtet wurden.
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Abb. 3.1.1
Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Mikroalgen-N&hrlésungsextrakten; von

links nach rechts: Blindwert (hergestellt nach XAD-Methode), Extrakte Nodularia
harveyana, einer Mischkultur ausNodularia harveyana und Spirulina laxissima, Spirulina

|axissima und Chroococcus minutus. Aufnahme der DC unter UV bei 365 nm.

Abb. 3.1.2
Dieselbe DC-Platte wie in Abb. 3.1.1, aufgenommen unter UV bei 254 nm.

61



Ergebnisse - Wirksamkeit der Extrakte

Spririeliere T CiNsimni

Abb. 3.1.3
DC-Platte aus Abb. 3.1.1, zwei Tage nach dem Bespruhegpimitina laxissima

Frirerrnirialisem Species ||

Abb. 3.1.4
DC-Platte aus Abb. 3.1.1 , acht Tage nach dem Bespruh&onitidium sp. |
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Extrakt von Nodularia spumigena

Im unteren Teil des Chromatogramms sieht man in dem Tailing, das sich bis zu dem ersten
deutlichen Fleck mit dem Rf-Wert 0,3 zieht, noch einen schwachen Fleck mit dem Rf-Wert

0,15. Es folgen drei deutliche Flecken mit den Rf-Werten 0,36 und 0,49 sowie etwas

starker ausgepréagt dariber mit dem Rf-Wert 0,55. Nur sehr schwach erschienen ein bis

zwei weitere Flecken im oberen Rf-Bereich bis zur FlieRmittelfront.

1. DeTEKTION MIT Spirulina laxissima
Es waren zwei schwache Hemmhofe zu sehen. Der eine ging von dem Fleck mit dem
Rf-Wert von 0,49 aus, der zweite von dem Bereich unterhalb der FlieBmittelfront.
Letzterer konnte keinem Substanzfleck zugeordnet werden.

2. DeTexTION MIT Nostoc insulare
Hier waren keine Hemmhofe erkennbar.

3. DeTEKTION MIT Phormidium sp. |
Auch hier waren keine Hemmwirkungen zu sehen.

4. DeTEKTION MIT Nostoc carneum
Eine leichte Hemmwirkung ging von dem gesamten Extrakt aus, da ein Hemmhof mit
Schwerpunkt auf dem Bereich unterhalb der FlieRBmittelfront und dem mittleren Rf-
Bereich sich Uber das gesamte Chromatogramm erstreckte.

5. DeTeEKTION MIT Chroococus minutus
Es waren keine Hemmbhdofe sichtbar.

6. DETEKTION MIT Synechocystis aquatilis

Auch hier waren keine Hemmwirkungen zu erkennen.

Interpretation:

Der Extrakt erwies sich bezlglich wachstumshemmender Substanzen als wenig interessant.
Es waren nur beBpirulina laxissima und Nostoc carneum, beides recht empfindliche
Testorganismen, leichte Hemmwirkungen zu sehen. Diese konnten einer Verbindung mit

mittlerem Rf-Wert zugeordnet werden sowie dem Bereich unterhalb der Flie3mittelfront.
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Extrakt von Scenedesmus producto-capitatus

Das Chromatogramm wies zwel schwache Banden im unteren Rf-Bereich mit den Werten

0,07 und 0,17 auf. Deutlicher erschienen zwei aufeinander folgende Substanzflecken bel

0,35 und 0,4 sowie ein weiterer Fleck bei 0,58. Kurz unterhalb der FlielBmittelfront war

noch ein weiterer Fleck zu sehen.

1. DETEKTION MIT Spirulina laxissima
Es waren zwei schwache Hemmhofe zu sehen. Der eine ging von dem Fleck mit dem
Rf-Wert 0,4 aus, der zweite von dem Bereich unterhalb der Flielmittelfront. Letzterer
konnte keinem Substanzfleck zugeordnet werden.

2. DeTexTION MIT Nostoc insulare
Hier war ein Hemmhof in Hohe des Flecks mit dem Rf-Wert 0,58 zu sehen.

3. DeTEKTION MIT Phormidium sp. |
Es waren keine Hemmwirkungen zu sehen.

4. DeTEKTION MIT Nostoc carneum
Eine leichte Hemmwirkung ging von dem gesamten Extrakt aus, da ein Hemmhof mit
Schwerpunkt auf dem Bereich unterhalb der FlieBmittelfront und dem mittleren Rf-
Bereich sich Uber das gesamte Chromatogramm erstreckte. AuRerdem befand sich ein
Hemmhof knapp oberhalb des Starts.

5. DEeTEKTION MIT Chroococus minutus
Es waren keine Hemmhofe sichtbar.

6. DETEKTION MIT Synechocystis aquatilis

Auch hier waren keine Hemmwirkungen zu sehen.

Interpretation:

Auch dieser Extrakt wies nur schwache wachstumsinhibitorische Eigenschaften auf, da nur
bei den beiden empfindlichen TestorganisnSpirulina laxissima und Nostoc carneum

leichte Hemmwirkungen zu sehen waren. Diese konnten einer Verbindung im mittleren Rf-

Bereich zugeordnet werden sowie dem Bereich unterhalb der FlieBmittelfront.
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Zusammenfassung

Es zeigte sich, dal3 alle getesteten Na&hrlésungsextrakte zumindestens schwache
Wachstumsinhibitoren gegeniber den verwendeten Testorganismen besal3en. Es war teilweise
schwierig, die wachstumshemmenden Wirkungen bestimmten Substanzflecken zuzuordnen,
auBRerdem hemmten die Substanzen unterschiedliche Testorganismen. Besonders bei den nur
schwach ausgepragten Wirkungen konnten diese keinem bestimmten Substanzfleck
zugeordnet werden. Die Testorganismé&pirulina laxissima, Nostoc carneum und
Synechocystis aquatilis erwiesen sich als besonders empfindlich gegentber den Hemmstoffen,
wahrend Nostoc insulare, Phormidium sp. | und Chroococcus minutus nur auf starkere
Wachstumsinhibitoren reagierten. Als eindeutiges Ergebnis konnte die wachstumshemmende
Wirkung von Norharman in dem Extrakt vétodularia harveyana gegeniber samtlichen

getesteten Mikroalgen festgestellt werden.

3.2 BrineshrimpsTest

Die Nahrlésungsextrakte sollten nicht nur auf Wirkung gegeniber pflanzlichen Zellen,
sondern auch gegenuber tierischen Zellen getestet werden. Als leicht durchfiihrbares
Testsystem wurde der brine shrimps-Test verwendet, bei dem eine Wirkung gegenuber den
Nauplien (Larven im Postembryonalstadium) véntemia salina, den Salinenkrebsen,
Uberpruft wurde. Dieser Test wurde in den 50er Jahren entwicketbi(fy,1958) und gilt
rechtlich nicht als Tierversuch. Die auch als ,brine shrimps* bezeichnete Kleinkrebsform aus
der Familie derArtemiidae besitzt eine hohe Anpassungsfahigkeit an ihre Umwelt,
insbesondere an den Salzgehalt des sie umgebenden Mediums, Adeda8 salina in

grof3en Mengen im marinen und limnischen Plankton enthalten ist. Der brine shrimps-Test
wurde entwickelt, um pflanzliche Inhaltsstoffe €VER et al.,1982), aber auch Narkotika
(RoBINSON et al.,1965) und Pestizide ARPLEY,1958; ANCHEZ-FORTUN et al.,1995) auf ihre
toxikologischen Eigenschaften zu untersuchen.

DaR dieses Testsystem sich fir eine Uberprifung auf toxische Metaboliten von
Cyanobakterien eignet, zeigte eine Untersuchung, die die Wirkung von hepatotoxischen
Peptiden, die vor allem voMicrocystis-Arten ausgeschieden werden, grtemia salina

dokumentierte (K/IRANTA et al.,1991). Die brine shrimps-Toxizitat korrelierte in diesem Fall
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nicht nur mit der Hepatotoxizitat, sondern auch mit der Wirkung auf einige Tumorzell-Linien,

an denen Cytotoxizitat Gberpruft wird. So fiuhrte die Beobachtung, dalR Extrakte aus
Tolypothrix sp. letal auf Artemienlarven wirkten, zu der Entdeckung des cytotoxischen
Tolytoxins (FALCH et al.,1995).

Es wurden bisher bereits mehrere cytotoxische Verbindungen, die auéhtaufa salina

toxisch wirkten, in der Biomasse von Cyanobakterien gefunden, so das Curacin A aus
Lyngbya sp. (GERwick et al.,1994), der Mitosehemmstoff Crypophycin &lastoc sp. und

das ebenfalls aus/ngbya sp. stammende Majusculamid C@bRg,1996).

Bei allen Vorteilen, die der brine shrimps-Test bietet, mu3 erwahnt werden, dal} seine
Ergebnisse nicht uneingeschrankt auf den Warmbluterorganismus Ubertragbar sind. So zeigte
das hochtoxische Picrotoxin im brine shrimps-Test kaum einen EffeliGIGRN et
al.,1977). Immerhin aber liefert dieses Testsystem auf einfache Weise verwertbare Hinweise
auf die Toxizitat von Substanzen auf tierische Zellen.

Die Salinenkrebse werden Ublicherweise als Lebendfischfutter eingesetzt. Daher kdnnen die
Eier in Zoohandlungen kauflich erworben werden. Sie werden zwei Tage vor Testbeginn zum
Schlupfen der Nauplien angesetzt. AnschlieRend werden 10 bis 20 ausgeschlipfte Larven zu
einer Mischung aus zu testender Losung, Seewasser und Hefesuspension (zur Ernéahrung der
Artemienlarven) gegeben. Nach 24 Stunden wird die Anzahl der noch lebenden und der toten
Nauplien bestimmit.

Normalerweise enthalten die zu testenden Losungen strukturmaflig bekannte
Monosubstanzen, bei denen diejenige Konzentration ermittelt wird, ab der sietemia

salina toxisch wirken, beziehungsweise die Konzentration, bei der die Halfte der
Artemienlarven stirbt (LE). Die hier eingesetzten Nahrlésungsextrakte bestanden jedoch aus
einem Gemisch unbekannter Substanzen, so dal3 zunachst nur festgestellt werden sollte, ob
Uberhaupt eine toxische Wirkung auf die Artemienlarven eintrat. Zu diesem Zweck wurden
drei Konzentrationen festgelegt, die einen weiten Konzentrationsbereich abdeckten.

Getestet wurden folgende Mikroalgen:

CYANOBAKTERIEN:

» Chroococcus minutus

* Nodularia harveyana

* Nodularia spumigena

e Spirulinalaxissima

* Mischkultur ausNodularia harveyana und Spirulina laxissima
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Neben den Losungen, bestehend aus den XAD-Extrakten der jeweiligen Cyanobakterien in
den Konzentrationen 0,2 mg, 10 mg und 200 mg in 100 ml Wasser, wurden als Blindwert die
drei entsprechend konzentrierten Losungen aus XAD-Extrakt aus reiner Nahrlésung (ohne

Cyanobakterien) getestet. Jeder Ansatz wurde dreimal durchgefuhrt.

Es ergaben sich die in Tabelle 3.2.1 dargestellten Werte (Anzahl der nach 24 Stunden
abgestorbenen Artemienlarven in %):

Die Extrakte vorNodularia harveyana, von Spirulina laxissima und von der Mischkultur aus
Nodularia harveyana und Spirulina laxissima zeigten eine deutliche toxische Wirkung auf die
Artemienlarven. Wahrend bei dem Extrakt idodularia harveyana die Wirkung schon bei

einer Konzentration von 0,2 mg 100 heiinsetzte und sich bis zu der Konzentration von

200 mg 100 nit steigerte, zeigte sich bei dem Extrakt \@mirulina laxissima und von der
Mischkultur ausNodularia harveyana und Spirulina laxissima die einsetzende Wirkung erst

bei der htéchsten Konzentration; diese Ubertraf dann aber die Wirkung des Extrakts von
Nodularia harveyana. Es ergab sich rein rechnerisch einesd.on 8,3 mg mif fiir den
Extrakt vonNodularia harveyana, sowie die LRy-Werte von 3,6 mg riftund 5,3 mg mt fiir

den Extrakt vonSpirulina laxissima beziehungsweise fir den Extrakt der Mischkultur aus

Nodularia harveyana und Spirulina laxissima.

Tabelle3.2.1

Wirkung verschiedener Nahrlosungsextrakte von Mikroalgeeamia salina-Larven
Extrakt 200mg 100rf | 10mg 100nmif | 0,2mg 100mit LDsp
Blindwert / / / /
Chrooc.minut. / / / /
Nodul.harv. 14 5 4 8,3 mg mt
Spirul.lax. 28 / / 3,6 mg nif
Nodul.spum. / / / /
Mischkultur aus

Nod.harv./ 19 / / 5,3 mg nif
Soir.lax.
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Zusammenfassung und Diskussion

Da es sich bei den durch Toxizitat aufgefallenen NahrlosungsextrakterNadaria
harveyana, Spirulina laxissma und der Mischkultur aublodularia harveyana und Spirulina
laxissima um Substanzgemische handelte, war es unklar, ob die Wirkung von nur einer
Komponente ausging oder ob mehrere Inhaltsstoffe beteiligt waren. Die toxischen Wirkungen,
die von den Einzelextrakten voModularia harveyana und von Spirulina laxissima
ausgingen, addierten sich in dem Extrakt von der MischkultuNadslaria harveyana und
Soirulina laxissima nicht, wie es vielleicht zu erwarten gewesen ware. Statt dessen ergab sich
ein Wert, der zwischen den Werten der Einzelextrakte lag. Eventuell war hier eine zusatzliche
Komponente beteiligt, die nur in der Mischkultur zu finden war. Einen Hinweis auf das
Vorkommen einer solchen zusatzlichen Substanz gaben die dinnschichtchromatographische
Auftrennung des Extrakts sowie die Auftrennung mittels HPLC (siehe Kapitel 2.2 des
Ergebnisteils).

Von mehreren Stdmmen von Cyanobakterien-Arten ist bekannt, dal} sie Toxine, darunter
hochwirksame Nerven- und Lebergifte, produzieren. Dazu gehdren zum Beispiel Microcystin
aus Microcystis aeruginosa (,Fast Death Factor®); ein Peptid, das sich in den Hepatocyten
anreichert, und Anatoxin a ausnabaena flos-aquae (,Very Fast Death Factor®), ein
Alkaloid, das in die Erregungsweiterleitung der Atemmuskulatur eingreitT{MG &
PYNE,1986). Weitere bekannte Toxine sind Saxitoxin, dagphanizomeneon flos-aquae,

aber auch in Dinoflagellaten vorkommt und Nodularin &leglularia spumigena. Diese
Toxine wurden in der Biomasse nachgewiesenodikE, 1996). Normalerweise geben
Cyanobakterien ihre Toxine nicht ab, aufer wenn sie leck werden oder absterben
(CARMICHAEL,1994). So gelangen mit der Zeit durch das Absterben der Zellen die Toxine in
das Kulturmedium, wo sie dann auch mittels HPLC nachgewiesen werden kommranA Rt
al.,1997).

Die Toxizitat der oben genannten Cyanobakterien wurde mit Hilfe eines Mausbioassays
getestet. Dabei wird ein Extrakt aus der cyanobakteriellen Biomasse einer mannlichen Maus
intraperetoneal injiziert (RrTING & PYNE,1986; Q\RMICHAEL,1992).

