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Aus dem Institut fiir Meereskunde an der Universitit Kiel

Untersuchungen iiber das Vorkommen antimikrobieller
Substanzen in Meeresalgen®)

Von Hannelore Roos, geb. Korscu

1. Einleitung

Obwohl seit der Entdeckung des Penicillins durch A. Freming 1928 fast sdmtliche
Pflanzengruppen z.T. sehr eingehend (vgl. z. B. FREERKSEN und BONNICKE 1951) hinsicht-
lich ihres Gehaltes an antimikrobiellen Stoffen untersucht worden sind, lassen sich fiir
Meeresalgen nur relativ wenige Angaben in der Literatur finden. Eine ausfithrliche
Studie widmeten PRATT und Mitarbeiter (1951, 1953) dieser Frage, nachdem von SirAnAMA
(1942) tber ein Pigment aus der Braunalge Gystophyllum hakodatense, einer Sargassacee,
berichtet worden war, das Lactobacillus bulgaricus und helveticus im Wachstum hemmte,
wihrend durch Mc CurcHeoN und Mitarbeiter (1949) aus der Laminariale Gymathaera
triplicata ein Extrakt gewonnen wurde, der das Wachstum von Bacillus sublilis
hemmte. PRATT und Mitarbeiter (1951, 1953) fanden bei verschiedenen Meeres-
algen der mittelkalifornischen Kiiste, darunter Rhodomela larix, Ulva linza, Macrocysiis
pyrifera und Pelvetia fastigiala einen étherlgslichen, auf .Staphylococcus aureus, Escherichia
coli und Pseudomonas aeruginosa hemmend wirkenden Stoff. Von den Ather-
extrakten aus etwa 1 g Trockensubstanz wurden bei Verwendung des Platten-
zylindertestes Hemmhofe von 10 bis 20 mm gebildet. PRATT beobachtete, daf3 wihrend
der Wintermonate der Gehalt an Alginsduren hoher, die antimikrobielle Aktivitit
cagegen geringer ist als zu den anderen Jahreszeiten, wobei er aber nicht an einen
kausalen Zusammenhang glaubt. Fiir Rhodomela larix vermutet er als aktive Komponente
eine bromierte Phenolverbindung. Ebenso fand Haas (1950) einen wasserloslichen,
EiweiB3- und Aminosdurereaktion gebenden Hemmstoff in Corallina officinalis, den er
weitgehend reinigen konnte. Ein Trocknungsprozef3 hatte keinen Einflu3 auf die Natur
der Extrakte. SchlieBlich wurden in den Jahresberichten des Institute for Seaweed
Research von CHESTER und STOTT (1953, 1954, 1955) kurze Mitteilungen tiber die
Gewinnung itherléslicher Hemmstoffe insbesondere aus Polysiphonia fastigiala und
Halidrys siliquosa gemacht, wihrend Sarto und SAMESHIMA (1955) berichten, dal3 sie
von acht Algenarten Methylalkoholextrakte herstellten, deren Riickstinde mit Wasser
aufgenommen wurden. Papierchromatographisch lieen sich daraus drei gegen ver-
schiedene Mikroben wirksame Komponenten gewinnen. Besonders wirksame Extrakte
wurden aus Laminaria angustata, Undaria pinnalifida und Rhodomela Larix gewonnen.

Es schien daher lohnend, das Vorkommen antimikrobieller Substanzen in Meeres-
algen auf einer breiteren Grundlage zu untersuchen.

2. Material und Methodik
Die untersuchten Algen wurden in der Kieler Forde gesammelt. Wihrend Rot- und
Braunalgen von Bord des Forschungskutters ,,Stidfall’ bei Tonne B und C (Strander
Bucht), also aulerhalb des Hafens aus verschiedenen Tiefen gedredscht wurden, liegen

1) Die Arbeit ist cine gekiirzte Fassung der Dissertation, die im Institut fir Meereskunde unter
Leitung von Herrn Prof. Dr. C. Horryany durchgefiihrt wurde. Die Verfn. ist Herrn Prof. HorraanN
und Herrn Dozenten Dr. habil. K. H. Meewes vom Bakteriologischen Institut der Bundesforschungs-
anstalt fiir Milchwirtschaft in Kiel, der in bakteriologischen Fragen beratend zur Secite stand, zu
besonderem Dank verpflichtet.

Die Untersuchungen wurden zum Teil mit Mitteln der deutschen Forschungsgemeinschalt
durchgefiihrt.

41



die Fundstellen der Griinalgen, die meist in Flachwassergebieten gesammelt oder von
Dalben und Pfédhlen gekratzt wurden, {iber die gesamte Forde verteilt.

Nach Sauberung der Algen von Epiphyten und sonstigen Verunreinigungen wurden
sie flir die Dauer von 48 Stunden bei Zimmertemperatur auf FlieBpapier locker aus-
gebreitet und getrocknet. Hieran schlof3 sich zur Entfernung des restlichen Wasser-
gehaltes eine halbstiindige Trocknung im Trockenschrank bei 70°C.

Im Mérser wurden die getrockneten Algen mit Quarzsand zu feinstem Pulver ver-
rieben, zur Extraktion mit der 15fachen Menge destillierten Wassers versetzt und
24 Stunden in gutschlieenden Flaschen auf einer Schiittelmaschine extrahiert. Der
Extrakt wurde unter zweimaligem Nachwaschen mit jeweils 4 ml aqua destillata
abzentrifugiert und unter Vakuum an der Wasserstrahlpumpe bei 35—40° C Wasser-
badtemperatur bis zur Trockene verdampft. Der Riickstand aus 1g Algenpulver wurde
mit 2 ml. 0,85%iger Kochsalzlésung aufgenommen, was einer Verdiinnung von ca
1 : 10 entsprach.

Wir verzichteten bei der Extraktion auf salzhaltige Extraktionsmittel wie z. B. NH,SO,-
Losung (Eiweilfdllung, PRATT 1951), da diese, wie wir uns {iberzeugen konnten, nach
der Einengung schon als solche toxisch wirkten, ohne starker wirksame Ausziige zu
ergeben. Auch mit sauren oder basischen Extraktionsmedien wurde keine stirkere
Aktivitat erzielt.