Der Mausbioassay gilt als typischer erster Test auf Toxizitdt beim Screening von
Wasserblitenmaterial, Laborkulturen oder Biomassenextrakten. Sein Nachteil besteht unter
anderem darin, dal’ es sich um einen Tierversuch handelt und damit nicht tberall durchgefihrt

werden kann und daf3 kleine Toxinmengen, zum Beispiel im Trinkwasser, nicht nachgewiesen
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werden kdnnen (8RMICHAEL,1992). Deshalb wurde nach anderen Testverfahren gesucht. So
wurden verschiedene Saugetierzelliniem€ et al.,1989), Immunoassays mit polyklonalen
Antikorpern gegen Microcystine und Nodularine R(®Ks & CopD,1988) oder auch
Enzymhemmsysteme (REHARDT et al.,1994) verwendet. Als eine weitere Alternative zum
Mausbioassay schlugen NKRANTA et al.(1991) den brine shrimps-Test vor. Die dort
angegebenen Ldy -Werte reichten von 0,47 mg Biomassé'rilestlésung firr einen Stamm

von Anabaena circinalis bis 42,5 mg mt fiir einen Stamm voModularia spumigena. Die
Autoren erklarten die von ihnen untersuchten Cyanobakterien mit eingrvbD mehr als

10,5 mg mit fiir toxisch, weil diese Werte am besten mit der Toxizitat auf Mause korrelierten.
Es stellte sich heraus, dal3 insbesondere zwischen dem Microcystingehalt und der brine
shrimps-Mortalitat eine gute Korrelation bestand, wasi@BELL et al. (1994) bestatigten.
Allerdings zeigten auch nicht-neurotoxische und nicht-hepatotoxische Stdmme eine mittlere
bis hohe Letalitat im brine shrimps-Test. Diese Stdmme enthielten anscheinend
Komponenten, die fUArtemia salina-Larven toxisch sind, aber weder Neurotoxine noch
Hepatotoxine darstellen. Der brine shrimps-Test stellte demzufolge auch eine gute Methode
dar, um allgemein bioaktive Substanzen in Cyanobakterien nachzuweisen und um erste
Aussagen Uber Cytotoxizitat zu machen, weswegen dieser Test hier auch verwendet wurde.
Aufgrund von Literaturangaben besteht eine gute Korrelation zwischen dem brine shrimps-
Test und einigen Tumorzellinien, wie sie fur Cytotoxizitatstestungen verwendet werden
(SoLis et al.,1993). Beim Screening von Extrakten aus cyanobakterieller Biomasse fanden
FALCH et al. (1995) mehrere Stamme, die sowohl eine Aktivitat auf Tumorzellinien als auch
im brine shrimps-Test zeigten. So wurden im brine shrimps-Tegt-Wrte von 47,5ug rifl

fur einen laut Test an KB-Zellinien (humanen Nasopharynx-Karzinomzellen) cytotoxisch
wirksamen Extrakt auScytonema lyngyoides und Werte bis zu 138,8 pg Mifir einen
ebenfalls laut KB-Zellinientest cytotoxisch wirksamen Extrakt Rbormidium sp. gefunden.

Die Biomassenextrakte der fischtoxischen Haptophyta (eukaryotische Aligemesium sp.

und Chrysochromulina sp. zeigten dagegen bezuglisitemia salina ausgesprochen niedrige

LDso -Werte von 4 bis 9 pg M(MELDAHL et al., 1994).

Niedrige LDy -Werte im brine shrimps-Test, die also einer hohen Toxizitdt entsprechen
wirden, bedeuten nicht unbedingt, daR die betreffende Verbindung auch auf den
menschlichen Organismus toxisch wirkt. Dies zeigen zum Beispiel dig {Mderte von
gebrauchlichen Arzneistoffen: Firr Paracetamol wurde ein Wert von 0,5 hidimiCoffein

3,4 g mtt und furr Theophyllin 8 pg rifestgestellt (GLLEA et al.,1994).
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Zur Beurteilung kdnnen die hier erhaltenensh.BNerte eventuell auch mit Lgp-Werten von
anderen pflanzlichen Substanzgemischen verglichen werden. So wurden beim brine shrimps-
Test von Extrakten aus afrikanischen Heilpflanzen recht niedige-M2erte von 0,04 mg ml

! bis 0,1 mg nmit gefunden (AvacHiE & Uewu,1997); dennoch werden diese Pflanzen beim
Menschen angewendet.

Alle obigen Angaben Uber die Toxizitat von Extrakten und Substanzen beziehen sich jedoch,
wie bereits erwahnt, auf Stoffe, die aus den Biomassen von Mikroalgen gewonnen wurden.
Literatur-Angaben Uber die brine shrimps-Toxizitat von Cyanobakterien-Nahrldsungen liegen
aber unseres Wissens bisher nicht vor.

SchluR3folgerungen auf eine mdgliche Cytotoxizitat der hier untersuchten Nahrlésungsextrakte
lassen sich also nur bedingt ziehen. Allerdings gibt das Testverfahren doch deutliche
Hinweise auf bioaktive Substanzen in den getesteten Cyanobakterien-Nahrlésungen, die aber
dann naturlich durch weitere Testverfahren wie zum Beispiel an Warmbltiterzellen bestatigt

werden muften.

3.3  Test auf biologische Aktivitat

Diese Testung wurde vom Hans-Knoll-Institut fr Naturstoff-Forschung in Jena durchgefihrt.
Es wurden Extrakte von folgenden Mikroalgen untersucht:

» Chroococcus minutus

* Nodularia harveyana

* Nodularia spumigena

e Spirulinalaxissima

* Mischkultur ausNodularia harveyana und Spirulina laxissima

* Nostoc carneum

* Nostocinsulare

* Chlamydomonas reinhardtii
Die Extrakte durchliefen zunachst die Biologische Primartestung. Bei diesen Testreihen, die
routineméRig in einer Konzentration von 1 mg*ndurchgefithrt wurden, wurden keine

auffalligen Aktivitaten festgestellt.
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Anschliel3end wurden die Proben noch einmal in einer 10fach hdheren Konzentration auf
cytotoxische Aktivitdten untersucht. Bestimmt wurden die halbmaximal inhibitorischen
Substanzkonzentrationen gL Die IGy ist ein Mal3stab fur die cytotoxische und
proloferationshemmende Wirksamkeit einer Substanz. Die Werte gebendait@olgende
Zellinien an: Die L-929-Zellinie besteht aus Méausefibroblasten, die K-562-Zellinie aus
humanen Leukamiezellen, und die HelLa-Zellinie ist eine eukaryotische Standardzellinie aus

dem Cervix-Tumorgewebe der 1949 verstorbenen Patientin Henrietta Lachs.

Es sind bereits einige cytotoxische Substanzen aus Cyanobakterien bekannt, so zum Beispiel
das Scytophycin, das Brytonema pseudohofmannii gefunden wurde sowie das Tolytoxin aus
Tolypothrix conglutinata, welches ebenfalls zu den Scytophycinen gerechnet wird, und die
Acutiphycine audOscillatoria acutissima (BorowiITzkA,1995). Auch das Westiellamid aus
Westiellopsis prolifica und verschiedene andere Substanzen aus Cyanobakterien wie die
Mirabazole und die Tantazole, die ebenfalls &ysonema sp. stammen, zeigten cytotoxische

Wirkungen (RRTTERSON et al.,1994).

Es stellten sich folgende Ergebnisse heraus:

Der Extrakt vonNodularia spumigena zeigte die grof3te Aktivitat auf die L-929- und auf die
K-562-Zellen, wahrend der Extrakt der Mischkultur &gglularia harveyana und Spirulina
laxissima die grof3te Wirkung auf die HeLa-Zellen besal3.

Laut Hans-Knoll-Institut sind die Extrakte als schwach bis nicht toxisch einzustufen.
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Tabelle3.3.1
Cytotoxische Aktivitaten von Mikroalgen-Nahrldsungsextrakte auf verschiedene Zellinien,

angegeben als g

L-929 K-562 HelLa
Extrakt (kg mY (Lg miY (Lg mY
Chrooc.minutus. 282,3 175,0 787.,4
Nodul.harveyana. 877,4 76,1 654,9
Nodul.harv. 2. Test. | 783,1 329,2 729.,4
Nodul.spumigena 72,3 58,3 312,7
Soirulinalaxissma |> 1000 789,7 > 1000
Mischkultur
Nod.harv./Spir .lax. 279,6 218.,6 50,0
Nostoc carneum > 1000 > 1000 > 1000
Nostoc insulare 577,2 > 1000 669,5
Chlamyd. reinhardtii |> 1000 > 1000 > 1000

Zusammenfassung und Diskussion

Es fallt auf, daf? die Mischkultur adddularia harveyana und Spirulina laxissima zwar eine
Wirkung auf die HelLa-Zellinie ausubte, die Reinkulturen der beiden Cyanobakterien jedoch
deutlich héhere 16-Werte aufwiesen. Eine mogliche Ursache konnten eine oder mehrere
cytotoxische Verbindungen sein, die erst durch das gemeinsame Wachstum in einer Kultur
gebildet wurden. Denkbar ware es auch, daf} eine solche Verbindung in sehr geringen Mengen
zwar schon in der Reinkultur voNodularia harveyana oder von Spirulina laxissima
enthalten war, aber erst durch das Konkurrieren der beiden Mikroalgen in einer Kultur deren
Konzentration so anstieg, dal3 eine cytotoxische Wirkung zustande kam.

Der Begriff Cytotoxizitat sagt allerdings nur etwas Uber die Wirkungen der Substamzen
vitro aus. Die Bedeutung der obigen cytotoxischen Substanzen kdnnte mdglicherweise in
einem Einsatz als Wirkstoffe gegen Krebs liegen. Sie kénnten aber auch als Leitsubstanzen

fur die Synthese neuer Wirkstoffe dienen oder in der Landwirtschaft eingesetzt werden.
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4 Strukturaufklarung von Norharman aus Nodularia harveyana

4.1 Isolierung

Der Nahrlésungsextrakt vorNodularia harveyana enthielt laut dinnschichtchromato-
graphischer Untersuchung mindestens acht bis neun Substanzen, von denen eine durch eine
intensive hellblaue Fluoreszenz unter JgMund UVsgs auffiel, die in dieser Intensitat bei
keinem der anderen untersuchten Nahrlosungsextrakte zu sehen war.

Die Detektion der DC-Platte mit Dragendorffs Reagenz erbrachte eine deutlich positive
Reaktion dieser Substanz. Damit war ein Hinweis darauf gegeben, daf} es sich um eine
protonierbare stickstoffhaltige Verbindung handelt, also ein Amin oder ein Alkaloid.

Der erste Versuch, diese Substanz zu isolieren, erfolgte Uber praparative
Dunnschichtchromatographie. Bei dieser Methode wird ein Substanzgemisch zunachst
dunnschichtchromatographisch aufgetrennt, anschlieend die gesuchte Verbindung in Form
ihres Substanzflecks mit dem Kieselgel von der Platte abgekratzt und dann mit einem
geeigneten Losungsmittel aus dem Kieselgelmaterial herausgelost. Das Kieselgel wird durch
Zentrifugation abgetrennt und die Uberstehende Losung verwendet.

Zur praktischen Durchfuhrung wurden 20 x 20 cm grof3e, mit Kieselgel 6§, &&ibst-
bestrichene Glasplatten verwendet, da sich diese Schicht gut abkratzen lie3. Es wurde 1g
Nahrlosungsextrakt in 5 ml Methanol gel6st. Fur das bandférmige Auftragen der gesamten
Flissigkeitsmenge waren vier DC-Platten nétig, von denen nach der Entwicklung die unter
UV-Licht hellblau fluoreszierende Bande abgekratzt wurde. Das beladene Kieselgelmaterial
wurde mit Aceton extrahiert, die nach der Zentrifugation Uberstehende Losung eingeengt und
fur die HPLC in 50 pl mobiler Phase geldst. Die HPLC wurde mit einer mobilen Phase aus
Wasser, Ethylacetat und Essigsaure (95,6:4,1:0,3) durchgefihrt, die mit einer Fluf3rate von
1,5 ml min' durch eine RP-18 Saule gepumpt wurde. Es handelte sich dabei um eine
Methode, die speziell fur Flavonoide beziehungsweise fur phenolische Substanzen entwickelt
wurde ($IAHRZAD & BITSCH,1996), da aufgrund des dinnschichtchromatographischen
Erscheinungsbildes der Nahrlosungsextrakte zunachst vermutet wurde, dall phenolische
Verbindungen enthalten waren.

Das Chromatogramm zeigte neben dem Totvolumenpeak einen gréReren Hauptpeak, dessen

spezifisches Absorptionsspektrum mit Hilfe des Photo Dioden Array Detektors im ultra-
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violetten und im sichtbaren Spektralbereich aufgenommen wurde. Um zu sehen, ob dieses
Spektrum von der gesuchten Substanz stammte, wurde es mit einem direkt von einer HPTC-
Platte aufgenommenen spezifischen Absorptionsspektrum verglichen. Dazu wurde
Nahrlésungsextrakt voNodularia harveyana dinnschichtchromatographisch mittels HPTLC
aufgetrennt und das Absorptionsspektrum des hellblau fluoreszierenden Flecks mit Hilfe eines
CAMAG TLC-Scanners aufgenommen. Der Vergleich der beiden Absorptionsspektren ergab
eine deutliche Ubereinstimmung: beide wiesen zwei Maxima bei 254 nm und bei 302 nm
sowie ein kleineres Maximum bei 368 nm auf.

Fiar weitergehende Untersuchungen war diese Methode jedoch nicht gut geeignet, da die
Ausbeute sehr gering war. Da die gesuchte Verbindung vermutlich Alkaloidcharakter besal3,
wurde nun eine Methode entwickelt, diese Substanz direkt aus dem Nahrldsungsextrakt zu
isolieren. Aufgrund der Tatsache, dal’ Alkaloide bei alkalischem pH-Wert meist lipophil sind
und mit S&uren wasserldsliche Salze bilden, ist es mdglich, sie aus biologischem Material
durch Umverteilung zwischen Wasser und organischen Losungsmitteln zu gewinnen.

Der aus einer Kultur vorNodularia harveyana gewonnene Extrakt wurde in Wasser
suspendiert und auf pH 3 gebracht, um das Alkaloid zu protonieren und damit in der
Wasserphase zu halten. Die lipophilen Bestandteile wurden mit Dichlormethan abgetrennt und
die Wasserphase anschlieRend auf pH 12 gebracht. Damit konnte das Alkaloid als lipophile
Base mit Ether ausgeschuttelt werden. Die vereinigten Etherphasen wurden Uber
Natriumsulfat siccatum getrocknet und zur abschlieenden Reinigung mit Wasser, das mit
Salzsaure auf pH 1 gebracht worden war, ausgeschittelt. Die vereinigten Wasserphasen
enthielten die gesuchte Verbindung als Hydrochlorid, die nach dem Gefriertrocknen als
trockenes Pulver vorlag.

Um auch die Base untersuchen zu kénnen, wurde das Wasser nach erneutem Alkalisieren
wieder mit Ether ausschiittelt. Der Ether wurde unter Stickstoffoegasung vorsichtig entfernt,

bis die Substanz als dliger Rest zurtickblieb.

74



Ergebnisse - Strukturaufkl&rung

4.2  MelRergebnisse

Von der isolierten Verbindung wurde das UV/Vis-Spektrum in methanolischer Salzsaure
aufgenommen und mit den oben beschriebenen zuvor erhaltenen UV/Vis-Spektren verglichen.
Auch hier waren die beiden Maxima bei 254 nm und bei 302 nm zu sehen sowie das kleinere
Maximum bei 368 nm. Ein zusatzliches Maximum bei 210 nm wurde von dem L&sungsmittel
Methanol verursacht und trat in dem direkt von der HPTLC-Platte aufgenommenen Spektrum
nicht auf, wahrend es in geringerem Ausmald auch in dem Spektrum zu sehen war, das von

dem Photo Dioden Array Detektor wahrend der HPLC aufgenommen wurde und ebenfalls
durch das Losungsmittel verursacht wurde.

Abb.4.2.1

UV/Vis-Spektrum von Norharman als Hydrochlorid, isoliert &laslularia harveyana, geldst
in Methanol/HCI
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Anschliel3end wurde von dieser Losung bei der Anregungswellenlange von 336 nm ein
Fluoreszenzspektrum aufgenommen sowie ein weiteres Fluoreszenzspektrum von der
Substanzbase, gel6st in Methanol. Dabei war eine Verschiebung des Maximums gegenuber
des Hydrochlorids zu kirzeren Wellenlangen hin zu beobachten. Das Hydrochlorid besal3 ein

Maximum bei 443 nm, wahrend die Base ein Maximum bei 379 nm und zuséatzlich eine
Schulter bei 415 nm bis 440 nm aufwies.
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Abb. 4.2.2
Fluoreszenzspektren von Norharman als Hydrochlorid und als Base, isolig¥b@ularia

harveyana
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Einen Hinwels auf das Molekulargewicht der gesuchten Verbindung gab das
Massenspektrum, erhalten durch Direktauftrag und Elektronenstol3ionisierung bei 70eV. Es
zeigte sich ein Molekllpeak bei m/z=168, der auch gleichzeitig der Basispeak war. Die

Fragmentierung war gering, was auf ein stabiles Ringsystem hindeutete.

Abb. 4.2.3

Massenspektrum von Norharman, isoliert odularia harveyana
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Den endgiiltigen Aufschluf? tiber die Struktur der gesuchten Substanz gabeRNMR und

das™C-NMR Spektrum, die von dem Hydrochlorid gelst sODaufgenommen wurden.