Die Testung der Algenextrakte aufantimikrobielle Aktivitit erfolgte nach der auxano-
graphischen Methode, wie sie FREERKSEN und B&NNICKE (1951) anwandten. Der auxano-
graphische Lochtest dient zur Nachpriifung der Brauchbarkeit bestimmter Nahrstoffe
fiir Mikroorganismen, er wird aber gleichfalls erfolgreich fiir den Nachweis antimikro-
bieller Stoffe verwendet. Hierbei eignet er sich besonders fiur unsterile Pflanzenmazerate
und -extrakte, solange die Bebriitung nicht linger als 24 Stunden dauert (ETTLINGER
1946). Als Nihrbcden wurde der vor der Sterilisation mit 1% Traubenzucker ver-
setzte Standard-Nadhrboden IT der Firma Merck, pH 7,2 verwandt. Jeweils 14 ml des
aul 45° abgekiihlten, 19%igen, mit einer 24 Stunden alten Bakterien-Traubenzucker-
Bouillon-Kultur beschickten Nizhrbedens, wurden in planparallele Petrischalen von
10 cm Durchmesser gegcessen. Als Standard-Testorganismen dienten internationale
Stamme von Stafhylococcus aureus, Bacillus subtilis und Escherichia coli, die das Hygienische
Institut der Universitit Kiel freundlicherweise zur Verfiigung stellte.

Nach Erstarrung des Nédhrbodens und halbstiindiger Trocknung bei g7° wurden mit
einem Korkbohrer Lécher von 1 ecm Durchmesser ausgehoben und mit o,1 ml des
Extraktes beschickt.

Die Ergebnisse wurden nach 20 stiindiger Bebriitung bei 37° abgelesen, d. h. die
gebildeten Hemmzonen gemessen, da die Gréfle des Hemmbhofes ein Mal fiir die Kon-
zentration und antibiotische Wirksamkeit des zu testenden Stoffes darstellt. Um die
Genauigkeit der Methode zu iiberpriifen, wurde jeweils ein Standardtest mit Achro-
mycin angesetzt. Die Kontrollergebnisse schwankten innerhalb der allgmein beobachte-
ten Fehlerbreite von 4 10% (vgl. LEMBKE und FrRATM 1947/48).

Die Bakterienkulturen wurden alle drei bis vier Wochen von dem im Eisschrank
gehaltenen Stamm neu auf den verwendeten Nihrboden tibergeimpft, um dann in
Passagen taglich nach 24 Stunden Bebriitung bei 37° weitergefiihrt zu werden. Nach
der 3. Passage konnen die Keime im Testansatz benutzt werden (vgl. HENNEBERG 1947).

Zur direkten Vorziichtung diente Traubenzuckerbouillon pH 7,2. So war eine mog-
lichst gleichmiflige Zusammensetzung der Population aus jugendlichen und alternden
Zellen, sowie eine Gew6hnung an den Nihrboden gewihrleistet. Die in unserer Arbeit
niher untersuchten Algenextrakte ergaben bei Anwendung dieser Methode durch-
schnittlich Hemmhofe von 15 mm Durchmesser, eine Gréfle, die bei Beriicksichtigung
der Fehlergrenze von -4 10% noch weitgehend Sicherheit bei der Wertung der Aktivi-
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tit gewihrleistet. Kleinere Hemmhoéfe wurden nur dann angefiihrt, wenn die gleichen
Extrakte zu anderer Jahreszeit oder gegen andere Keime solche von mindestens 15 mm
ergaben.

Nach den Untersuchungen von MiLo$Evic und MEEWES (1954) ist jedoch bei der
Beurteilung der kleineren Hemmbhofe Vorsicht geboten. Sie zeigten, daf3 bei Versuchen
mit unsterilem Material die darin enthaltenen Keime schon von sich aus eine Hemm-
hofbildung hervorrufen kénnen, die dann gegebenenfalls eine antibiotische Wirkung
vortduscht oder iiberlagert. Sie konnten die Fehlerquellen durch Methoden ausschalten,
die ganz allgemein die Bildung gréerer Hemmhofe gewihrleisteten.

Wir glaubten von der Anwendung entsprechender Methoden, die auch unsere Hemm-
hofe vergroBert hitten, absehen zu diirfen, da die damit verbundenen Schwierigkeiten
in keinem Verhiltnis zu dem etwa 1o—12%igen Gewinn gestanden hitten, zumal
dieser bei unseren ohnehin nur kleinen Zahlenverhiltnissen kaum ins Gewicht gefallen
wire.

Von der Verwendung des Rohrchentestes wurde abgesehen, da die Extrakte wegen
ihrer Hitzeempfindlichkeit im allgemeinen nicht sterilisiert werden konnten, und die
ihnen naturgemif} anheftenden Keime eine Fehlerquelle bildeten, die bei der innigen
Durchmischung mit dem fliissigen Medium beim Réhrchentest besonders ins Gewicht
fiel. Abgesehen davon entstand bei der Beschickung der Bouillon mit den Rohextrakten
sofort eine starke Triibung, die eine genaue Ablesung auflerordentlich erschwert hiitte.

Um den Lochtest reproduzierbar zu gestalten, mufl auf die Konstanz einiger Fakto-
ren geachtet werden. Nach LemBke und FraHM (1947/48) hingt die Gré3e der Hemm-
zone nicht nur von der Bakterienart und der Wirkstoffkonzentration ab, sondern auch
von Zusammensetzung, Wassergehalt und Schichtdicke des Nihrbodens. Auflerdem
wird sie vom Durchmesser des Loches, der eingesiten Keimzahl und dem physiologi-
schen Zustand der Zellen beeinfluf3t. Sie ist also abhingig von dem antibakteriellen
Effekt, von der Diffusionsgrofe und sekundédr von der Sensibilitit und Wachstumsrate
der Bakterien(ERLANSON 1951).

Im Auxanogramm wurden verschiedene Hemmzonentypen beobachtet, wie sie
OPPERMANN bereits 1951/52 beschrieb. Diese Typen unterscheiden sich in folgenden
Merkmalen:

H,: In der Néhe des Loches mit dem Extrakt wachsen keine Bakterien. Der Rand der

Hemmzone ist nach auflen scharf begrenzt.
ot Wie H;, aber ohne scharfe Begrenzung der Hemmzone, flieBender Ubergang in

den normalen Bewuchs.