Bei dem'H-NMR Spektrum wurde das Wassersignal unterdriickt, so daR das Signal von
HDO, das durch den Austausch des Protons am StickstoffQizDstande kam, bei 4,7 ppm
deutlich kleiner ausfiel als bei einem konventionellen Spektrum. Bei den mit V
gekennzeichneten Signalen in dem Bereich von 3 bis 4 ppm handelte es sich vermutlich um
aliphatische Verunreinigungen. Fir die Auswertung wurden vor allem die Signale in dem
Bereich von 6,5 ppm bis 9 ppm herangezogen. Hier finden die Kopplungen von Protonen in
aromatischen Systemen statt.

Das Signal des Protons im Indolring sowie das Proton am protonierten Stickstoff des
Hydrochlorids war bei dieser Messung nicht sichtbar, weil der Austausch,@iziD schnell
vonstatten ging. Deswegen wurde eine zusatzliche Messung in DMSO durchgeftihrt, bei der
das Proton am protonierten Stickstoff aufgrund der Ladung ein sehr breites Signal bei 16 ppm

lieferte und das Signal des Indol-Protons bei 12,5 ppm lag.

Die folgenden chemischen Verschiebungen wurden zur Identifizierung herangezogen:
'H-NMR (300 MHz, DO, 300 K):

5=7,38 (t, 1HJ = 7,6Hz, 7-H)

5=7,62 (d, 1H3J = 8,2Hz, 8-H)

5=7,73 (t, 1H3J = 7,5Hz, 6-H)

5=28,19 (d, 1H3J = 8,0Hz, 5-H)

5=8,25 (d, 1H3J = 6,0Hz, 4-H)

5=8,39 (d, 1H3J = 6,1Hz, 3-H)

5=8,81(s, 1H, 1-H)

Das™*C-NMR-Spektrum zeigte elf Signale, von denen vier kleiner ausfielen als die restlichen
sieben. Es handelte sich dementsprechend um eine Verbindung mit elf Kohlenstoffatomen.
Vier davon waren quartéar, da diese Kohlenstoffatome eine langsamere Relaxation und
deswegen ein kleineres Signal aufwiesen.

Der abgebildete Bereich von 100 ppm bis 150 ppm umfal3t den Bereich der chemischen

Verschiebung von Kohlenstoffatomen in aromatischen Strukturen.
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Abb.4.24  'H-NMR-Spektrum (300 MHz) von NorharmanHCl in®
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Abb. 4.25 AusschnittsvergréRerung des aromatischen Bereichs von 6,5 ppm bis 9 ppm
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Abb. 4.2.6
'H-Breitbandentkoppeltes’*C-NMR-Spektrum (75,47 MHz, ) von Norharman-

hydrochlorid, autNodularia harveyana isoliert und als Referenzsubstanz
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Anhand der gewonnenen Daten wurde festgestellt, dal3 es sich bei der gesuchten Verbindung

um die Struktur eineB-Carbolins handelte. Zur Bestatigung wurden zum einen die Spektren
mit Literaturdaten verglichen, zum anderen Norharmanhydrochlorid als Referenzsubstanz den
gleichen Messungen unterworfen, womit die Identitat zweifelsfrei geklart war.

Die Absorptions- und Fluoreszenzspektren wurden mit den MessungenAset@l.(1992)

und von B\LON et al.(1993) verglichen, die Daten fir ddsNMR-Spektrum stammen aus

der Veroffentlichung von KWGEN et al.(1987) und das Massenspektrum ist baidBrRAN et
al.(1996) abgebildet.

Abb.4.26  Strukturformel von Norharman
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4.3  Zusammenfassung und Diskussion

Aus Nodularia harveyana wurde ein Indolalkaloid isoliert und als Norharman, @iG@arbolin,
identifiziert. Es handelt sich um ein heterocyclisches Amin, welches auchl-#&griglo[4,3-

b] indol bezeichnet werden kann.

Indolalkaloide mit einef3-Carbolingrundstruktur sind in der Natur weit verbreitet. Die am
haufigsten fir diese Verbindungen verwendete Trivialnomenklatur enthalt den Wortstamm
-harm- , der sich voReganum harmala L. ableitet, der Steppenraute, aus der erstmals solche
Verbindungen isoliert wurden (AEN & HOLMSTEDT,1979).

Norharman ist das am einfachsten aufgebaute dieser Alkaloide und kommt bei Angiospermen
lediglich in einigen Poaceae und Sapotaceae vor. Unter den Bakterien iStreptomyces-
undNocardia sp. enthalten. Was marine Organismen betrifft, so wurde es bislang nur aus dem
Dinoflagellaten Noctiluca miliaris isoliert, der durch seine Biolumineszenz in
Kistengewassern bekannt isn@UE et al.,1980), und au®idemnum sp. (Seescheide)
(SCHUMACHER & DAVIDSON,1995). Uber die Funktion von Norharman gibt es verschiedene
Aussagen. So wird eine Beteiligung an dem System der Biolumineszenioatifuca
miliaris vermutet (NOUE et al.,1980), wahrend fur hohere Pflanzen eine Beteiligung an der
Wachstumsregulierung durch Auxine diskutiert wird AQMENS & FRANKENBERG,1993).
Auxine sind fur das Streckenwachstum von Sprossen verantwortlich. Das wichtigste Auxin ist
B-Indolylessigsaure, welche im Erdreich aus dem enzymatischen Abbau von L-Tryptophan
entsteht. Norharman kann diese Enzyme hemmen und somit indirekt dem Wachstum
entgegenwirken. Da Auxine auch in Algen und Bakterien vorkommen, ware ein mdaglicher
Wirkmechanismus der Wachstumshemmung von Norharman auf andere Cyanobakterien

(siehe Kapitel 3 des Ergebnisteils) eventuell auch auf eine Enzymhemmung zurlckzuftihren.

Aufgrund seiner Entstehung aus der Aminosaure L-Tryptophan bei hohen Temperaturen
kommt Norharman auch in gegarter proteinreicher Nahrung wie Fleisch und Fisch vor
(ABULDAKARIM & SMITH,1998; SLYAKov et al.,1999). Der genaue Entstehungs-
mechanismus ist beiA¥LAYAN & FORAGE (1991) beschrieben. Aul3erdem ist Norharman in
Zigaretten- und Marihuanarauch nachgewiesan €A & HoOLMSTEDT,1979), wo es eine co-
mutagene Wirkung entfaltet, die dadurch zustande kommt, daf3 in Gegenwart von
aromatischen Aminen wie Anilin unter anderem Aminophenylnorharman entsteht, welches
mit der DNA Addukte bildet (6TSUKA et al.,1998).
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Die akute Wirkung vorf3-Carbolinen auf den menschlichen Organismus ist zunéchst eine
allgemeine Wirkung auf das ZNS, die eine Hemmung der MonoaminoxidaseEn/A&
HoLMSTEDT,1979) sowie Interaktionen mit Benzodiazepinrezeptoren einschlie@efHet
al.,1987). Die Wirkung von Norharman auf Tiere beschrieb@orEE et al. (1992) anhand

von Schafen, die Norharman enthaltendes Gras gefressen hatten, als voriibergehende milde
Sedierung und Hypomotilitdt, verbunden mit leichten Lahmungserscheinungen der

Gliedmalien.
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5 Norharmangehalt in Mischkulturen von Nodularia harveyana mit

Spirulina laxissima

51 Ver suchsaufbau

Nachdem sowohl in der Nahrlésung als auch in der Biomasséladwiaria harveyana das
Alkaloid Norharman gefunden worden war und dieses sich als Wachstumsinhibitor gegen
andere Cyanobakterien erwiesen hatte, sollte Uberpruft werden, ob sich die intrazellulare
Produktion dieser Substanz in der Biomasse sowie ihre Exkretion in die N&hrlésung in
Gegenwart eines Konkurrenzorganismus beeinflussen laf3t.

Als solcher wurde das CyanobakteriiBuirulina laxissma ausgewahlt, weil sich dieses als
besonders empfindlich gegeniber dem wachstumshemmenden Einflu@ von Norharman
gezeigt hatte.

Da die Bildung von Sekundarmetaboliten, zu denen man das Norharman z&hlen muf3,
hauptséachlich in der stationaren Wachstumsphase von Mikroalgen gesclurbiv(BKA,

1995), wurden zun&chst vier Reinkulturen \Waedularia harveyana und zwei Reinkulturen

von Spirulina laxissima (je 8 Liter) separat gezlchtet, bis sie sich gegen Ende ihrer
logarithmischen Wachstumsphase befanden. Das Wachstum wurde durch photometrische
Messungen bei 440 nm kontrolliert.

Zu Beginn des Versuchs wurden daraus in sechs Parallelanséatzen jeweils gleiche Volumina
von Nodularia harveyana- und Spirulina laxissima-Kulturen (je 2 Liter) abgenommen und zu
sechs 4 Liter-Mischkulturen vereinigt. Diese wurden bei gleichbleibenden Bedingungen
weiter-kultiviert. Daneben wurden zwei der 8 Liter-Reinkulturen Xmdularia harveyana
ebenfalls bei gleichbleibenden Bedingungen fir die Vergleichswerte weiterkultiviert.

Von den Kulturen wurden nach folgendem Schema Proben gezogen: Es wurden jeweils die
vier Liter einer Mischkultur, die entsprechend zwei Liter Waaularia harveyana enthielten

sowie zwei Liter einer Reinkultur voNodularia harveyana nach 2, 8, 15, 22, 29 und 43
Tagen abgenommen und analysiert. Als Ausgangswert wurden zwei Liter aus einer bis zu
Beginn des Versuchs gewachsenen Reinkultur Nodularia harveyana entnommen und

analysiert.
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Die Proben wurden quantitativ mittels HPLC auf den Gehalt von Norharman sowohl in der
Nahrlésung als auch in der Biomasse untersucht. Aus den Nahrlésungen wurden XAD-
Extrakte hergestellt und wie vorher beschrieben auf Norharman analysiert. Die Biomasse
wurde nach dem Gefriertrocknen mit der gleichen HPLC-Methode auf Norharman
untersucht. Dazu wurde aus 150 mg Biomasse, genau gewogen, ein methanolischer Extrakt

hergestellt, eingeengt und der Riickstand in 500,0 pul Methanol geldst.

5.2 Ergebnisse

In der Tabelle 5.2.1 und in dem Diagramm 5.2.1 ist der Norharmangehalt einer 8 Liter-Kultur
von Nodularia harveyana in Abhangigkeit von dem Alter der Kultur dargestellt. Die beiden
vorderen Flachen zeigen den Norharmangehalt in der Biomasse beziehungsweise in dem
Nahrlosungsextrakt, wahrend fir die hintere Flache diese Werte zum Gesamtgehalt der Kultur

aufaddiert sind.

Tabelle5.2.1
Norharmangehalt in der Biomasse und in der Nahrlésung einer ReinkultuNoduharia

harveyana (8 Liter)

Norharmangehalt Norharmangehalt | Norharmangehalt
in der Biomasse im XAD Extrakt der Gesamtkultur
(mg) (%) (mg) (%) (mg)

Beginn (0 Tage) 0,16 0,004 % 2,62 0,23 % 2,78

2 Tage 0,37 0,008 % 2,98 0,81 % 3,35

8 Tage 0,62 0,012 % 4,16 0,79 % 4,78

15 Tage 0,89 0,012 % 2,61 0,35 % 3,5

22 Tage 0,88 0,012 % 1,79 0,23 % 2,67

29 Tage 1,61 0,019 % 6,81 0,99 % 8,42

43 Tage 4,7 0,031 % 7,1 0,61 % 11,8
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Vor dlem in dem Kurvenverlauf, den der Norharmangehalt in der Biomasse beschrieb, ist

deutlich zu sehen, dal3 der Gehalt an diesem Alkaloid mit dem Alter der Kultur zunahm. Auch
der Gehalt in der N&hrlésung stieg im Laufe der Zeit an, wenn auch zwischendurch eine
leichte Abnahme zu beobachten war. Es fallt auf, dal3 der Gesamtnorharmangehalt zum
groReren Teil auf den Gehalt in der Nahrlésung zuriickging. Der Norharmananteil, der aus der

Biomasse stammte, war deutlich geringer.

Diagramm 5.2.1

Norharmangehalt in der Biomasse und in der Nahrlésung einer ReinkultuNoduharia

harveyana (8 Liter)

Norharmangehal
in mg
12.00—

10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

0.00
0 2 8 15 22 29 43

Tage

H Biomasse ON&hrlésung B Gesamtkultur

Auch in der graphischen Darstellung 5.2.2 ist zu sehen, wie der Norharmangehalt mit dem
Alter der Kultur anstieg. Der Anstieg verlief gleichmafiger als bei der Reinkultur von
Nodularia harveyana, aber ansonsten bot sich ein ahnliches Bild. Auch hier war der Anteil
des Gesamtnorharmangehalts, der von der Nahrlésung stammte, hoher als der

Norharmananteil aus der Biomasse.
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Tabelle5.2.2

Norharmangehalt in der Biomasse und in der Nahrlésung einer Mischkultuxoduharia

harveyana und Spirulina laxissima (8 Liter)

Norharmangehalt Norharmangehalt | Norharmangehalt
in der Biomasse im XAD Extrakt der Gesamtkultur,
(mg) (%) (mg) (%) (mg)

2 Tage 0,29 0,006 % 1,17 0,23 % 1,46

8 Tage 0,50 0,010 % 2,95 0,60 % 3,45

15 Tage 0,77 0,009 % 3,80 0,73 % 4,57

22 Tage 1,92 0,013 % 4,12 0,32 % 6,04

29 Tage 2,23 0,014 % 7,21 0,8 % 9,44

43 Tage 2,92 0,017 % 7,65 0,31 % 10,57

Diagramm 5.2.2

Norharmangehalt in der Biomasse und in der Nahrlésung einer Mischkultukoduharia

harveyana und Spirulina laxissima (8 Liter)

Norharmangehalt

in mg
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8.00

6.00
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2
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Diagramm 5.2.3
Vergleich der Gesamtnorharmangehalte in der Kultur von Nodularia harveyana und in der
Mischkultur aus Nodularia harveyana und Spirulina laxissima (8 Liter)

Norharmangehalt
in mg

13.00
12.00
11.00
10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

0.00

o
al

10 15 20 25 30 35 40 45 50

= Nodularia harveyana == Mischkultur

Diagramm 5.2.4
Vergleich der Norharmangehalte in der Biomasse der Kulturen von Nodularia harveyana und
der Mischkultur aus Nodularia harveyana und Spirulina laxissima (8 Liter)

Norharmangehalt
in mg
5.00
4.50
4.00
3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00

0.50

0.00

o
al
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= Nodularia harveyana == Mischkultur
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Diagramm 5.2.5
Vergleich der Norharmangehalte in den Nahrlésungen der KulturenNamularia harveyana

und der Mischkultur auslodularia harveyana und Spirulina laxissima (8 Liter)

Norharmangehalt
in mg

9.00

8.00

/4
/f
4.00 N //
> ]
Wl N_ /)

1.00

0.00 T T T T T T T ‘ ‘ Tage
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

= Nodularia harveyana ==Mischkultur

In dem Diagramm 5.2.3 sind die unterschiedlichen Entwicklungen des Norharmangehalts in
der Reinkultur vorNodularia harveyana und in der Mischkultur aublodularia harveyana
und Spirulina laxissima nebeneinander dargestellt. Beide Kulturen zeigten einen deutlichen

Anstieg des Gehalts, der sich aber bezuglich der Kulturen untereinander kaum unterschied.

Aus den Diagrammen 5.2.4 und 5.2.5 geht hervor, dald der Norharmangehalt in den
Biomassen der beiden Kulturen sehr ahnlich anstieg, allerdings stieg der Norharmangehalt in
der Biomasse vorNodularia harveyana am Ende starker an und dbertraf damit den
Norharmangehalt in der Biomasse der Mischkultur. Die Entwicklung des Norharmangehalts
in den Nahrlésungs-extrakten sah anders aus: Hier stieg der Gehalt in der Nahrlésung der
Mischkultur starker an und lag schlieBlich oberhalb dem der ReinkulturNooilaria

harveyana.
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5.3  Zusammenfassung und Diskussion

Wie man in den finf Diagrammen sehen kann, stieg der Norharmangehalt sowohl in der
Reinkultur vonNodularia harveyana als auch in der Mischkultur m&pirulina laxissima mit
zunehmenden Alter der Kultur an. Dieses entspricht auch den Beobachtungen, dal3
Sekundarmetaboliten, wie das Alkaloid Norharman, vorwiegend in der stationaren
Wachstums-phase oder in langsam wachsenden Kulturen gefunden werden
(BOROWITZKA,I995). Interessant ist die Tatsache, dal3 sich der Norharmangehalt
unterschiedlich auf die Bestandteile Biomasse und N&hrlosung in der Gesamtkultur verteilte,
wobei, wie in den Diagrammen 5.2.1 und 5.2.2 zu sehen ist, auf die Biomasse nur etwa ein
Viertel bis ein Drittel des Gesamtnorharmangehalts entfiel. Dieses konnte ein Hinweis darauf
sein, dal3 die Substanz aktiv vom Organismus ausgeschieden wurde, da offenbar kein
ausgewogenes Gleichgewicht zwischen Biomasse und Kulturmedium bestand.