H;: Eine diffuse Hemmzone, die nach auflen allmihlich in den normalen Bewuchs

tibergeht.

W: Hemmzone wie H,, scharf begrenzt, daran anschlieBend eine schmale Zone

vermehrten Wachstums (Wallbildung).

Wihrend wir in der Bezeichnung der Hemmzonentypen H; und H,; der Nomen-
klatur OPPERMANN’s folgten (Zahlen ohne Index = H,), wurde bei dem Typ H, auch
die Grof3e der klaren Zone mit angegeben. So bezeichnet z. B. 12/15 H, einen Hemm-
hof mit einer klaren Zone von 12 mm O und einer anschlieBenden diffus bewachsenen
Zone von g mm O, also einen Hof von insgesamt 15 mm © H,,.

3. Der Hemmstoffgehalt der untersuchten Algen
Die auf antimikrobielle Stoffe gepriiften Algen gehéren sowohl den Griin- wie auch
den Braun- und Rotalgen an. In jeder Klasse finden sich mehr oder weniger antimi-
krobiotisch wirksame Vertreter. Die Extrakte, die gewonnen werden konnten, ent-
sprechen allerdings durchaus nicht der heutigen Forderung fiir antibiotisch wirksame
Substanzen: Wirkung bei einer Verdiinnung von 1 : 50000 (OXFORD 1045), versagt
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doch im Auxanogramm die bei den Algenextrakten gefundene Hemmwirkung maximal
schon bei einer Verdimnung von 1 : 50. Es muf3 jedoch darauf hingewiesen werden,
daf3 vorerst noch keinerlei Versuche unternommen wurden, die zu einer Reinigung bzw.
Konzentrierung des wirksamen Faktors hitten fithren kénnen. Man darf mit Recht
annehmen, dal3 die antimikrobiell wirksame Substanz jeweils nur einen geringen Teil
des gewonnenen Extraktes ausmacht. Wiirde sie nur zu 1%, enthalten sein, so ergibe
sich bereits eine Verdinnungsmdéglichkeit von 1
bereits wesentlich niher kdme.

Insgesamt wurden 27 Algenarten aus 15 Familien getestet (Tab. 1). Verwendung
fanden in erster Linie solche Algen, die wihrend eines groflen Teiles des Jahres in aus-
reichender Menge beschafft werden konnten. Soweit es sich um Arten handelt, die das

5000, die der Forderung von Oxrornp

Tabelle 1
‘ | Testorganismen
Gattung und Art Familic © Staphylococcus | Bacillus | Escherichia
} aureus | sublilis coli
|

l Chlorophyceen ‘
Ulva Lactuca Ulvaceae — + 4+ + +
LEnteromorpha compressa ’ — + 4+ +
LEnteromorpha spec. " —_ +++ +
Spongomorpha arcta Cladophoraceae 4+ ! + —
Bryopsis plumosa Bryopsidaceae — ; — —

|

Phacophyccen
Lctocarpus siliculosus Lctocarpaceae + + —
Chaetopteris plumosa Sphacelariaceae — — —
Desmarestia aculeata® Desmavrestiaceae + 4 + 4+ —
Chorda filum Laminariaceae 4+ + —
Laminaria saccharina 5 + + —
Laminaria digitata 5 + + -
Fucus serratus Fucaceae 4+ +W + 4+ 4+W +
Fucus vesiculosus 5 4+ 4 + - —
Rhodophyceen |

Porphyra leucosticta Bangiaceae - — —
Phyllophora Brodiaci Gigartinaceae (+) (+) —
Phyllophora membranifolia ' (+) (+) —
Ahnfeltia plicata " — — —
Cystoclonium purpurascens Rhodophyllidaceae + + —
Delesseria sanguinea Delesseriaceac 4+ + +
Phycodrys rubens i + + —
Polysiphonia nigrescens Rhodomelaceae + + —_
Polysiphonia violacea . + + —
Polysiphonia elongata . + + .
Rhodomela subfusca " 4+ +4++ + +
Ceramium rubrum Ceramiaceae + + + + —
Ceramium diaphanum 5 ++ + 4+ —
Furcellaria fastigiata | Nemastomaceae — — —

+ = Hemmhoéle von 10 bis 14 mm Durchmesser
++ = Hemmhoéfe von 13 bis 17 mm Durchmesser

+ + 4+ = Hemmhofe iiber 17 mm Durchmesser
Eine Klammer um die Kreuze bedeutet, daf3 kein klarer Hof vorlag.

W = Wallbildung

1) Diese Art wurde in der Kieler Buchtsiidlich von Schleimiinde gesammelt,
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ganze Jahr hindurch auftreten, wurden sie in jedem Monat getestet, jedoch ist in Tabelle 1
nur das Maximum der beobachteten antibiotischen Aktivitidt angefiihrt.

Wie ersichtlich, findet sich bei fast allen untersuchten Algen irgendeine anti-
biotische Wirksamkeit. Unter diesen ist bei elf Arten die Aktivitdt mit Sicherheit nach-
weisbar, da die Hemmhoéfe ihrer Extrakte meist 15 mm @ und mehr betragen. Lediglich
finf der gepriiften Algen: Bryopsis plumosa, Porphyra leucosticta, Chaetopteris plumosa, Ahn-
Seltia plicata und Furcellaria fastigiata zeigten keinerlei Hemmwirkung. Bryopsis, Chaetopleris
und Porphyra wurden jedoch nicht laufend tiberpriift, so daf} es offen bleiben muf3, ob
sie nicht zu bestimmten Zeiten doch Hemmstoffe bilden. Die Extrakte der iibrigen
elf Arten bilden nur Hemmhoéfe von 11—13 mm . Wenn auch die Wirksamkeit ver-
schiedener Formen, wie z. B. von Laminaria saccharina, Polysiphonia nigrescens und Phycodrys
rubens als sicher angesehen werden kann, so miissen wir doch mit Riicksicht auf die
oben angefiihrten Bemerkungen zur Methodik (vgl. S. 43) der positiven Bewertung ein
geringeres Gewicht beilegen.