Beim Vergleich der Reinkultur voNodularia harveyana mit der Mischkultur vorNodularia
harveyana mit Spirulina laxissima lie3 sich bezlglich des Gesamtnorharmangehalts
(Diagramm 5.2.3) kein signifikanter Unterschied feststellen. Wenn man aber den Gehalt in der
Biomasse beziehungsweise in den N&ahrlésungen der beiden Kulturen miteinander vergleicht
(Diagramm 5.2.4 und 5.2.5), so fallt auf, da in der Biomasse der Mischkultur der
Norharmangehalt gegeniiber dem in der Reinkultur nach 43 Tagen abfiel. Dagegen verhielt es
sich bezogen auf die Nahrlésungsextrakte umgekehrt: Hier enthielt nach 43 Tagen der
Nahrlosungsextrakt der Mischkultur mehr Norharman als der Extrakt der Reinkultur. Es
befanden sich also lediglich rund 24% des durchschnittichen Gesamtnorharmangehalts in der
Biomasse und 76 % in der N&hrlésung der Mischkultur, wahrend es in der Reinkultur von
Nodularia harveyana rund 33% Norharman in der Biomasse und nur 67% in der Nahrlésung
waren. Es stellt sich nun die Frage, ob diese Schwankungen im Rahmen der Statistik lagen
oder ob sie tatsachlich relevant sind. Wenn letzteres zutrafe, kénnte fir den Konkurrenz-
organismusSpirulina laxissma zwar keinen Einflul auf die Menge des ausgeschiedenen
Norharmans, aber auf dessen Verteilung in der Kultur nachgewiesen werden. Der hdhere
Anteil an extrazellularem Norharman konnte eventuell darauf hinweisen, daf} das
CyanobakteriumNodularia harveyana versucht, den Konkurrenzorganismus durch das
Ausscheiden einer erhohten Norharmankonzentration zu hemmen. Eine solche Stimulierung

der Inhibitorausscheidung in Gegenwart moglicher Konkurrenten koénnte eine Art
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Kontrollmechanismus sein, der das Uberleben des Cyanobakteriums im Sinne eines
kompetitiven Vorteils sichert @RL & MILLIE,1996).

Ob diese Vermutung hier zutrifft, muf3te durch weitere Untersuchungen anhand einer grofl3eren
Anzahl von Mischkulturen belegt und statistisch abgesichert werden. Die hier durchgefiihrte

Untersuchung von lediglich einer Mischkultur lieferte zwar interessante Hinweise, aber keine

Beweise auf eine solche induzierbare Norharmanexkretion.
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6 Charakterisierung der Biomassenzusammensetzung im Hinblick auf
eine eventuelle Massenkultivierung und mehrfache Verwendung der

Mikroalgen

Die hier geschilderten Untersuchungen der Nahrlésungsextrakte der Mikroalgen hatten
gezeigt, dald die Metaboliten nur in geringen Konzentrationen in den Nahrldsungen enthalten
waren. Falls sich nun aufgrund von Bio-Assays herausstellen sollte, daf3 einige dieser
Metaboliten eine interessante und nutzbare biologische Aktivitdt aufweisen, dann wirde sich
sofort die Frage nach der Grol3-Produktion dieser Substanzen stellen. Hierzu waren aber —
abgesehen von einer eventuellen chemischen Synthese — grof3e Mengen an N&hrlésung und
damit gro3e Kulturen notwendig. Darliber hinaus wére es im Hinblick auf Wirtschaftlichkeit
am sinnvollsten, solche Massenkulturen zu nutzen, deren Biomasse auch fur andere Zwecke
verwendet werden kann. Dieser letztere Aspekt sollte hier einbezogen werden.
Massenkulturen von Mikroalgen werden bereits seit den sechziger Jahren fir die Gewinnung
interessanter Inhaltsstoffe genutzt. Zur Gewinnung von Carotinoiden, inshesonddgde des
Carotins, wird vor allemDunaliella salina kultiviert, wahrend die Massenzucht von
Haematococcus-Arten zur Gewinnung von Astaxanthin dientofibwiTzkA,1988 a). Dieses
Ketocarotinoid wird vor allem in der Aquakultur (zum Beispiel in der Lachszucht) eingesetzt.
Um Proteine und damit auch essentielle Aminoséuren zu erhalten, vzhided |a-Arten fur

die Produktion von L-Prolin @#aviTT,1983) gezlchtet, aber aucBpirulina- und
Scenedesmus-Arten, die gleichzeitig auch wertvolle essentielle Fettsduremvii@olensaure

und wichtige Vitamine liefern und damit als Nahrungserganzungsmittel eingesetzt werden
kénnen (BOROWITZKA,1988 b).

Andere Massenkulturen wie die v&orphyridum cruentum liefern Polysaccharide, die unter
anderem als Gelier- und Dispergiermittel in der pharmazeutischen Industrie eingesetzt werden
(SANDFORD & BAIRD,1983).

Einige der hier auf Nahrlosungsmetaboliten untersuchten Mikroalgen wurden deshalb
zusatzlich auf die Zusammensetzung ihrer Biomasse gepruft, und zwar bezuglich
Proteingehalt, Carotinoid- und Phycobiliproteinzusammensetzung sowie Fettsduregehalt und

—zZusammensetzung.
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Untersucht wurden die Biomassen folgender Cyanobakterien:
» Chroococcus minutus

* Nodularia harveyana

* Nodularia spumigena

*  Spirulinalaxissma

» Mischkultur aus Nodularia harveyana und Spirulina laxissima

6.1  Untersuchungen der Biomasse auf Fettsauren

Mikroalgen enthalten sowohl gesattigte als auch ungesattigte Fettsduren, die zum grofdten Teil
als Triglyceride, Phospholipide und Glycolipide gebunden vorliegen. Sie dienen den
Organismen einerseits als Energiequelle und als Lieferant verschiedener Metaboliten,
andererseits sind sie Bestandteile der Biomembranen. Freie Fettsduren kommen nur selten
vor. Die haufigsten gesattigten Fettsauren in Cyanobakterien sind die geradzahligen C 12:0-
bis C 18:0-Fettsduren. Ungesattigte Fettsauren werden meistens in gréerer Vielfalt
produziert, so reicht die Kettenlange von C 14 bis C 20 und die Anzahl der Doppelbindungen
von 1 bis 4 (PHL,1982). Diese sind besonders interessant fur den medizinisch-
pharmazeutischen Bereich, vor allem die ungesaéttigten Fettsduren Linolsdure- und
Linolensaure. Sie sind fur den Menschen essentiell, das heil3t, sie kdbnnen nicht selber vom
Korper synthetisiert werden, sondern missen mit pflanzlicher Nahrung aufgenommen werden.
Ihre Bedeutung liegt in der Bildung von korpereigenen Botenstoffen, zum Beispiel von
Prostaglandinen, die fur die Regulierung vieler physiologischer Funktionen zustandig sind.
Ein Mangel kann zu Krankheiten wie Schizophrenie und Thrombosen fiihren. AuRerdem
werden diese essentiellen Fettsauren unter anderem zur Behandlung von Hyperlipiddmien und
Arteriosklerose eingesetzt GRowITzKA,1988 b).

Um gegen diese Krankheiten unterstiitzend zu wirken und um Mangelzustdnde zu vermeiden,
kébnnen Mikroalgen, die reich an solchen Fettsauren sind, als Nahrungserganzungsmittel
dienen. Dabei ist bemerkenswert, dal3 einige Cyanobakterien auch gro3e Mengen an
Linolensaure produzieren @KYoN et al.,1972), darunteCalothrix sp. undArthrospira sp..

Diese nicht-essentielle Fettsdure, die aus Linolsaure gebildet werden kann, wird zur

Behandlung der Neurodermitis eingesetzt.
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Die Lipide wurden direkt aus der Biomasse in einem Schritt lipophil extrahiert und die
Fettsauren durch Umesterung methyliertARGES & MANCHA,1993). Die erhatenen
Fettsduremethylester konnten dann gaschromatographisch aufgetrennt werden. Die
Identifizierung der Fettsauren erfolgte zum einen tber den Vergleich der Retentionszeiten mit
denen eines Fettsaurestandards, zum anderen durch Kombination des Gaschromatographen
mit einem Massenspektrometer. Die erhaltenen Massenspektren wurden mit Hilfe einer
Spektrenbibliothek den entsprechenden Fettsduren zugeordnet. Die Quantifizierung erfolgte
Uber die Verwendung von Heptadecansaure als Internen Standard, der in einer definierten

Konzentration den Analysen zugefugt wurde.

Die erhaltenen Werte stellen Durchschnittswerte aus verschiedenen Kulturen der jeweiligen
Mikroalge dar. Die erste Spalte zeigt die Werte in Prozent bezogen auf die getrocknete
Biomasse, und aus der zweiten Spalte kann man die prozentuale Verteilung der verschiedenen

Fettsauren bezogen auf den Gesamtfettsduregehalt ersehen.

Tabelle6.1.1 Chroococcus minutus
C 140 0,42 % 33,1 %
C 14: P cis 0,29 % 22,8 %
C 16:0 iso 0,16 % 12,6 %
C 16:0 0,16 % 12,6 %
C 16:T cis 0,07 % 5,5 %
C 18:0 / /
C 18:Tcis 0,06 % 4,7 %
C 18:2" / /
C 18:3a 0,11 % 8,7 %
Gesamtgehalt 1,27 % 100 %
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Tabelle6.1.2 Nodularia spumigena

C 14:0 / /
C14: 1°cis / /
C16:0iso / /

C 16:0 0,95 % 40,8 %
c 16:1°%cis 0,36 % 15,5 %
C 18.0 0,08 % 34 %
c 18:1°%cis 0,26 % 11,2 %
C 18:2°% 0,44 % 18,8 %
C183a 0,08 % 34%
C18:3y 0,16 % 6,9 %
Gesamtgehalt 233% 100 %

Tabelle6.1.3 Nodularia harveyana

C 14:0 / /
C14: 1°cis / /
C16:0iso 0,21 % 53 %
C16:.0 1,44 % 36,1 %
c 16:1°%cis 0,14 % 35%
C 18.0 0,08 % 2%
c18:1°%cis 0,54 % 13,5 %
C 18:2°% 1,34 % 33,6 %
C183a 0,24 % 6 %
Gesamtgehalt 3,99 % 100 %
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Tabelle6.1.4

Tabelle6.1.5

Sirulina laxissma

C 14:0 0,07 % 1,7 %
C 14: 1%cis 0,37 % 8,9 %
C16:0iso / /

C 16:0 1,73 % 41,8 %
c 16:1°%cis 0,28 % 6,8 %
C 18.0 0,12 % 29%
c 18:1°%cis 0,53 % 12,8 %
C 18:2°% 0,33 % 8%
C183a 0,71 % 17,1 %
Gesamtgehalt 4,14 % 100 %

Mischkultur
Nodularia harveyana/Spirulina laxissima

C 14.0 / /

C 14: 1%cis / /
C16:.0iso 0,14 % 4,1 %
C 16.0 1,22 % 35,6 %
c 16:1°%cis 0,12 % 3,5 %
C 18.0 0,12 % 3,5%
c 18:1°%cis 0,45 % 13,3 %
C 18:2%%? 1,16 % 34.1%
C183a 0,19 % 5,6 %
Gesamtgehalt 34 % 100 %
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Den geringsten Gehalt an Fettsauren unter den untersuchten Cyanobakterien besal}
Chroococcus minutus mit 1,27%. Das Fettsauremuster unterschied sich von allen anderen
durch das gleichzeitige Vorkommen von Mpyristoleinsdure und der verzweigten iso-
Palmitinsaure. Stearinsaure und die ungesattigte Fettsaure Linolsaure konnten nicht
nachgewiesen werden.

Soirulina laxissima hatte den héchsten Gehalt an Fettsauren (4,14%), wobei ebenso wie bei
Nodularia spumigena die verzweigte iso-Palmitinsdure nicht nachweisbar war. Den grof3ten
Anteil am Gesamtfettsauregehalt trugen Palmitinsaure (41,8%), Olsaure (12,8%) und
Linolensaure (17,1%).

Ein noch hoherer Anteil an Palmitinsaure war Modularia spumigena (45,5%) zu
beobachten, wobei der Fettsduregesamtgehalt mit 2,09% ingesamt aber deutlich niedriger war.
In Nodularia spumigena waren beide Linolensaureformanundy, wenn auch dig-Linolen-

saure nur in Spuren, nachweisbar.

Bei Nodularia harveyana betrug der Fettsauregesamtgehalt 3,99% und lag damit ebenfalls
unterhalb dem vorgpirulina laxissima. Dafur fiel der im Vergleich z®oirulina laxissima

hdhere Gehalt bezlglich der ungesattigten Fettsaure Linolsaure (1,34% gegentber 0,33%) auf.
Die Mischkultur &hnelte sowohl quantitativ als auch qualitativ in ihrer
Fettsaurenzusammensetzung stark der Kultur Nodgularia harveyana. Dieses wurde auch

durch das Fehlen von Myristin- und Myristoleinsaure deutlich, die in der Kultugyouina
laxissima vorkamen, wahrend sie Modularia harveyana nicht nachzuweisen waren.

Die hoherkettigen Fettsduren Arachinsédure und Arachidonsaure wurden in den untersuchten

Cyanobakterien nicht gefunden.

Zusammenfassung

Die hier untersuchten Kulturen enthielten in ihrer Biomasse durchschnittlich 3%
Gesamtfettsauren. Die Einzelwerte reichten von 1,2ZBsopcoccus minutus) bis zu 4,14%
(Spirulina laxissima). Bei der Kultur vonSpirulina laxissima fiel ihr hoher Gehalt am-
Linolensédure, die fur den Menschen essentiell ist, auf. Sie erzielte damit den hdachsten
Linolensauregehalt unter den hier untersuchten Cyanobakterien (0,71%, bezogen auf die
Gesamtbiomasse, und 17,1%, bezogen auf den Gesamtfettsauregehalt). Zum Vergleich: In

Soirulina sp. wurde bei BCKER & V ENKATARAMAN (1982) fura-Linolensdure ein Wert von
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10,36%, bezogen auf den Gesamtfettsauregehalt gefundermdRD (1988) gab fur
Soirulina platensis fur Linolsaure einen Gehalt von 1,24%, bezogen auf die Gesamtbiomasse
an. Dieser Wert wurde von der hier untersuch&arulina laxissima-Kultur (0,33%)
allerdings nicht erreicht.

Als einzige unter den hier untersuchten Cyanobakterienyarolensdure in der Kultur von
Nodularia spumigena nachweisbar, allerdings nur in Spuren, so dald eine diesbezugliche
Nutzung eigentlich nicht in Frage kommt.

Bemerkenswertes Detail war der hohe Gehalt an Linolsaure (1,34%) in der Kultur von
Nodularia harveyana, der Uber dem vonIBAMOND (1988) angegebenen Wert f8pirulina
platensis lag.

Insgesamt kéamen fir eine Nutzung aufgrund von essentiellen Fettsauren am ehesten die
Kulturen von Nodularia harveyana wegen ihres hohen Anteils an Linolsdure und von

Soirulina laxiss ma wegen ihres hohen Anteils anLinolensaure in Frage.

6.2  Untersuchungen der Biomasse auf Carotinoide und Chlorophylle

Carotinoide bilden zusammen mit den Chlorophyllen und Phycobiliproteinen die fir den
Ablauf der Photosynthese notwendigen Pigmente der Mikroalgen. Sie kommen in allen
photosynthese-betreibenden Organismen vor und werden wegen ihrer unterstitzenden
Funktion bei der Photosynthese auch als akzessorische Pigmente bezeichnet. Man
unterscheidet Carotine, welche reine Kohlenwasserstoffe darstellen, und Xanthophylle, bei
denen es sich um sauerstoffhaltige Derivate der Carotine hand®bekILEXIKON DER
BIOLOGIE,1994 a).

Cyanobakterien enthalten neb@rCarotin vor allem die Ketocarotinoide Zeaxanthin und
Echinenon, daneben auch Canthaxanthin und Oscillaxanthin. Da ihre@ygitase fehlt, die
dene-lonenring bildet, bilden sie keia-Carotin, Lutein, Violaxanthin und Neoxanthin, die
dagegen in Chlorophyceen vorkommen. Andererseits enthalten sie Myxoxanthophyll, das
auch in Bakterien vorkommt, aber in eukaryotischen Algen fellt @EN HOEK,1993).

Dasp-Carotin ist aus pharmazeutischer Sicht ein interessanter Inhaltsstoff von Mikroalgen. Es
wird im menschlichen Korper zu Vitamin A umgebaut, weswegen es auch als Provitamin A
bezeichnet wird. Dartber hinaus besitzt es antioxidative Eigenschaften, da es Singulett-
Sauerstoffradikale abfangen kann, so daf3 es in der Pravention von Arteriosklerose, koronarer
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Herzkrankheit und Lichtdermatosen eingesetzt wird (HOTzEL,1996; KINDL,1995). Aul3erdem
ist B-Carotin als Lebensmittelfarbstoff zum Farben von Butter sowie als Farbstoff in
Kosmetikprodukten zugelassendFZeL,1996).

[3-Carotin und andere Carotinoide, vor alem die Xanthophylle werden in der Tierzucht dem
Futter beigemischt, um unter anderem die Farbe von Eigelb zu intensivieren (BAUERNFEIND &t
al., 1971) oder das Fleisch von Lachsen mit Hilfe von Astaxanthingabe rosa zu farben
(BENEMANN,1992).

Es gibt bereits Massenkulturen zur Gewinnung Ye@arotin, vor allem vorDunaliella
salina (BOROWITZKA & B OROWITZKA,1988), wobei durch geeignete
Kultivierungsbedingungen der Gehalt stark gesteigert werden karmis(Ne DE
LEENHEER,1991).

Chlorophylle werden in die Chlorophylle a - e eingeteilt und sind wie die Carotinoide
ubiquitar im Pflanzenreich verbreitet. Nur Chlorophyll a ist essentiell an allen
Photosynthesereaktionen beteiligt, wahrend die Chlorophylle b - e zu den akzessorischen
Pigmenten gerechnet werderefdTNEr,1992). In Cyanobakterien und Rhodophyceen kommt
lediglich Chlorophyll a vor, wahrend Chlorophyceen zusatzlich Chlorophyll b aufweisen
(VAN DEN HOEK,1993).

Chlorophylle werden weniger aus Algen als aus Landpflanzen wie zum Beispiel der
Brennessel gewonnen ¢kH & HUHNLER, 1995). Sie werden als Farbstoffe verwendet,

besitzen aber auch desodorierende Eigenschaften, die zum Beispiel in Lutschtabletten gegen

Mundgeruch zum Tragen kommen.

Die Carotinoide und Chlorophylle wurden lipophil aus der Biomasse extrahiert und der
erhaltene Extrakt zur quantitativen Bestimmung des Carotinoid- und des Chlorophyllgehalts

bei jeweils verschiedenen Wellenlangen photometrisch vermessexvied1976;
HARBOURNE,1984). Anschliel3end wurde die qualitative und quantitative Zusammensetzung
mit Hilfe der HPLC unter Verwendung von Referenzsubstanzen als Vergleich bestimmt
(NELIS & DE LEENHEER,1983 und 1987).

Die erhaltenen Werte fiur die einzelnen Carotinoide stellen Durchschnittswerte aus
verschiedenen Kulturen einer Mikroalge dar. Die erste Spalte zeigt die absolut erhaltenen
Werte bezogen auf die vermessene Extraktlésung, die zweite Spalte gibt die Werte in Prozent

bezogen auf die getrocknete Biomasse an, und in der dritten Spalte stehen die Werte bezogen
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auf den Gesamtcarotinoidgehalt. Der Wert fur den Gesamtchlorophyllgehalt entspricht dem

Wert fur Chlorophyll a , weil Cyanobakterien nur dieses Chlorophyll besitzen.

Tabelle6.2.1

Tabelle6.2.2

Chroococcus minutus

Carotinoid (n.i.) 3,5 mg 0,05 % 19,4 %
Astaxanthin / / /
Canthaxanthin / / /
Zeaxanthin 3,4 mg' 0,049 % 19,2 %
Echinenon 6,6 mg 0,1 % 36,6 %
B-Carotin 4,4 mgt 0,064 % 24,8 %
Gesamt- 17,9 mgt 0,26 % 100 %
carotinoidgehalt
Chlorophyll a 0,3 mg't 0,003 % 100 %
Nodularia spumigena
Carotinoid (n.i.) 4,4 mg1 0,06 % 19,9 %
Astaxanthin 0.6 mg 0,009 % 2,9 %
Canthaxanthin 2,1 mg'l 0,03 % 9,5 %
Zeaxanthin / / /
Echinenon 8,3 mg 0,12 % 37,8 %
B-Carotin 6,6 mg1* 0,1% 29,9 %
Gesamt-
carotinoidgehalt 22 mgH 0,32 % 100 %
Chlorophyll a 3,9 mgt 0,04 % 100 %
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Tabelle6.2.3

Tabelle6.2.4

Nodularia harveyana

Carotinoid (n.i.) 11,6 mgl™ 0,17 % 37,6 %
Astaxanthin / / /
Canthaxanthin 0,8mgl™ 0,012 % 27%
Zeaxanthin / / /
Echinenon 75mgl™t 0,11 % 24,3%
B-Carotin 11 mgl™ 0,16 % 35,4 %
Gesamt-
carotinoidgehalt 309mgl* 0,45 % 100 %
Chlorophyll a 93mgl™ 0,13 % 100 %
Sirulina laxissma
Carotinoid (n.i.) 55mgl™ 0,081 % 24 %
Astaxanthin / / /
Canthaxanthin / / /
Zeaxanthin 56mgl™t 0,082 % 24,1 %
Echinenon 1,3mgl™ 0,018 % 53%
B-Carotin 109 mg ™ 0,158 % 46,6 %
Gesamt-
carotinoidgehalt 233mg ™ 0,34 % 100 %
Chlorophyll a 1,8mgl™ 0,01 % 100 %
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Tabelle6.2.5
Mischkultur aus
Nodularia harveyana/Spirulina laxissima

Carotinoid (n.i.) 10,5 mg ™ 0,16 % 37,3%
Astaxanthin / / /
Canthaxanthin 1,1mgl™ 0,01 % 39%
Zeaxanthin / / /
Echinenon 65mgl™ 0,09 % 23,1 %
B-Carotin 10mgl™ 0,15 % 35,6 %
Gesamt-

carotinoidgehalt 281mgl* 0,41 % 100 %
Chlorophyll a 71mgl?t 0,09 % 100 %

Das in den Tabellen als Carotinoid (n.i.) angegebene nicht eindeutig identifizierte Carotinoid

wurde als erstes eluiert und hatte bei alen untersuchten Kulturen eine Retentionszeit von 5,6

bis 5,7 Minuten. Es handelte sich dabei héchstwahrscheinlich um eines der polaren
Carotinoide, wie Myxoxanthophyll oder Oscillaxanthin. Diese enthalten als einzige unter den
Carotinoiden in ihrem Molekil einen beziehungsweise zwei O-glycosidisch gebundene
Rhamnosereste. Die Absorptionsmaxima des unbekannten Carotinoids wurden mit den in der
Literatur angegebenen Werten fur Myxoxanthophyll und Oscillaxanthin verglichen. Der
Vergleich zeigte, dal3 diese Werte Idodularia harveyana ,Spirulina laxissma und der
Mischkultur von Nodularia harveyana und Spirulina laxissima gut mit denen von
Myxoxanthophyll Gbereinstimmten. Belodularia spumigena und Chroococcus minutus
hingegen stimmten die Absorptionsmaxima mehr mit denen von Oscillaxanthin tberein, so
dalR vermutet werden konnte, dal3 hier Myxoxanthophyll in so geringen Mengen vorhanden
war, dal3 es entweder nicht detektiert wurde oder von Oscillaxanthin Gberdeckt wurde.

Den hochsten prozentualen Carotinoidgehalt bezogen auf die getrocknete Biomasse wies die
Kultur von Nodularia harveyana mit 0,45% auf, wahrend die anderen untersuchten Kulturen
Werte zwischen 0,26%Chroococcus minutus) und 0,41% (Mischkultur vorNodularia
harveyana und Spirulina laxissima) besalien. Letztere lag mit dem Wert von 0,41% nahe an

dem Wert der Kultur voiNodularia harveyana.
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Die Zusammensetzung der Gesamtcarotinoide war innerhalb der untersuchten Kulturen
vergleichbar. Der Anteil an [B-Carotin und an Echinenon war besonders hoch, nur bel
Soirulina laxissima tUberwog Zeaxanthin gegentber Echinenon. Badularia harveyana,
Soirulina laxissima und der Mischkultur aus beiden fiel auch der hohe Anteil des unbekannten
Carotinoids auf. Die Mischkultur wies nicht nur in der Héhe ihres Carotinoidgehaltes, sondern
auch in der Zusammensetzung der Carotinoide sehr viel Ahnlichkeit mit der Kultur von
Nodularia harveyana auf.

Auch der Chlorophyligehalt war in der Kultur vddodularia harveyana mit 0,13% am
hdchsten. Einen auffallend niedrigen Wert (0,003%) besal? die KulturChooococcus

minutus.

Zusammenfassung

Die Gesamtcarotinoidgehalte der hier untersuchten Cyanobakterien schwanken zwischen
0,26% (Chroococcus minutus) und 0,47% Nodularia harveyana). Durchschnittlich sind
0,36% Gesamtcarotinoide enthalten, wobei keine grof3en Abweichungen von diesem Wert zu
beobachten waren. Die Werte fur dg&Carotin-Gehalt bewegen sich in einem Rahmen von
0,064% (Chrooccocus minutus) bis 0,16% Nodularia harveyana). Diese Werte sind im
Vergleich zu denen in Chlorophyceen, die aufgrund ihres hdh@arotin-Gehalts im
kommerziellen Mal3stab geziichtet werden, gering. So enthie#liella salina bereits 0,5 %
[3-Carotin, wobei dieser Gehalt durch besondere Kulturbedingungen (unter anderem erhéhte
Temperatur, erhéhte Belichtung, erhéhter Salzgehalt der N&ahrlésung) auf bis zu 14%
gesteigert werden konnte gBowiTzKA & BOROWITZKA,1988). Dabei wurde nur des-
Carotin-Gehalt Gberproportional gesteigert: Dessen Anteil an den Gesamtcarotinoiden stieg
von 50% auf fast 90%, wahrend die Gehalte der anderen Carotinoide wie Lutein und
Zeaxanthin gleich blieben oder sogar abnahmen. Im Vergleich dazu besalien die hier
untersuchten Cyanobakterien ein@iCarotin-Anteil von 24,8% Ghrooccocus minutus) bis

46,5% oirulina laxissima). Fur Cyanobakterien kamen solche Veranderungen der
Zichtungsparameter zur Steigerung @eSarotin-Gehalts allerdings nicht in Frage, da es

unter diesen Stref3bedingungen zu einer Zerstorung der Zellen kommen word el 996).
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Fur eine Gewinnung vof-Carotin kdmen von den untersuchten Mikroalgen aufgrund des
Gehalts, der sich bei allen drei Kulturen um 10 mdéwegte, die Kulturen voSpirulina
laxissima, von Nodularia harveyana und der Mischkultur au®Nodularia harveyana und
Soirulina laxissima in Frage. Interessant erschien die Kultur \@mirulina laxissma auch
aufgrund ihres Zeaxanthin-Gehalts, da die anderen untersuchten Cyanobakterien dieses
Carotinoid entweder nicht oder in nur geringen Mengen flhrten. Zeaxanthin kommt in
groReren Mengen vor allem in Rhodophyceen und Chlorophyceen vor, wahrend es in
Cyanobakterien eher selten ist und in anderen Algen gar nicht vorkonorOWBrzkA,

1988 a).

Ein anderes seltenes und daher um so wertvolleres Carotinoid ist das Echinenon. Es ist
lediglich in geringen Mengen in Cyanobakterien und Haptophyceen zu finden. Dieses
Biosynthesenzwischenprodukt aus dem Abbaup+@arotin zu Canthaxanthin gehért ebenso

wie dieses zu den photoprotektiven Pigmenten. Fir eine diesbeztigliche Gewinnung kamen
vor allem die Kulturen voiNodularia spumigena und vonNodularia harveyana in Frage.

Die Chlorophyll-Gehalte der untersuchten Cyanobakterien variierten sehr: Durchschnittlich
enthielten sie 4,48 mg’lbeziehungsweise 0,05% Chlorophyll a, wobei die Werte von
0,3 mg 1! (Chroococcus minutus) bis 9,3 mg T (Nodularia harveyana) reichten. Diese Werte
liegen in dem Bereich, den auclo®NEs et al.(1993) fir de®scillatoria-, Phormidium- und

Nostoc sp. enthaltenen Benthos in der Antarktis angeben. So wurden dort Chlorophyll a-Werte
von 6,94 mgt Extraktlésung gefunden.

Die Gewinnung von Chlorophyll aus den untersuchten Kulturen lohnt sich wahrscheinlich

aufgrund des geringen Gehalts nicht.

6.3  Untersuchungen der Biomasse auf Phycobiliproteine

Die Phycobiliproteine gehdren ebenfalls zu den akzessorischen Pigmenten der Photosynthese
und sind charakteristisch fir Cyanobakterien, Rhodophyceen, Cryptophyceen und
Glaucophyceen. Sie absorbieren das Licht im Wellenlangenbereich von 500 bis 650 nm, der
von Chlorophyll nicht abgedeckt wird, so dafl3 phycobiliproteinhaltige Algen auch das Licht
im tieferen Wasser oder im Schatten anderer Algen nutzen konmenEfRILEXIKON DER
BioLOGIE, 1994 b). Die drei héaufigsten Phycobiliproteine sind Phycocyanin und Allo-

phycocyanin, die beide blau gefarbt sind, sowie Phycoerythrin, das eine rote Farbe besitzt.
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Die Phycobiliproteine aus Mikroalgen werden als natirliche Pigmente vielfaltig genutzt. So
wird besonders das Phycocyanin &gulina platensis genutzt. In Japan ist es unter dem
Namen ,Linablue* als Lebensmittelfarbstoff zugelassen, auRerdem wird es zur Farbung
kosmetischer Produkte sowie in der pharmazeutischen Technologie zur Farbung von
verschiedenen Arzneistofformulierungen verwendedHi,1986). Im Gegensatz zu den
Carotinoiden und Chlorophyllen handelt es sich um hydrophile Pigmente.

Fir die quantitative Gehaltsbestimmung wurden sie deshalb hydrophil mit Hilfe einer
walrigen Pufferlosung aus der Biomasse extrahiert. Die erhaltenen Extrakte wurden
anschlieend photometrisch vermessen und der Gehalt rasliETB & BOGORAD (1973)
berechnet.

Die erhaltenen Werte fur die einzelnen Phycobiliproteine stellen Durchschnittswerte aus
verschiedenen Kulturen einer Mikroalge dar. Die erste Spalte zeigt die absolut erhaltenen
Werte bezogen auf die vermessene Extraktlosung, die zweite Spalte gibt die Werte in Prozent
bezogen auf die getrocknete Biomasse an, und in der dritten Spalte stehen die Werte bezogen

auf den Gesamtphycobiliproteingehalt.