Es konnen drei Wirkungsspektren voneinander getrennt werden:

1) Wirkung gegen alle drei Testorganismen:

Fucus serratus, Delesseria sanguinea und Rhodomela subfusca.

2) Wirkung gegen Bacillus subtilis und Escherichia coli:

Ulva Lactuca, Enteromorpha compressa, und Enteromorpha spec.

3) Wirkung gegen Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus:

alle anderen untersuchten wirksamen Algen.

Bemerkenswert ist ferner, dal3 die selektive Hemmwirkung auf einzelne Bakterien in
keiner Weise mit der tibergeordneten Klasseneinteilung in Chloro-, Rhodo- und Phaeophy-
ceen in Zusammenhang steht. Finden wir doch in allen drei Klassen inaktive Vertreter
und unter den wirksamen Formen einer Klasse wiederum erhebliche Differenzen beziig-
lich Wirkungsspektrum und Wirkungsgréfle. Das wird besonders deutlich bei den
Chlorophyceen. Eine gewisse Ubereinstimmung in Aktivitit und Spektrum zeigt sich
jedoch in den Familien. So haben z. B. die untersuchten Ulvaceen das gleiche Wirkungs-
spektrum, und es findet sich mit Ausnahme der Gigartinaceae — unter denen aber Phyllo-
phora nur eine sehr schwache und daher vielleicht fragliche Wirksamkeit aufweist —
in keiner der untersuchten Familien mit antibiotisch aktiven Arten ein inaktiver Ver-
treter. Zur endgiiltigen Klarung dieser Frage bedarf es allerdings weiterer Untersuchun-
gen einer erheblich gréf8eren Anzahl von Arten der einzelnen Familien, wie sie aber
unter den in der Kieler Forde vorkommenden Algen nicht zu finden sind.

Tabelle 2
| . L
Staphylococcus | Bacillus Lscherichia
awreus ‘ subtilis coli
Delesseria sanguinea
ganze Pllanze . . . . 14,5 14 e
Stiel . . . .. ... 14,5 14 —
Blatt. . . . . . .. 14,5 | 14 —
|
Fucus serratus |
Spitze . . . . . . . 21,5 19,5 —
Mittelteil . . . . . . 21 | 19,5 e
Mittelrippe . . . . . 21,5 19,5 —
FuB . 0 000 21 | 20 —
Laminaria saccharina \
Spitze e 11 13 —
Basalteil (Wuchszone) 11 13 e
Haftorgan . . . . . 11 13 —
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Obwohl wir bei einigen der untersuchten Algen morphologisch sehr scharf differen-
zierte Organe oder in der physiologischen Aktivitit sich sehr deutlich voneinander
unterscheidende Thalluszonen finden, lieB sich, wie die in Tab. 2 zusammengestellten
Versuche zeigen, eine Lokalisation des antimikrobiellen Stoffes in bestimmten Teilen
der Thalli nicht feststellen.

Einen deutlichen Unterschied in der antibakteriellen Aktivitidt erkennt man dagegen
zwischen den Extrakten aus stcrilen und fertilen Thallusspitzen von Fucus serratus, wie
das aus den in Tab. 3 zusammengestellten Bestimmungen hervorgeht.

Tabelle 3
] - Staphylococcus aureus “ Escherichia coli Bacillus subtilis
Y ¥e E— - _— - — S —— T U —————— —
Monat S : — : ‘ : .
i osteril | fertil steril fertil steril fertil
| i [ [
Dezember . . . . . . . . . e | b — ; < —_— %
Januar — 14 — ! 13 f — 1
Februar boo— 4o = 13 1 — I8
Mirz ‘ 14 | 4 17,5 | 13 ‘ I8 12
April ‘ 14 ‘ 12 ! 18 ‘ 12 1 —
Mai . | 14 12 ‘ 18 i 12,5 | 11,5 —
Junio oo 18 | — | 19,5 | — ‘ 12 —
Juli . oo 0o | 20 ; X : 19 | X ! It X

Zu Beginn der Fruktifikationsperiode Januar/Februar bis Mai/Juni tritt ein allgemeiner
Aktivitdtsverlust, insbesondere der sterilen Spitzen auf, wihrend die fertilen weiterhin,
wenn auch geringere Aktivitiat behalten. Ist die Hauptperiode der Fruktifikation vortiber,
steigt die Wirksambkeit in den sterilen Teilen wieder an.

Die Annahme, dal3 es sich somit bei dem antimikrobiotisch wirksamen Faktor um
einen Stofl handelt, der z.Zt. besonderer Anforderungen an die Pflanze, wie z.B. in der
Fruchtungsperiode abgebaut wird, erscheint méglich. Doch ist auch denkbar, da@3 er
wihrend dieser Zeit tiberhaupt nicht gebildet wird oder aber nur in den sterilen Teilen
nicht nachweisbar ist, sei es, daf3 die Konzentration fiir eine Hemmung nicht ausreicht,
sei es, dal3 er in einer inaktiven Form vorliegt.

Untersucht man auch wihrend der {ibrigen Monate des Jahres sterileThallusstiicke
von Fucus serratus, so zeigt sich ganz eindeutig in den Sommer- und Herbstmonaten eine
sehr viel hehere antimikrobielle Wirksamkeit gegeniiber Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis und Escherichia coli als in den Winter- und Frithjahrsmonaten zur Zeit der Frukti-
fikation. Es miissen dabei Beginn und Ende der einzelnen Perioden nicht in jedem Jahr
im gleichen Monat liegen. So geht aus Tafel 14, Abb. 1, die diese Verhiltnisse! fiir Fucus
serratus darstellt, ganz klar hervor, daf3 das Winterminimum im Winter 1953/54 schon
im Januar/Februar ausgeprigt war, wihrend es im Jahr darauf erst im Februar deut-
lich erfaBbar ist.

In gleicher Weise wurden auch bei Laminaria saccharina, Phyllophora Brodiaei, Ahnfeltia
plicala, Delesseria sanguinea, Polysiphonia nigrescens, Rhodomela subfusca, Ceramium rubrum und
Furcellaria fastigiata die antimikrobielle Wirksamkeit wéhrend eines ganzen Jahres unter-
sucht. Dabei ergab sich, dal3 die Extrakte aus Ahnfeltia und Furcellaria das ganze Jahr

1) Von der Wiedergabe der Befunde mit Escherichia coli wird im folgenden meist abgesehen, da
die Hemmbhafe bei diesem Testorganismus meist nur mit 11, nur gelegentlich 12 mm gemessen wurden.