Tabelle6.3.1

Chroococcus minutus
Phycocyanin 0,0025 mg il 0,62 % 43,1 %
Allophycocyanin 0,0017 mg il 0,43 % 29,3 %
Phycoerythrin 0,0016 mg ml 0,4 % 27,6 %
Gesamtphyco-
biliproteingehalt 0,0058 mg ml 1,45 % 100 %
Tabelle6.3.2

Nodularia harveyana
Phycocyanin 0,023 mg il 5,7 % 67,6 %
Allophycocyanin 0,01 mg i 2,47 % 29,4 %
Phycoerythrin 0,001 mg ml 0,25 % 2,9 %
Gesamtphyco-
biliproteingehalt 0,034 mg il 8,42 % 100 %
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Tabelle6.3.3

Nodularia spumigena
Phycocyanin 0,0042 mg mi™* 1,05 % 50,6 %
Allophycocyanin 0,0031 mg ml™ 0,775 % 37,35%
Phycoerythrin 0,001 mg mi™ 0,25 % 12,05 %
Gesamtphyco-
biliproteingehalt 0,0083 mg ml™ 2,075 % 100 %
Tabelle6.3.4

Spirulina laxissima

Phycocyanin 0,0047 mgmi™ 1,175 % 36,15 %
Allophycocyanin 0,0053 mg ml™ 1,325 % 40,77 %
Phycoerythrin 0,003 mgml™ 0,75 % 23,08 %
Gesamtphyco-
biliproteingehalt 0,013 mgml™ 3,25% 100 %

Tabelle6.3.5
Mischkultur Nodularia harveyana/Spirulina laxissima
Phycocyanin 0,0208 mg mi™ 5,17 % 66 %
Allophycocyanin | 0,0097 mg ml™ 2,41 % 30,8 %
Phycoerythrin 0,001 mg mi™ 0,25 % 3.2 %
Gesamtphyco-
biliproteingehalt | 0,0315mgmi™ 7,84 % 100 %

Den hdchsten Gesamtphycobiliproteingehalt wies die Kultur Naaularia harveyana mit
8,42% bezogen auf die getrocknete Biomasse auf, gefolgt von der Mischkuliodalaria
harveyana und Spirulina laxissima mit 7,84%. Es fallt auf, dal? in diesen beiden Kulturen der

Phycoerythrinanteil im Vergleich zu den anderen Kulturen mit 2,9% beziehungsweise 3,2%
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recht niedrig war, dafur hatten letztere einen mit 67,6% und 66% einen héheren Phycocyanin-
anteil. Auch die Kultur vonNodularia spumigena besald mit 50,6% einen relativ hohen
Phycocyaninanteil. Den niedrigsten Phycobiliproteingehalt wies die KultuCtooococcus

minutus mit 1,45% auf.

Zusammenfassung

Der Gesamtphycobiliproteingehalt der hier untersuchten Cyanobakterien bewegte sich in
einem Rahmen von 1,45%troococcus minutus) bis 8,42% Kodularia harveyana).

Fir andere Cyanobakterien wurden bereits sowohl geringere als auch hohere
Gesamtphycobiliproteingehalte gefundenoL (1996) gab furPhormidium-,Oscillatoria-

und Synechocystis sp. Werte von 2% bis 7%, und fAnabaena- und Nostoc sp. Werte von

5% bis 13%, je nach Alter der Kultur, an. Der PhycobiliproteingehaltNastoc carneum

lied sich durch geeignete Kultivierungsbedingungen (erhéhte Belichtung, Zugabe von
Phytohormonen zur Nahrlésung) auf bis zu 18,8% erhdhen.

Betrachtet man die Anteile der einzelnen Phycobiliproteine, so fallt auf, dal3 die beiden
Nodularia sp. sowie die Mischkultur mNodularia harveyana und Spirulina laxissima einen

sehr hohen Phycocyaninanteil (etwa 50% bis 70% der Gesamtphycobiliproteine) im Vergleich
zu den anderen Phycobiliproteinen, besonders zu Phycoerythrin (etwa 2% bis 12%)
aufwiesen. Bei Spirulina laxisssima und Chroococcus minutus dagegen waren die
Phycocyanin- und Allophycocyaninanteile relativ ausgeglichen (30% bis 43%) und die
Pycoerythringehalte deutlich erhéht (23% und 27%).

Fur die Gewinnung von Phycobiliproteinen insbesondere des Phycocyanins kame aufgrund
der obigen Daten vor allem die Kultur vblodularia harveyana in Frage, da die Kultur von
Nodularia spumigena trotz ihres hohen Phycocyaninanteils einen insgesamt zu niedrigen

Phycobiliproteingehalt aufwies.
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6.4  Untersuchungen der Biomasse auf den Proteingehalt

Eine weitere verwendungsrelevante Inhaltsstoffklasse von Mikroalgen sind Proteine
beziehungsweise Aminosauren. Die Aminosdurezusammensetzung variiert zwischen den
Arten und hangt auBerdem von den Kulturbedingungen und dem Alter der Kultur ab
(BECKER,1988). Die beiden Hauptaminosauren in den Proteinen von Mikroalgen sind
Glutaminsaure und Asparaginsaure; weitere haufig vorkommende Aminoséuren sind Lysin,
Tryptophan, Alanin und Phenylalanin, dagegen sind die schwefelhaltigen Vertreter Cystein
und Methionin meist in nur geringen Mengen vorhanden oder fehlen gareBrzkA,1988

a).

Aufgrund der zunehmenden Weltbevdlkerung und der damit verbundenen Nachfrage nach
proteinreicher Nahrung werden Mikroalgen aufgrund ihrer hohen Biomassenproduktion und
ihres hohen Proteingehalts als Proteinquelle diskutiert. Als proteinreiche Kost haben
Cyanobakterien einige Tradition. So wurd8pirulina-Arten in Mexiko von den Azteken
verzehrt, und bei einigen afrikanischen Stdmmen ist diese getrocknete Mikroalge unter der
Bezeichnung ,dihé" als Nahrungszusatz bekanatkgr,1986).

Die Gewinnung der Proteine ist sowohl aus der Biomasse als auch aus dem Kulturmedium
maoglich. So wird zum Beispiel aus der Biomasse @iorella sp. L-Prolin gewonnen
(LEAaVITT,1983), wahrend die Kieselal@ghaetoceros debile unter anderem Alanin, Histamin

und Serin in das Medium sezerniero(lPE & M ARTIN-JEZEQUEL,1983).

Normalerweise wird der Proteingehalt tber einen Mikro-Kjeldahl-Aufschluf3 bestimmt, indem
zunachst der Gesamtstickstoffgehalt gemessen wird und der erhaltene Wert anschlieRend mit
dem Faktor 6,25 multipliziert wird. Der Nachteil dieser Rechnung ist, dal’3 auf diese Weise
auch stickstoffhaltige Nicht-Proteine wie zum Beispiel Nucleinsauren und Amine
miteinbezogen werden. Dieser Betrag kannJpaiulina sp. bis zu 20% und b&tenedesmus

sp. bis zu 12% betragen, so dafl} oft zu hohe Werte fir den Proteinhalt entstehen
(BECKER,1988). Aus diesem Grund sind in der folgenden Tabelle 6.4.1 sowohl der
Stickstoffgehalt als auch der daraus errechnete Proteingehalt beschrieben. Beide Werte sind in
Prozent bezogen auf das Trockengewicht der Biomasse angegeben. Zusétzlich wurde die
Stickstoffbestimmung zum einen mit Glucose als Blindwert, zum anderen mit Albumin als
Kontrollwert durchgefuhrt.

Die erhaltenen Werte stellen Durchschnittswerte aus verschiedenen Kulturen einer Mikroalge

dar. Den hochsten Stickstoff- beziehungsweise Proteingehalt wiesen die Kulturen von
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Nodularia harveyana und Spirulina laxissima mit 9,3% Stickstoff und 58,125% Proteinen
auf. Es fallt auf, daf3 die Mischkultur aMedularia harveyana und Spirulina laxissima mit
7,28% Stickstoff und 45,5% Proteinen deutlich weniger stickstoffhaltige Verbindungen als die
beiden Reinkulturen vorNodularia harveyana und Spirulina laxissma enthielt. Den

geringsten Stickstoff- beziehungsweise Proteingehalt besall die KultuClmmococcus

minutus.
Tabelle6.4.1

Gesamtstickstoffgehalt % Gesamtproteingehalt %
Chroococcus minutus 4,7 29,375
Nodularia harveyana 9,3 58,125
Nodularia spumigena 7,28 45,5
Spirulina laxissima 9,3 58,125
Mischkultur aus
Nod.harv. und Spir.lax. 8,32 52,0

Zusammenfassung

Der hohe Proteingehalt der Kultur v@pirulina laxissma entsprach bisherigen Literatur-
Angaben. So ist bekannt, d&pirulina- und Scenedesmus-Arten einen besonders hohen
Gehalt an Proteinen aufweisen, der bis zu 65% ihres Trockengewichts ausmachen kann
(BECKER,1988). Wie schon erwdhnt, missen §#@rulina sp. von diesem Betrag eventuell bis

zu 20% abgezogen werden, da diese einen gréReren Anteil an dem proteingebundenen
Farbstoff C-Phycocyanin enthaltendBssiBA & RICHMOND,1980).

Bei Nodularia harveyana dagegen scheinen die Werte tatsachlich einen hohen Proteingehalt
widerzuspiegeln. Eine Untersuchung uber die Ausbeute und die Zusammensetzung der
Biomasse eineNodularia sp. bei unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen in offenen
Becken und in geschlossenen Photobioreaktoren gab als Gesamtproteingehalt 61,5% bis
63,9% an, der anhand einer Analyse der Aminosaurenzusammensetzung auf 49,3% bis 50,9%

korrigiert wurde (BsHPARAJ et al.,1995).
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Der im Vergleich zu den beiden Reinkulturen (Nodularia harveyana und Spirulina laxissima,

je 58%) geringere Proteingehalt der Mischkultur mit 52% kann hier nicht eindeutig erklart
werden, da dieser Versuch nur einmal durchgefuhrt wurde und daher keine statistische
Absicherung vorliegt. Mdglicherweise ist der geringe Proteingehalt auf Wechselwirkungen
zwischen beiden Organismen zurickzufihren (siehe auch Kapitel 5 des Ergebnisteils:
Norharmangehalte in der Nahrlésung von Mischkulturen).

Mikroalgen kdnnen als Ergdnzung zur normalen Nahrung und als Quelle von essentiellen
Aminosauren dienen. Wahrend pflanzliche Organismen in der Lage sind, alle proteinogenen
Aminosauren zu synthetisieren, ist der menschliche Organismus darauf angewiesen, die
Aminosauren Valin, Leucin, lIsoleucin, Threonin, Methionin, Lysin, Phenylalanin und
Tryptophan als essentielle Aminosauren mit pflanzlicher Nahrung aufzunehmen.

Die Verwendung von Mikroalgen fur Ernahrungszwecke ist allerdings, was Chlorophyceen
wie zum Beispiel die Scenedesmus-Arten betrifft, insofern problematisch, als diese
Mikroalgen eine fur den Menschen unverdauliche Zellwand aus Zellulose und Hemizellulose
besitzen (BCKER & VENKATARAMAN,1982). Daher kommen fir die menschliche
Nahrungsergéanzung am besten Cyanobakterien Spilulina-Arten in Frage, weil diese
Organismen in ihrer Zellwand das Peptidoglycan Murein enthalten, welches aus Aminosauren
und Zuckern aufgebaut ist und im menschlichen Verdauungstrakt abgebaut werden kann.
Neben Spirulina laxissma konnte wegen ihres hohen Proteingehalts abiddularia
harveyana als Nahrungserganzung zum Einsatz kommen. Allerdings mif3te vorher die Frage
des Norharmangehaltes in der Biomasse geklart werden (siehe Kapitel 6.5 des Ergebnisteils)
und eine Analyse der Aminosdurenzusammensetzung gemacht werden, um zu sehen, in

welchem Mal3e essentielle Aminosauren enthalten sind.
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6.5  Untersuchung der Biomasse von Nodularia harveyana auf Nor harman

Nachdem in der Nahrlésung vdlodularia harveyana das Alkaloid Norharman gefunden und
identifiziert worden war, stellte sich die Frage, ob und in welcher Menge Norharman auch in
der Biomasse enthalten war.

Durch die dunnschichtchromatographische Auftrennung eines methanolischen Extrakts der
Biomasse liel3 sich eine intensiv hellblau fluoreszierende Substanz nachweisen, die spater mit
Hilfe der HPLC und durch Vergleich des spezifischen Absorptionsspektrums dieser Substanz
mit dem der Referenzsubstanz als Norharman identifiziert wurde.

Zur Probenvorbereitung fir die quantitative Analyse von Norharman mittels HPLC wurde
zunachst ein methanolischer Extrakt aus einer definierten Menge gefriergetrockneter
Biomasse hergestellt. Dabei gelangten auch die Pigmente und andere Begleitstoffe aus der
Biomasse mit in den Extrakt, der dadurch griin gefarbt war.

Da zunachst nicht klar war, ob die Pigmente bei der HPLC stérten, wurde versucht, sie nach
den unter Punkt 2.4.5 des Methodenteils beschriebenen Methoden A und B zu entfernen. Wie
in Tabelle 6.5.1 zu sehen, kam es bei beiden Methoden zu erheblichen Substanzverlusten,
weshalb fur die weiteren Untersuchungen auf die Abtrennung der Pigmente verzichtet wurde.
Endgultig wurde deshalb folgendermal3en vorgegangen: Der methanolische Gesamtextrakt
wurde zur Trockene eingeengt und in einem definierten Volumen mobiler Phase oder
Methanol aufgenommen, wobei sich wegen der besseren Ldslichkeit Methanol als
vorteilhafter erwies. Um sicherzustellen, da? Norharman quantitativ extrahiert wurde, wurde
die Biomasse funfmal mit Methanol behandelt. Die dinnschichtchromatographische
Uberprifung der sechsten Extraktion ergab, daR kein Norharman mehr in der Biomasse
zuriickblieb.

Bei der anschlieienden HPLC wurde deutlich, dal? die Pigmente und andere Begleitstoffe aus
der Biomasse nicht storten. Die Identifizierung des Norharmanpeaks gelang Uber den
Vergleich mit den Retentionszeiten und dem spezifischen Absorptionsspektrum der
Referenzsubstanz. Die quantitative Auswertung erfolgte Uber eine Kalibriergerade mit

Norharman-L&sungen unterschiedlicher Konzentration.

Untersucht wurden zwei Parallelkulturen Mdodularia harveyana und eine Mischkultur aus
Nodularia harveyana und Spirulina laxissima. Tabelle 6.5.1 zeigt den Effekt der

Extraktionsmethode anhand einer Kultur Wdodularia harveyana und macht deutlich, dal3
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die alleinige Extraktion mit Methanol den anderen Methoden uberlegen war. In der ersten
Spalte sind die direkt erhaltenen Konzentrationen der untersuchten Losungen zu sehen, in der
zweiten Spalte sind diese Konzentrationen umgerechnet worden, da die Ldsungen aus
unterschiedlichen Mengen Biomasse extrahiert wurden und in unterschiedlichen Volumina
mobiler Phase beziehungsweise Methanol aufgenommen worden sind. Der prozentuale Anteil
an Norharman bezogen auf die gefriergetrocknete Biomasse ist in der dritten Spalte zu sehen.
In der Tabelle 6.5.2 sind die Norharmangehalte in den Biomassen der drei hier untersuchten
Kulturen nach der endgtiltigen Extraktionsmethode dargestellt.

Wenn man von einer durchschnittlichen Ausbeute von 6 g Biomasse aus einer 8 Liter-Kultur
ausgeht, bedeutet das, dal’ in der Biomasse einer Kultur rund 1 mg Norharman gebildet
wurde. Diese Werte wurden in Tabelle 6.5.3 mit dem Norharmangehalt der XAD-Extrakte aus

den dazugehdrigen Nahrlésungen verglichen.

Tabdle6.5.1
Mittels HPLC erhaltenen Norharmankonzentrationen in der Biomasse Noolularia

harveyana nach verschiedenen Extraktionsmethoden

Konzentration Konzentration Anteil Norharman in
(g mh), direkt (ug mih), berechnet |der Biomasse (%)
Methode A 33,54 5,03 0,0008 %
Methode B 37,48 5,62 0,0009 %
methanol.Extraktion,
aufgenommen in 69,86 69,86 0,011 %
mobiler Phase
methanol.Extraktion,
aufgenommen in 60,03 120,06 0,02 %
Methanol
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Tabelle 6.5.2
Norharmangehalte in den Biomassen der drei hier untersuchten Kulturen nach der endgultigen
Extraktionsmethode
Konzentration Anteil Norharman i
(ug mih) der Biomasse (%)
Nodularia harveyana
Kultur 1 60,03 0,02 %
Nodularia harveyana
Kultur 2 54,17 0,018 %
Mischkultur aus
Nod.harv./ Spir.lax. 50,73 0,017 %

Tabelle 6.5.3
Vergleich der Norharmangehalte in der Biomasse und in der Nahrlésung der drei hier

untersuchten Kulturen

Biomasse Norharman Nahrlosungs-| Norharman
aus 8| extrakt aus 8 |

Nodularia 1,28 mg 88 mg
harveyana 6,4 ¢ 3190 mg

Kultur 1 =0,02 % =2,75%
Nodularia 1,12 mg 26,7 mg
harveyana 6,29 1530 mg

Kultur 2 =0,018 % =1,75%
Mischkultur aus 0,97 mg 99,9 mg
Nod.harv.  und 5749 1650 mg

Soir.lax. =0,017 % =6,06 %

Aus der Tabelle 6.5.3 ist zum einen ersichtlich, dal® der Norharmangehalt in den
Nahrlosungsextrakten hoher ist als in der Biomasse. Zum anderen fallt der hohe
Norharmangehalt (6%) in dem Nahrlosungsextrakt der MischkultuNedualaria harveyana

und Spirulina laxissima auf.
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Zusammenfassung

Die Beobachtung, daf3 Norharman zwar in der Biomasse Wuulularia harveyana enthalten

war, jedoch in einer geringeren Konzentration als in der Nahrlésung, lie3 annehmen, dal3
Norharman (vermutlich als Wachstumsinhibitor) extrazellular in die Na&hrlésung
ausgeschieden wird und nicht intrazellular in gréRerer Menge gespeichert wird, wie es bei
Alkaloiden in héheren Pflanzen haufig der Fall ist. Bei diesen werden die Alkaloide meist in
der Vakuole oder in Milchréhren gelagert, wo sie vermutlich eine 6kologische Funktion als
Schutz vor Fral3feinden haben EUBCHER,1997). Trotzdem scheint die Funktion des
Alkaloids fur das Cyanobakteriufdodularia harveyana eine ahnliche zu sein wie bei den
hoheren alkaloidproduzierenden Pflanzen. Auch hier fungiert die Verbindung dann
maoglicherweise ebenfalls als Abwehrstoff.

Diese Frage, ob die Erh6hung des Norharmangehalts in der Nahrldsung der Mischkultur von
Nodularia harveyana und Spirulina laxissma als Wachstumshemmung gegen
Konkurrenzorganismen gedeutet werden kann, wurde bereits in Kapitel 5 des Ergebnisteils
diskutiert.

6.6 Zusammenfassung und Diskussion

Die Ergebnisse der Biomassen-Analysen sollen an dieser Stelle noch einmal kurz
zusammengefalt werden. Die Untersuchungen der Biomasse bezogen sich zum einen auf
Fettsduren und Proteine, welche Cyanobakterien als Nahrungserganzungsmittel interessant
machen koénnten. Zum anderen wurden Pigmente wie Carotinoide und Chlorophylle
untersucht, die fur verschiedene andere Anwendungen von Interesse sind.

Die Analysen zeigten, dald die Kultur vdvodularia harveyana in Hinblick auf diese
verwertbaren Inhaltsstoffe am interessantesten erschien. Dieser Organismus hatte jeweils den
hochsten Gehalt an Carotinoiden, Chlorophyll a und Phycobiliproteinen unter den hier
analysierten Cyanobakterien. Zusammen mit der Kultur $pmulina laxissma zeigte
Nodularia harveyana auch den hochsten Gehalt an Proteinen. So kiNoud aria harveyana

als Proteinquelle bei der Ziichtung von Meeresorganismen diens#P@RAJ et al.,1995).
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Was die Fettsauren betraf, so hattdodularia harveyana und Spirulina laxissima relativ

hohe Gesamtfettsduregehalte (um 4%), wobei die KultuNgolularia harveyana besonders

viel Linolsdure bildete.

Nodularia harveyana und Nodularia spumigena gehéren zu den stickstoffixierenden
Cyanobakterien. Diese sind besonders attraktiv fur eine kostenguinstige Massenkultivierung,
da ihrem Nahrmedium keine Nitrate zugefligt werden mudd¢aaularia harveyana kénnte

also sowohl fir menschliche Erndhrungszwecke als auch als Tierfutter in Aquakulturen fur die
Zichtung von Zooplankton aufgrund des Proteingehalts und des Gehalts an Linolsaure
verwendet werden.

Andererseits konnte fir diese beiden moglichen VerwendungeNacuharia harveyana der

Gehalt an Norharman in der Biomasse eine Einschrankung darstellen, weil diese Verbindung
maoglicherweise unerwinschte, vielleicht sogar toxische Nebenwirkungen haben kénnte. Der
Norharmangehalt voNodularia harveyana betrug bis zu 0,02% in der Biomasse und 2,75%

im Nahrlésungsextrakt.

Wie sich in dem Toxizitatstest mit Artemienlarven (brine shrimps-Test) ergeben hatte, betrug
die LDsp flr den Nahrlésungsextrakt 8,3 mg Extrakt pro ml. Wollte man also Kulturen von
Nodularia harveyana fir die Ztichtung von Zooplankton, zu dem adctemia salina gehort,
nutzen, so sollte dieser Wert deutlich unterschritten werden. Wie aus Tabelle 6.5.3 zu
entnehmen ist, kann eine 8 Liter-Kultur vdwodularia harveyana bis zu 3190 mg
Nahrlosungsextrakt produzieren. Daraus errechnet sich ein Wert von 0,39 mg Extrakt pro ml
N&hrlésung, der die festgestellte dDfiir den Nahrlésungsextrakt (8,3 mg lideutlich
unterschreitet.

Hypothetisch wurde nun angenommen, dal3 die Toxizitat auf Artemienlarven auf dem Gehalt
von Norharman in dem Nahrlésungsextrakt beruht. Daraus ergibt sich eige fluD
Norharman von 0,228 mg thiwenn man von einem Norharmangehalt im Extrakt von 2,75%
ausgeht. Laut Tabelle 6.5.3 kann eine 8 Liter-Kultur Wouularia harveyana in ihrem
Kulturmedium bis zu 88 mg Norharman enthalten, was einem N&hrlésungsgehalt von
0,011 mg mf Norharman entspricht. Auch hier wird die 4Dvon 0,228 mg mit
unterschritten.

Diese Uberlegungen wurden auch fiir die Biomasse angestellt. Die BiomasSedubaria
harveyana kann bis zu 0,02% Norharman enthalten, das heil3t, da normalerweise eine 8 Liter-

Kultur nur etwa 6 g Biomasse enthalt, sind in der Biomasse in einer Kultur rund 1,2 mg
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Norharman enthalten. Da dieser Wert nur 0,00015 mg Norharman mi™ entsprechen wiirde,

wird deutlich, dal’ auch hier die kpvon 0,228 mg mit nicht annahernd erreicht wird.

Auch der Gesamtnorharmangehalt, der sich aus der Addition der Norharmangehalte aus der
Biomasse und des Nahrlésungsextrakt ergab und fur die 8 Liter-KulturNedolaria
harveyana 0,01115 mg mt betrug, liegt weit unterhalb der kpvon 0,228 mg nit.

Damit kénnte man mdoglicherweise Kulturen Wgodularia harveyana als Futterquelle bei der
Zichtung von Zooplankton trotz des enthaltenen Norharmans einsetzen. Trotzdem ware aber
auf jeden Fall vor einer solchen Verwendung eine Vertraglichkeitsstudie notwendig.

Fur die Gewinnung von Pigmenten, vor allem der Carotinoide, und von Fettsauren spielt der
Norharmangehalt der Kultur keine Rolle, da diese aus der Biomasse isoliert werden und das
Norharman aufgrund der spezifischen Isolierungsgénge nicht erfal3t wird. Insofern k&me
Nodularia harveyana auch fiur die Gewinnung von Phycobiliproteinen, insbesondere des
Farbstoffs Phycocyanins in Frage.

Der Einsatz der Biomasse als Nahrungserganzungsmittel muf3te allerdings aufgrund des
Norharmangehalts eine genauere Uberprifung der Wirkung beziehungsweise
Unbedenklichkeit auf den menschlichem Organismus voraussetzen.

Die Kultur vonSpirulina laxissima wies auch einige fur die Masssenkultivierung interessante
Merkmale auf. So besal} sie einen relativ hdhw&@arotin Gehalt und enthielt zusatzlich das
Xanthophyll Zeaxanthin, welches in den anderen untersuchten Cyanobakterien nicht oder nur
in Spuren vorkam. Der Anteil am-Linolensaure war mit 17,1% im Vergleich zu dem
Linolensaureanteil der anderen untersuchten Cyanobakterien recht hoch. Aus dieser
Beobachtung laf3t sich eine taxonomische Einordnung vornehmen. In den frihen 30er Jahren
dieses Jahrhunderts wurden die beiden Ar#rthrospira und Spirulina zu einer
gemeinsamen taxonomischen Spezies narBpmslina vereinigt. Diese Art gehért zu den
fadigen Cyanobakterien und zeichnet sich morphologisch durch ihre spiralformige Gestalt
sowie durch das Fehlen von Heterocysten aus. Seit Anfang der 90er Jahre unterscheidet man
nun wieder zwischeBpirulina- und Arthrospira-Arten. Diese Unterscheidung wird vor allem
anhand ihrer unterschiedlichen Gehalte an Guanin und Cytosin in der DNA und der Analyse
ihrer ribosomalen RNA vorgenommen y@&lIeLmi et al.,1993). Eine einfachere
Unterscheidungsmaoglichkeit aufgrund der unterschiedlichen Fettsauremuster der beiden Arten
wurde bereits 1991 vondBEN & V OsSHAK vorgestellt, und spater von mehreren Autoren
bestétigt (RscAuD,1993, RAGOS et al.,1999; MIHLING et al.,1999; ROMANO et a.,1999).

Arthrospira-Arten wie Arthrospira platensis, Arthrospira maxima und Arthrospira fusiformis
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(die Bezeichnung Spirulina ist aber fur diese Arten nach wie vor sehr gangig) enthalten in
groRerer Menge-Linolensaure, zum Teil neben Anteilen arLinolensaure, und werden
deshalb viel als Nahrungerganzungsmittel kultiviert und eingesetzt.Sbrelina-Arten
dagegen enthalten nux-Linolensaure. Aul3erdem weisen sie einen hoheren Gehalt an
Palmitoleinsédure (>5% des Gesamtfettsauregehaltshréisospira-Arten auf und besitzen
Myristinsaure, die irArthrospira-Arten oft fehlt. Aufgrund der hier erhaltenen Fettsaurewerte
(siehe Tabelle 6.1.4) fiBpirulina laxissima gehort diese also wahrscheinlich taxonomisch zu
denSpirulina-Arten.

Auffallend waren die geringen Gehalte von Substraten in der Biomass€hvoacoccus
minutus, was sowohl die Fettsauren, die Carotinoide und Chlorophylle als auch die Proteine
betraf. Dieses konnte durch das WachstumsverhaltenChooococcus minutus verursacht
worden sein: DaChroococcus minutus ein Einzeller ist, bildete er keine Aggregate,
sedimentierte aber leicht und haftete dann am Gefal3boden, was sich nachteilig auf die
Biomasseproduktion auswirkte. Sicher bedeutet eine geringe Biomasseproduktion nicht
automatisch einen geringen Gehalt an den verschiedenen Inhaltsstoffen, aber durch die
Sedimentation kdnnte die Belichtung der Zellen nicht optimal gewesen sein, was sich
eventuell in den geringen Gehalten dieser Kultur widerspiegelte.

Da der Gehalt der verschiedenen Inhaltsstoffe in der Biomasse abhangig von den
Zuchtungsbedingungen ist . & ZURHEIDE,1979; NeLIS & DE LEENHEER,1991;
BECKER,1988), erscheint es sinnvoll, die Kulturbedingungen jeweils auf den Inhaltsstoff
abzustimmen, der vorrangig gewonnen werden soll. In der Regel sind allerdings wegen der
unterschiedlichen Bedingungen aus einer vorgegebenen Kultur nicht alle Inhaltsstoffe
gleichzeitig in optimaler Ausbeute zu gewinnen. Trotzdem konnte man daran denken,
Mikroalgen-Massenkulturen zur simultanen Gewinnung unterschiedlicher Stoffklassen zu
nutzen, auch wenn dann die Ausbeuten nur suboptimal ausfallen. Dieser Aspekt wird in der

SchluRdiskussion dieser Dissertation noch ausfihrlicher besprochen.
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D ZUSAMMENFASSUNG UND DISKUSSION

Mikroalgen sind in der Lage, wahrend ihres Wachstums Substanzen in ihre Nahrlésung
auszuscheiden. In der vorliegenden Arbeit sollten Methoden entwickelt werden, diese
Metaboliten aus den Nahrldsungen zu extrahieren und aufzutrennen. Weiterhin sollte versucht
werden, eventuelle biologische Aktivititen der aus den Nahrldsungen erhaltenen Extrakte
festzustellen. Schliel3lich sollten erste Versuche unternommen werden, die Struktur von

geeignet erscheinenden Verbindungen aufzuklaren.

Die hier vorgestellte Extraktion der Nahrlésungen mittels Soxhlet-Apparaturen unter
Verwendung eines Adsorberharzes stellt eine praktikable Methode zur Herstellung eines
konzentrierten Nahrlosungsextrakts dar. Die Ausbeute aus einer 8 Liter-Kultur betrug fast vier
Gramm Extrakt, in denen keine der vorher der Nahrlésung zugeflgten Salze mehr enthalten
waren. Diese Methode war ein erster wichtiger Schritt zur Untersuchung der Nahrlésungen, da
diese in grofRen Mengen anfielen und fur weitergehende Untersuchungen wegen der geringen
Konzentration der Metaboliten zunéchst in eine konzentrierte und gut zu handhabende Form
gebracht werden muf3ten. Die Verwendung eines Adsorberharzes stellt eine vielfach
verwendete und bewéhrte Methode dar, Sekundarmetaboliten aus waldrigen Lésungen und
Kulturiiberstanden zu adsorbieren. Die Verwendung von Soxhlet-Apparaturen ist allerdings
eine Neuerung im Gegensatz zu den meist verwendeten offenen Saulest @l.,1998; H

& CobD,1994) und stellte neben einer gewissen Vereinfachung, da sie sowohl fir das Beladen
des Harzes als auch fir die anschlieBende Extraktion mit Losungsmittel verwendet wurden,
auch sicher, dal3 die Nahrlosung erschopfend extrahiert wurde. Allerdings ist es bei dieser
Methode wichtig, das Adsorberharz vor Verwendung gut zu reinigen.

Weiterhin wurde ein dinnschichtchromatographisches Verfahren entwickelt, das es erstmals
erlaubte, die in den Nahrlésungsextrakten enthaltenen Verbindungen aufzutrennen und unter
UV-Licht sichtbar zu machen. Die Dunnschichtchromatographie ist eine bewéahrte und schnell
durchzufihrende Methode, um ohne groRen Aufwand festzustellen, ob und in welchem
Ausmal3 Verbindungen in den betreffenden Extrakten enthalten waren. Damit steht ein
weiteres Mittel neben dem biologischen Screening zur Verfligung, das es ermdoglicht,

abzuschatzen, ob sich weitergehende Untersuchungen des Extrakts lohnen.
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Es stellte sich heraus, daf3 die Anzahl der in den Nahrldsungen enthaltenen Verbindungen von

Mikroalge zu Mikroalge stark variierte und von zwei bis zu neun nachweisbaren Substanzen
reichte. Wie in Kapitel 2.3 des Ergebnisteils besprochen, lieRen die Dunnschicht-

chromatogramme der Extrakte allerdings keine Ruckschlisse auf die taxonomischen
Verwandtschaften der untersuchten Mikroalgen untereinander zu. Selbst eng miteinander
verwandte Arten einer Gattung wiesen ganz verschiedene Komponenten in ihren
Nahrldsungsextrakten auf. Zwar kann man haufig aus Inhaltsstoffen der Biomasse, zum
Beispiel aus dem Vorkommen bestimmter Fettsauren, auf die systematische Einteilung von
Cyanobakterien schlie3en, wie es bei der Einteilungpirulina- (enthaltena-Linolenséure)

und Arthrospira-Arten (enthaltery-Linolensaure) der Fall ist @\Gos et al.,1999; RMANO

et al.,1999). Dieses ist aber bei den Produkten, die der Organismus in die N&ahrldsung

ausscheidet, offensichtlich nicht der Fall.

Die Detektion der in die Nahrldsung ausgeschiedenen Verbindungen mit chemischen
Nachweisreagenzien erbrachte Hinweise auf das Vorkommen eines Alkaloids in der
Nahrlésung vonNodularia harveyana und von phenolischen Substanzen in fast allen
Nahrlosungsextrakten. BereitsoMk (1996) hatte gezeigt, dall es mdglich ist, einzelne
Komponenten von Nahrlésungsextrakten mit Hilfe von Sprihreagenzien auf der DC-Platte zu
detektieren. Diese Methode wurde auch hier eingesetzt und stellte eine Ergédnzung zu dem hier
entwickelten dinnschichtchromatographischen Verfahren dar. Sie kann in den Féllen, in
denen ausreichend grof3e Mengen einer nachweisbaren Verbindung in einem Extrakt enthalten

sind, wichtige Hinweise auf deren chemischen Charakter geben.