Legenden zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 14)
Abb.1: Monatliche Wirksamkeit von Fucus serratus-Extrakten gegen Bacillus subtilis und Staphylococcus
aureus.
Abb. 2: Monatliche Wirksamkeit von Rhodomela subfusca-Extrakten gegen Bacillus subtilis und Staphylo-
coccus anreus.

46



Hemmhofdurchmesser in mm

21

20

19

18

7

16

5

1%

3

2

n

10

e— — —e Bac. subtilis
21}
e————a Slaph. aureus
20+
19
18
17
16
151
141

131

Hemmhofdurchmesser in mm

12+

10 PERS

] 1 I L ! 1 ] 1
I I o vV vhoviLoviL o IX. Xo o xLoXxiLo I L
1954 1955

e— — — —@ Bac. subtilis

e——e Staph.aureus

1 1 I I I i J i I

) 1 1 1 I
X1 X1 L I 1o Iv Vv VI VILVIILIX X XI XII. 1 IL
1953 1954 1955

Tafel 14




mmJ3

250

200

150

100

T

&2 Bac subtilis

o—:»—.-o: Staph.qureus

Ki* K.2= Kontrolle

E Ky
N K2
B La
f— \.
i A e
- . \.
" R e
i %
— \ .
o\
- \‘ .\.
- ] t ] H 2? ! i

L1
30 60 90

120 150 180 210 240 270

Min.

mm?3

300

250

290

150

700

50

Bacillus subtilis
K = Kontrolfe

@

{ 1 1

K
P 01mt
/
/
/
/

—.
~.0

~
~o 02 mi

o, o 03m(

N, 04ml
1 e i

30 60 90

120 150 180 210 240 Min.

Tafel 15



iiber unwirksam blieben, wihrend bei Delesseria sanguinea, Laminaria saccharina und viel-
leicht auch Ceramium rubrum — hier fehlen die Aktivitdtsbestimmungen von Extrakten
aus Juli- und Augustpflanzen — in den Spdtsommer- und Herbstmonaten eine stirkere
Wirksamkeit beobachtet wird, als im Winter und Frithjahr. Ein ausgesprochenes Friih-
jahrsmaximum zeigt Polysiphonia nigrescens, allerdings fehlen auch hier Bestimmungen
fir Juni- und Julipflanzen. Diese Alge verhilt sich also dhnlich, wie es von PraTT und
Mitarbeitern (1951) fir die von ihnen untersuchten Meeresalgen der Kalifornischen
Kiste bezeichnet wird. Rhodomela subfusca weist ein charakteristisches Minimum ihrer
Wirksamkeit im Mai—]Juni auf, widhrend das Maximum ihrer Aktivitit im Winter liegt
(Tafel 14, Abb. 2). Dal} dabei in den einzelnen Jahren, so wie wir das schon fir Fucus
erwdhnten, gewisse Verschiebungen und Schwankungen im Jahreszyklus auftreten
koénnen, ist ohne Schwierigkeit aus 6kologischen Gegebenheiten verstdndlich.

Ein Einfluf3 des Lichtes auf die Ausbildung des wirksamen Stoffes lieB sich bei Fucus
serratus, Delesseria sanguinea und Rhodomela subfusca weder in Laboratoriumsversuchen
noch dadurch nachweisen, dal3 Exemplare einer Art aus verschiedenen Tiefen (6—15 m)
untersucht wurden. Ebenso blieb in Versuchen, in denen Fucus serratus mehrere Wochen
lang verschieden salzhaltigen Seewasserldsungen (2 bis 30°/,,) ausgesetzt wurde, der anti-
mikrobielle Wirkstoffgehalt vollig unbeeinfluf3t.

4. Die Wirkung der antimikrobiellen Stoffe
a) Wirkungsspektren

Um eine Ubersicht iiber das Wirkungsspektrum der Algenextrakte zu erhalten, wurde
eine groflere Anzahl gramnegativer und -positiver Bakterien auxanographisch untersucht.
Daneben wurden insgesamt 23 Stimme von Staphylococcus auwreus gepriift, um festzustellen,
inwieweit sich die Toxizitidt gegeniiber einem, vielleicht besonders empfindlichen Stamm,
verallgemeinern 148t. Die Stimme stammen z.T. von infektidsem Material. Sie wurden
uns vom Hygienischen Institut der Universitit Kiel und vom Tbc-Forschungs-Institut
Borstel zur Verfiigung gestellt, wofiir wir an dieser Stelle herzlich danken mochten.

Die Versuche, die in Tab. 4 wiedergegeben sind, zeigen, dal3 in erster Linie gram-
positive Keime, einschlieBlich der Sporenbildner von den verwendeten Algenextrakten
gehemmt werden. Gegeniiber den gramnegativen Keimen ergab sich nur in Aus-
nahmefillen eine Wachtumshemmung. Dabei bestitigt sich das auch schon aus Tab. 1
gewonnene Ergebnis, dal3 der Fucus serratus-Extrakt unter den gepriiften Ausziigen der
bei weitem aktivste ist. Das ist um so bemerkenswerter als PraTT und Mitarbeiter
(1951) ihre Fucus-Atherextrakte als inaktiv beschreiben (vgl. dazu S. 54). Ferner wurde
ein Stamm der gegen viele Antibiotika recht widerstandsfahigen Mycobacterien, AMyco-
bacterium phlei, von den Fucus serratus, Rhodomela subfusca- und Enferomorpha-Extrakten
gehemmt.

Da schlieBlich auch eine gréBere Anzahl von Staphylococcus aureus-Stimmen durch die
untersuchten Extrakte relativ gleichmifBig angegriffen wurde, darf man vermuten, dal}
sich die Hemmwirkung der Extrakte nicht nur auf diese Staimme beschrinkt, sondern,
daf} die Art Staphylococcus aureus ganz allgemein betroffen wird.

Zur Erfassung eines eventuellen antimycotischen Stoffes wurde ebenfalls das Ver-

halten einiger Hefen und Schimmelpilze gegen sterile Fucusextrakte gepriift (vg. S. 52).
Diese Versuche fielen jedoch negativ aus.

Legenden zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 15)

Abb. g: Einwirkung von o,4 ml Fucus serratus-Extrakt auf Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus.
Abb. 4: Einwirkung von o,1, 0,2, 0,3 und 0,4 ml Fucus-Extrakt auf Bacillus subtilis.
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Tabelle 4

Extrakte aus

\
Testorganismus | Farbung ) i )
storgani | nach Gram Fucus Delesseria Rhodomela LEnteromerpha
{ serratus sanguinca subfusca spec.
Escherichia coli . — — — —
Escherichia coli . — - — e
Escherichia coli . — — - — —
Escherichia coli . — 12 — e —
Escherichia coli . . . — — — — —
Bact. pseudodiphtherie — 17 13 14/20 H,
Proleus vulgaris . — — — e —
Vibrio Finckler . — 20 13,5 13,5/20 H, —
Aerobacter aerogenss — — — — —
Pseudoimonas aeruginosa . — 12 — — —
Bacteriwin prodigiosum — — — — —
Mpycobacterium phlei . 17 (Hy) — 13 15 H,
Bacillus subtilis . -+ 14 W /15 H, 11 20 H,
Bacillus subtilis . + 20 W 14 14
Staph. aureus pyog. haem. -+ : 16 14 12
Sarcina spec. -+ 19 13 13/19 H,
Staphylococcus albus + 16,5 12 -
Staphylococcus albus -+ 18 13 20 H,
Sarcina spec. + 14 13 e
Sarcina lutea . + 16 12,5 H, —_
Enterococcen -+ 16 — —
Micrococcus pyogenes . -+ 17 13 12 H, 20 H,
Micrococcus pyogenes . -+ 17 14 11 Hy 20 H,
Streptococcus lactis . + 13,5 - — -
Staphylococcus aureus . -+ 19 W 14 14
Staphylococcus awreus . -+ 16 W 12,5 12,5
Staphylococcus aureus . . + 19 13 14 H,
Staph. auwreus E 14940 . -+ 19 13 13 H,
Staph. aurens E 2195 -+ 17 13 12,5
Staph. auwrens E 2196 + 17 W 12 15 Hy
Staph. aurens E 2106 . + 17 W 13 15 Hy
Staph. aureus E 14586 . -+ 18 13 13 H,
Staph. aureus E 2180 -+ 18 13 17 H,
Staph. aureus E 14361 -+ 18 13 13 H,
Staph. aureus E 2114 + 17 W 13 —
Staph. awreus E 2179 . -+ 17 12,5 13 H,
Staph. awreus E 14720 . + 18 13 12,5 H,
Staph. aureus E 2098 -+ 17 13 11/15 H,
Staph. auwreus E 1477 - 17 13 —
Staph. aureus E 2099 -+ 18 12,5 11/15 Hy
Staph. awreus E 2094 . + 17 13 12/18 H,
Staph. aureus E 14312 . + 17 W 14 17 H,
Staph. aweus E 14791 - 17 12,5 12 Hy
Staph. aweus E 21775 . -+ 16,5 13 12
Staph. aureus E 14765 . 4+ 17 12 12
Staph. aureus E 14834 . - : 20 12 15/21 H,
Staph. aureus E 14383 . - 18 13 17 Hy

Legenden zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 16)

AbDb. 5: Einwirkung von 0,3 ml Fucus-Extrakt auf Becillus subtilis nach Go, ¢o, 120 und 150 Min.
unbeeinfluBBten Wachstums.

AbDb. 6: Einwirkurg von 0,3 ml Fucus-Extrakt auf Staphylococcus aureus nach 60, go und 120 Min.
unbeemflullten Wachstums.
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b) Wirkungsweise

Wenn auch die auxanographische Methode Auskunft gibt iiber die Wirksamkeit
eines gepriften Stoffes, so geht doch aus ihr nichts tiber die Wirkungsweise hervor.
Eine Schidigung kann durch Hemmung des Baustoffwechsels oder des Betriebsstoff-
wechsels, durch ,,Bakteriostase‘* oder ,,Baktericidie‘ hervorgerufen werden. In beiden
Fillen ergibt das Auxanogramm einen klaren Hof. Die Begriffe ,,Baktericidie’* und
,;Bakteriostase’ wurden bisher noch nicht eindeutig geklidrt. Wir verwenden sie in die
Arbeit im Sinne von Hirsc und Brocu und setzen sie daher immer in Anfithrungs-
zeichen. Die genannten Autoren definieren folgendermaflen: Der Wirkungscharakter
von Hemmstoffen 148t sich durch Atmungsversuche ermitteln, Dabei kennzeichnet die
Verringerung des Sauerstoffverbrauches in der Zeiteinheit bei ruhenden (Brocu 1946)
und wachsenden Bakterien (HirscH 1946) eine Baktericidie, die Abnahine der Atmungs-
steigerung wachsender Keime (HirscH 1946) eine Bakteriostase. Man nimmt dabei an,
dal3 der ,,Bakteriostase’ eine Vermehrungshemmung zugrunde liegt, wihrend bei der
,;Baktericidie die Keime abgetttet werden. Es mul3 aber stets daran gedacht werden,
daB es zwischen beiden Einwirkungsarten Uberginge gibt (Price 1950) und daB3 neben
der Konzentration des Heminstoffes die Einwirkungszeit und -temperatur, die Bak-
terienmenge und der physiologische Zustand der Keime eine Rolle spielt.

In unseren Versuchen erfolgte die Atmungsmessung nach der von WARBURG ange-
gebenen Methode in Luftatmosphire. Als VersuchsgefdBe wurden solche mit am Boden
eingeschloffenen Trog und angeschliffenen, drehbaren und abnehmbaren, birnenformi-
gen Ansatz verwendet. Die GefiaBe wurden unter Beachtung der Sterilitdt mit jeweils
drei ml einer bei g%° {iber 24 Stunden in Traubenzuckerbouillon vorgeziichteten,
zwanzigfach verdiinnten Keimsuspension, sowie zur Absorption des sich bildenden CO,
mit 0,2 ml g09;iger NaOH beschickt. In die Ansitze wurde die jeweils gewiinschte
Extrakimenge gegeben, die um ein Hingenbleiben an der Wandung zu vermeiden mit
aqua dest. auf zwei ml verdiinnt wurde. Auf diese Weise gelang es, den Extrakt praktisch
quantitativ in den Versuchsansatz iiberzuspiilen.