Weiterhin wurde zur Auftrennung der Extrakte eine HPLC-Methode entwickelt, die die
dunnschichtchromatographischen Beobachtungen bezuglich der Anzahl der gefundenen
Metaboliten bestatigte. Die Entwicklung einer HPLC-Methode war insofern wichtig, als sie
zum einen empfindlicher als die Dunnschichtchromatographie ist und damit auch geringe
Substanzmengen erfassen kann und zum anderen auch eine Quantifizierung der Inhaltsstoffe
moglich machte.

Mit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten HPLC-Methode waren somit auch quantitative
Aussagen zum Gehalt an Norharman in der N&hrldsung und in der BiomasSeduberia
harveyana mdglich. Es stellte sich heraus, da? das Alkaloid auch in der Biomasse dieses

Organismus vorkam, wobei auf die Biomasse nur ein Viertel bis ein Drittel des
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Gesamtnorharmangehalts der Kultur entfielen. Eine 8 Liter-Kultur von Nodularia harveyana

enthielt je nach Alter der Kultur 2 bis 11 mg Norharman, wovon auf die Biomasse 0,1 bis 4

mg entfielen.

Um weiteren Aufschluf® Gber die Art der Substanzen in den Nahrldsungen zu gewinnen, liel3e
sich die hier vorgestellte HPLC-Methode zu einer Methode, bei der die HPLC mit einem
Massenspektrometer kombiniert wird, weiterentwickeln. Auf diese Weise erhielte man nicht
nur die molekularen Massen der Metaboliten, sondern kdnnte anhand der Bruchstucke auch
Ruckschlisse uUber deren Struktur ziehen. Dafur mufite allerdings ein anderes als das hier
vorgestellte FlielBmittelgemisch verwendet werden. Denkbar wéare zum Beispiel eine
Mischung aus Acetonitril und walriger Essigsaureldésung.

Eine andere Moglichkeit der Anwendung der HPLC waére ihre Verwendung als eine
praparative Methode. So wurden bereits aus der Biomasse von Cyanobakterien auf diese
Weise Fischerellin A und B gewonnena@RE et al.,1997; @oss et al.,1991). Auch hier
kénnte eine solche Anwendung erfolgreich sein, da die Peaks in den Nahrlésungsextrakten

eine gute Basislinientrennung zeigten.

Bei der Untersuchung der Nahrldsungsextrakte auf wachstumsinhibitorische Verbindungen
gegenuber verschiedenen Cyanobakterien wurde ein @or (1996) entwickelter Spriihtest
eingesetzt, der gegenuber anderen Methoden den Vortelil bietet, daf3 die wachstumshemmende
Wirkung durch die vorangegangene dinnschichtchromatographische Auftrennung des
Gesamtextrakts bestimmten Substanzflecken zugeordnet werden konnte. Meistens werden
solche Tests auf Wachstumshemmstoffe gegen Cyanobakterien durch Zugabe der zu testenden
Fraktion zu einer Testorganismus-Kultur durchgefihrt, deren Wachstumskontrolle entweder
Uber Messungen des Chlorophyll a-Gehaltsi(8 et al.,1989) oder Uber photometrische
Messungen bei 440 nm ARRIS,1971) erfolgt, wodurch Rickschlisse auf eine
Wachstumshemmung mdglich sind. Eine andere Methode besteht in der Anziichtung des zu
testenden Cyanobakteriums auf Agarnahrbéden, dem anschlieRend der Testorganismus
zugefugt wird, um das Auftreten von Hemmhéfen beobachten zu konoene@eL et al.,

1999). Allen Methoden ist gemeinsam, daf3 sie die Wirkung einer Gesamtfraktion oder einer
Gesamtkultur testen, ohne dal3 das wirksame Agens genau bestimmt werden kann.

Mit der hier eingesetzten Methode wurden in mehreren Extrakten zahlreiche Substanzen mit
algizider Wirkung festgestellt. Unter den untersuchten Extrakten zeigte sich der von

Nodularia harveyana als am starksten wachstumshemmend gegentber allen hier eingesetzten

118



Zusammenfassung und Diskussion

Testorganismen. Diese algizide Wirkung konnte einer Verbindung zugeordnet werden, die

sich nach ihrer Isolierung und Strukturaufklarung mit Hilfe der Massenspektrometrie und
NMR-Spektroskopie als daf-Carbolin Norharman erwies. Weitere deutliche algizide
Wirkungen gingen von den Extrakten v@&hroococcus minutus und Scenedesmus producto-

capitatus aus.

Bisher wurden nur wenige Cyanobakterien auf wachstumshemmende Verbindungen getestet.
SCHLEGEL et al. (1999) fanden bdtischerella-, Calothrix- und Nostoc sp. wachstums-
hemmende Eigenschaften, wobei allerdings nicht alle Stamme eine algizide Wirkung zeigten.
Weitere Arten, die bereits durch Wachstumshemmer aufgefallen waren, wurdeme®en B
(1995) alsNostoc-, Oscillatoria- und Scytonema-Arten beschrieben. Zu den wirksamen
Verbindungen gehtren Cyanobacterin LU-1 sowie Fischerellin A und B. Jedoch sind viele der
beschriebenen Wachstumsinhibitoren erst teilweise strukturell aufgeklart.

Der hier beschriebene Sprihtest konnte weiterhin zu einer Quantifizierung der wachstums-
hemmenden Substanzen ausgebaut werden, indem verschiedene Konzentrationen eines sich
als wachstumsinhibitorisch gezeigten Nahrlosungsextraktes nebeneinander getestet werden,

um so die LI, festlegen zu kdnnen.

Der brine shrimps-Test als ein Standardtest auf cytotoxische Eigenschaften ergab eine
Wirkung der Extrakte vorfpirulina laxissma und von Nodularia harveyana sowie der
Mischkultur ausSpirulina laxissma und von Nodularia harveyana auf Artemienlarven.

Dieser Test gilt auch als erster Hinweis auf bioaktive Substanzen, da nicht nur eine gute
Korrelation zum Mausbioassay bestehti(IRANTA et al.,1991; @MPBELL et al.,1994),
sondern auch zu einigen Tumorzelliniero(S et al.,1993). Beim Screening verschiedener
Biomasse-Extrakte aus Cyanobakterien wurden bereits mit Hilfe des brine shrimps-Test
mehrere bioaktive Stamme entdeckt, wie zum Beisfpilpothrix sp, aus denen spater die
cytotoxische Verbindung Tolytoxin isoliert wurde A(fEH et al.,1995). Nahrlésungen
beziehungsweise N&hrlésungsextrakte von Cyanobakterien wurden unseres Wissens noch
nicht mit diesem Testsystem geprift. Ob die artemientoxische Wirkung des komplexen
Extrakts von Nodularia harveyana ebenfalls, wie sich in dem Spruhtest auf
Wachstumsinhibitoren gegen andere Cyanobakterien herausgestellt hatte, auf Norharman oder

auch auf weitere Substanzen zurlckzufihren war, konnte noch nicht geklart werden.
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Die extern durchgefiihrte Testung auf Cytotoxizitat zeigte eine mallige Aktivitat des Extrakts
von Nodularia spumigena auf Mausefibroblasten- und Humane Leukéamie-Zellinien, wahrend
der Extrakt einer Mischkultur au®pirulina laxissima undNodularia harveyana eine ebenfalls
mafige Wirkung auf HelLa-Zellinien zeigte. Naturgemal kann man bei Extrakten naturlich
keine Rickschlisse auf die tatsachlichen Wirkungen einer aktiven Einzelsubstanz herstellen.
Aber auf der Basis der hier erhaltenen relativ niedrigen Werte erscheint eine weitere
Isolierung einer solchen Substanz nicht sinnvoll zu sein, weil ihre Wirkung zu schwach sein
wirde. Die anderen untersuchten Nahrlésungen waren als schwach bis nicht cytotoxisch
einzustufen.

Der Nahrlésungsextrakt der Mischkultur agsrulina laxissima und Nodularia harveyana,

der immerhin eine gewisse Aktivitat zeigte, fiel auch schon im brine shrimps-Test durch seine
vergleichsweise starke Wirkung auf. Eine Korrelation der brine shrimps-Toxizitdt mit der
Cytotoxizitdt an anderen Zellinien, wie sie in diesem Fall zutrifft, wurde bereits des Ofteren
beschrieben. Getestet wurden unter anderem Extraktd yangbya sp., Nostoc sp. und
Scytonema sp. an Zellinien von Chinesischen HamsterreR@ck et al.,1994; BH &
CopD,1994) und an KB-Zellinien (MoREg,1996). Auf welche Komponente des hier
untersuchten Extrakts der Mischkultur die beschriebene Wirkung zurtickzufiihren war, wurde
noch nicht geklart. Es schien sich aber nicht um Norharman zu handeln, da der Extrakt von

Nodularia harveyana keine Wirkung auf die hier verwendeten Zellinien gezeigt hatte.

Mit dem Indolalkaloid Norharman wurde unseres Wissens erstmaligB3-€arbolin in
Cyanobakterien gefunden. Alkaloide sind in zahlreichen héheren Pflanzen anzutreffen. Sie
sind dagegen in Mikroalgen nur gelegentlich gefunden worden. Bekannt sind neurotoxische
Alkaloide wie zum Beispiel Anatoxine ausnabaena flos-aquae und Aphanizomenon sp.
(CARMICHAEL, 1992 und 1994), Tantazole aBgonema mirabile (CARMELI et al.,1994) und
Lyngbyatoxin A auslLyngbya sp. (MUNDT & TEUSCHER,1988). Alkaloide mit einem
Indolgrundgerist stellen die antiviral wirkenden Indolcarbazole dastoc spaericum
(KNUBEL et al.,1990), die chlorhaltigen Hapalindole, die in Hapal osiphon fontinalis gefunden

wurden (MOORE et al.,1984) und die bromhaltigen Biindole aus Rivularia firma (NORTON &
WELLS,1982) dar.

B-Carboline wurden in marinen Organismen bisher nur selten gefunden. So wurden von

INOUE et al. (1980) Norharman und ein weiteres 3-Carbolin aus dem Dinoflagellaten
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Noctiluca miliaris isoliert, die beide vermutlich an der Biolumineszenz dieser Alge beteiligt

sind.

Die wachstumsinhibitorische Wirkung von Norharman scheint auf einer Verminderung der
Auxinbildung zu beruhen und wird auf eine Enzymhemmung im Stoffwechsel des
Auxinvorlaufers L-Tryptophan zuriickgefuhrt. Auxine sind fur das Streckenwachstum von
Sprossen verantwortlich, so dal? man auf eine indirekte wachstumsinhibitorische Wirkung von
Norharman bei hoheren Pflanzen schlie3en kamR(eNSs & FRANKENBERG,1993).

Aufgrund seiner co-carcinogenen Wirkung in Gegenwart von aromatischen Aminen ist eine
pharmazeutische Anwendung von Norharman nicht empfehlenswert. Moglich ware allerdings

ein Einsatz als nattrliches Algizid alternativ zur Verwendung von Kupfersulfat.

Die Vermutung, dalNodularia harveyana in Gegenwart eines Konkurrenzorganismus
vermehrt das Algizid Norharman produziert und in die Nahrlésung ausscheidet, liel3 sich
durch die Analyse von Mischkulturen ngpirulina laxissima nur bedingt bestéatigen. Es war

nur eine geringe Erhéhung des Norharmangehaltes in der Nahrlésung der Mischkultur im
Vergleich zu der Nahrlésung der Reinkultur feststellbar. Allerdings wurde deutlich, dal’ der
Norharman-gehalt mit dem Alter der Kultur anstieg. Auch lag er in der N&ahrldsung im
Vergleich zur Biomasse um rund zwei Drittel héher. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, daf3
die Substanz zwar in der Biomasse synthetisiert wurde, dann aber aktiv in das Kulturmedium

ausgeschieden wurde.

Es fallt auf, daf3 Alkaloide in Cyanobakterien bisher nur in den fadigen Formen (Unterklasse
Hormogoneae) nachgewiesen werden konnten. Die oben erwéhnten alkaloidfiihrenden
Cyanobakterierhyngbya sp. gehdren zu den Oscillatorialégabaena- und Aphanizomenon

sp. sowieRivularia sp. undScytonema sp. zu den Nostocales ukthpal osiphon sp. zu den
Stigonematales (siehe auch Tabelle 2.3.1 in Kapitel 2 des Ergebnisteils) Naddlaria
harveyana mit dem Alkaloid Norharman pafdt in dieses Schema, weil diese Mikroalge
ebenfalls zu den fadigen Hormogoneae gehdort und hier unter die Ordnung der Nostocales féllt.
Uberhaupt scheinen auch andere bioaktive Substanzen aus Cyanobakterien vorwiegend in
dieser Unterklasse vorhanden zu sein. Die Beobachtungen von wachstumshemmenden
Substanzen inFischerella sp. (Stigonematales) fBss et al.,1991), Calothrix sp.
(Nostocales) (8HLEGEL et al.,1999) undscillatoria sp. (Oscillatoriales) (BcHI,1995) sind
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hierfir ein Beleg. Eine Ausnahme bildet allerdings das hepatotoxische Microcystin aus

Microcystis sp., welche zu den Chroococcales gehort.

Fur eine Produktion der Nahrlésungsmetaboliten im gré3eren Maf3stab wirden sich vor allem
solche Mikroalgen anbieten, deren Biomasse ebenfalls wirtschaftlich genutzt werden kann.
Aus diesem Grund wurden die Biomassen einiger der hier untersuchten Cyanobakterien, deren
Nahrlosungen Hinweise auf interessante und nutzbare biologische Aktivitdten zeigten, auf
weitere pharmazeutisch verwendbare Inhaltsstoffe analysiert. Es zeigte sich, dafl3 die Biomasse
von Nodularia harveyana vor allem wegen ihres hohen Gehalts an der ungesattigten Fettsaure
Linolsaure und aufgrund ihres hohen Proteingehalts fir eine Nutzung im GroBmalfistab in
Frage kommen konnte. So wére der Einsatz als Futterquelle bei der Zichtung von
Zooplankton denkbar. Als vorteilhaft erwiese sich bei dieser Anwendung auch die Fahigkeit
von Nodularia harveyana, Luftstickstoff zu fixieren, weil damit die Zugabe von Nitrat zur
Kultur Uberflissig ware. Aber auch zur Gewinnung von PigmentenMgihd aria harveyana
geeignet. lhre Biomasse hatte im Vergleich zu den anderen untersuchten Cyanobakterien
einen hohen Phycobili-proteingehalt, insbesondere an Phycocyanin, welches als blauer
Farbstoff verwendet werden koénnte. Um Carotinoide und hier insbesofd@aeotin zu
gewinnen, kdmen nebétodularia harveyana auch die Kulturen vo&pirulina laxissima und

die Mischkultur ausNodularia harveyana und Spirulina laxissima in Frage, da alle drei einen

etwa gleich hohef-Carotin-Gehalt aufwiesen. Auch der Gehalt an Chlorophyll a war in der

Biomasse vomodularia harveyana am hoéchsten.

Zwar ware es sinnvoll, die Zichtungsbedingungen auf den jeweils zu gewinnenden
Hauptinhaltsstoff abzustimmen. Bei den hier durchgefihrten Untersuchungen wurde aber
deutlich, daf’ es durchaus mdglich ist, mehrere Stoffklassen nebeneinander aus einer Kultur zu
gewinnen. So lieferten hier die Kulturen vdiodularia harveyana und Spirulina laxissima

gute Ausbeuten an Pigmenten, Proteinen und Fettsauren. So ware unter Umstanden folgendes
Modell denkbar: Eine Massenkultur vaovodularia harveyana, die eventuell unter CO
Verbrauch (Paetow & Pohl,1999) und ohne Stickstoffzugabe zur Nahrldsung kultiviert wirde,
lieferte einerseits Biomasse zur Gewinnung der oben beschriebenen Substanzen oder zur
Verwendung als Nahrung in Aquakulturen und andererseits Nahrlésung zur Gewinnung von

Metaboliten wie zum Beispiel Norharman. AnschlieRend kénnte die extrahierte Biomasse als

122



Zusammenfassung und Diskussion

Schwermetalladsorber zur Reinigung von belasteten Abwassern eingesetzt werden (Fehrmann
& Pohl,1993).

Auf diese Weise konnten die hier durchgefuhrten Studien zu einer vielfaltigeren Nutzung von

Mikroalgen-Massenkulturen beitragen.
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