Die erste Ablesung erfolgte nach g0 Minuten (Temperaturausgleich), die weiteren
dann hei geschlossenen Manometern alle 30 Min. Die Extrakte wurden im allgemeinen
nach go oder 120 Minuten, am Anfang der logarithinischen Wachstumsphase, bei
annihernd gleichen Atmungswerten zugegeben. Untersucht wurden Extrakte aus Fucus
serratus und  Delesseria sanguinea in ihrer Wirkung auf Bacillus subtilis und Staphylococcus
aureus.

Wir betrachten zunichst die Wirkung des Fucus-Extraktes. In Abb. g (Tafel 15) ist
ein Versuch dargestellt, in dem ganz allgemein die Einwirkung von 0,4 ml Fucus-
Extrakt auf beide Testorganismen gepriift wurde. Die Zugabe erfolgte nach zwei Stunden
Wuchsdauer. Man sieht, dafl der O,-Verbrauch sowohl von Staphylococcus aureus wie
von Bacillus subtilis anfangs gehemmt, im weiteren Verlauf der Hemmstoffeinwirkung
jedoch in zunehmendem Mafle herabgesetzt wird, bis keine Atmung mehr stattfindet.
Ob dabei tatsdchlich eine Abtétung der Keime eintritt, konnte allein durch Ansetzen
von Subkulturen bestimmt werden. Versuche dieser Art wurden jedoch nicht unter-
nommen. Es eriibrigt sich daher auch eine Deutung der beobachteten ,,Latenzphase*,
wie sie von HAun (1953) versucht wurde.

Verfolgen wir die Einwirkung verschiedener Konzentrationen des Fucusextraktes auf
Bacillus subtilis, wie sie in Abb. 4 (Tafel 15) wiedergegeben wird, so sieht man, daf3 bei

Legenden zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 17)
Abb. 7: Einwirkung von 1,0, 1,5 und 2,0 ml Delesseria-Extrakt aufl Bacillus subtilis.

Abb. 8: Einwirkung von 1,5 ml Delesseria-Extrakt aul Bacillus subtilis nach 30, Go, go und 120 Min.
unbecinflu3ten Wachstums.
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Zusatz von 0,3 und 0,4 ml eine Herabsetzung des Sauerstoffverbrauchs sofort nach
der Zugabe eintritt. Auch 0,2 ml Fucusextrakt wirken noch deutlich ,,baktericid®‘, wenn
auch erst nach einer groBeren Latenzzeit. Die Grenzkonzentration diirfte etwa bei
o,1ml liegen, die ungefdhr einer Verdiinnung von 1 : 500 entspricht.

Da fiir die Art der Hemmung die Wachstumsphase der Bakterien und die Keimzahl
eine Rolle spielt, wurde bei der in Abb. 5 (Tafel 16) wiedergegebenen Versuchsreihe
bei Bacillus subtilis der Zeitpunkt der Hemmstoffzugabe variiert. Die Versuche zeigen,
daB 0,3 ml des Fucusextraktes selbst nach 120 Minuten Dauer der Wachstumsphase
noch ,,bactericid*“ wirken, wihrend die Wirkung nach 150 Minuten nur noch als
,,bacteriostat anzusprechen ist. Ganz dhnlich verhilt sich Staghylococcus aureus. Dieser
Testorganismus ist indessen, wie der in Abb. 6 (Tafel 16) wiedergegebene Versuch
zeigt, schon nach 120 Minuten Wachstumszeit in eine relativ resistente Wachstums-
phase eingetreten oder hat eine Keimdichte erreicht, bei der der Hemmstoff nur eine
,,Bakteriostase‘‘ hervorruft.

Analoge Versuche mit Extrakten aus Delesseria sanguinea bestitigen die schon aus
Lochtesten gewonnenen Erfahrungen, daf3 diese nicht anndhernd so stark hemmen wie
die Fucusextrakte. Um eine ausgesprochene ,,Bactericidie‘‘ zu erreichen, missen bereits
nach go Minuten Wachstum etwa 2,0 ml Extrakt (entsprechend einer Verdiinnung
von 1 :25) zugegeben werden, da geringere Mengen nach dieser Zeit nur bakterio-
statisch wirken (Tafel 17, Abb. 7). Verwendet man geringere Mengen des Extraktes
(1,5 ml), setzt sie jedoch schon nach g0 oder 60 Minuten Wachstum hinzu (Abb. 8 u. g
auf Tafel 17 und 18), so wirken auch diese sowohl gegen Bacillus subtilis als auch gegen
Staphylococcus aureus durchaus ,,bactericid‘‘. Bemerkenswert ist dabei, dal3 bei Zusatz von
1,5 ml Extrakt Bacillus subtilis nach 6o Minuten eine zunichst grof3e ,,Latenzphase‘
zeigt, wihrend der kaum eine Abnahme des Sauerstoffverbrauchs gegeniiber der Kon-
trolle festzustellen ist. Dann folgt aber eine starke Hemmphase und anschlie8end ein
Wiederauftreten der Proliferation. Zur Zeit des wiedereinsetzenden Wachstums ist der
Sauerstoffverbrauch annidhernd so groB3, wie er zum Zeitpunkt des Hemmstoffzusatzes
war. Das Ansteigen der Kurve verlduft dann parallel zur Kontrollkurve.

Aus den Versuchen geht also eindeutig hervor, daB3 mit den in Extrakten von Fucus
serratus und  Delesseria sanguinea vorhandenen Hemmstoffen sowohl bei Staphylococcus
aureus, wie auch Bacillus subtilis ,,Bakteriostase’ und ,,Baktericidie’* hervorgerufen
werden kann. Der jeweilige Effekt erweist sich dabei als abhingig von der Konzentration
des zugesetzten Hemmstoffes und vom Zeitpunkt der Hemmstoffzugabe (Keimzahl und
Wachstumsphase). Wir mochten uns daher der Auffassung von Price (1950) anschlieBen,
der die traditionelle Auffassung von ,,Baktericidie’* und ,,Bakteriostase‘* fiir unzweck-
miBig hilt, da mit dem gleichen Stoff in Abhingigkeit von den genannten Faktoren
beide Wirkungen erzielt werden konnen.

5. Untersuchungen zur allgemeinen Charakteristik der Algenhemmstoffe
a) Bedeutung der Temperatur

PraTT und Mitarbeiter (1951) geben an, daB die Algen zur Gewinnung wirksamer
Extrakte sofort nach dem Sammeln eingefroren wurden, wihrend Extrakte, die aus
luftgetrockneten oder bei 80° getrockneten Algen préipariert wurden, sich als vollig
inaktiv erwiesen. Da im Gegensatz dazu unsere Algen sowohl einer Lufttrocknung wie
einer Nachtrocknung bei 70° ausgesetzt waren und mit ihnen trotzdem positive
Ergebnisse erzielt wurden, bedurfte die Diskrepanz dieser Angabeneiner niheren Unter-
suchung.

Legende zu der nebenstehenden Abbiidung (Tafelils)

Abb. g: Einwirkung von 1,5ml Belesseria-Extrakt auf Staphylococcus awreus nach 3o, 60, go, 120 und
150 Mill. unbeeinfluiten Wachstums.
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FolgendermaBen wurde vorgegangen:

a) die Algen wurden sofort nach dem Sammeln ohne vorhergehende Trocknung mit
Sand zerrieben und extrahiert.

b) Die Algen wurden zunéchst 24 Stunden bei Zimmertemperatur getrocknet.

c) 48 stiindige Trocknung bei Zimmertemperatur und Nachtrocknung 30 Min. bei
70 Grad.

d) g0 Min. Trocknung bei 70 Grad.

Die Mengen wurden so gewihlt, dal3 sich die Ergebnisse jeweils auf die gleiche Aus-
gangstrockensubstanz von 1 g beziehen. Untersucht wurden Ulva Lactuca, Fucus serraius,
Rhodomela subfusca und Delesseria sanguinea. Das Ergebnis war bei allen vollig gleich:
trotz der verschiedenen Trocknungsarten war nirgends ein Aktivititsverlust festzustellen.
Wir miissen daher annehmen, dal3 es sich bei den von PRATT untzrsuchten antibiotischen
Stoffen um andere Substanzen handelt, zumal diese sich auch durch ihre Loslichkeit
unterscheiden (vgl. S. 53). Wird die Temperatur auf 8o Grad und mehr erhéht, so wird,
wie Tabelle 5 zeigt, insbesondere bei den untersuchten Rotalgen eine Abnahme der
Hemmwirkung, zum Teil sogar eine vollstindige Inaktivierung festgestellt. Nur der
Hemmstoff von Fucus serratus und in geringerem Mafle auch der von Desmarestia aculeala
erwiesen sich gegeniiber hoheren Temperaturen resistenter. So lassen sich von beiden
auch nach einer halbstiindigen Einwirkung von 130° C noch wirksame Extrakte er-
halten. Staphylococcus aureus wird sogar noch von Ausziigen aus gepulvertem Fucus serralus
gehemmt, der 10 Min. lang einer Temperatur von 200" ausgesetzt war.

Tabelle 5
a) Fucus serratus b) Desmarestic aculeala
c) Rhodomela subfusca d) Delesseria sanguinea

Trockenes Algenpulver

Trockenschrank Staphylococeus aureus Bacillus subtilis
Temperatur Dauer a \ b ‘ c | d a ‘ b c d
| |
45° 30 Min. | 17 13 414 17,5 12,5 13,5 14,5
Ge® 30 Min. 17 13 4 14 17,5 12,5 14 14,5
70 30 Min. 17 13 4|14 17,5 | 13 13,5 | 145
8o® 10 Min. 17 12,5 14 13 17,5 12,5 13,5 14,5
8o® 30 Min. 17 12,5 13,5 12,5 18 12,5 12 4
100° 10 Min. 17 12 13 — 17,5 12 — —
100° 30 Min. 17 12 11 — 17 12 - e
130° 10 Min. 17 12 — — 16,5 12 — —
130° 30 Min. 15 11,5 —- — 15 12 - e
150" 10 Min. 14 11 — — 14 11,5 s —
150" 30 Min. 12 1 e — 14 I1 - —
200* 10 Min. 12 H3 e e — — — | - e
200" 30 Min. — — — — — —_ 7 — —
Kontrolle . . . . . . . . 17 13 14 14 17,5 12 13,5 14,5

Ahnlich, aber intensiver wirkt feuchte Hitze. Wir brachten Extrakte aus Fucus serralus,
Spongomorpha arcla und Delesseria sanguinea in den Dampfilopf und setzten sie Tempera-
turen von 70, 8o und 100 Grad fiir 1, 3, 5 und 10 Min. aus. Die Ergebnisse finden sich
in Tabelle 6.

Wiihrend die Extrakte von Delesseria sanguinea und Spongomorpha arcia bereits bei einer
3 Min. dauernden Erhitzung auf 8o Grad im Dampftopf in ihrer Wirksamkeit. stark
eingeschriankt und nach 5 Min. schon inaktiv werden, bleiben Fucus serratus-Extrakte
in allen Fillen in ihrer Wirksamkeit unbeeinfluflt. Sie sind selbst dann noch antibiotisch
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Tabelle 6

a) Fucus serratus b) Delesseria sanguinea
c) Spongomorpha arcta

Extrakte
Dampftopf ’ Staphylococcus aureus Bacillus subtilis
Tempe “rauwr Dauer | a ‘ b c a b
[

70° 3 Min. i 17 14 18 H 17 14 13

70" 10 Min. ‘ 17 14 18 Hy 16,5 14 13

8o 3 Min. . 17,5 12 15 H, 17 — 12

80" 5 Min. 17 — 12 H, 17 — 11

8o° 10 Min. 17 — — 16,5 — —

100° 1 Min. 17 — — 17 — —
100° 2 Min. 17 — — 16 — —
100° 5 Min. 17 — — 17 — —
100° 10 Min. 17 — — 17 — —
Kontrolle L 17 14 18 Hy 17 14 13

aktiv, wenn sie fiir 20 Min. im Autoklaven bei 1,0 Atii und 120 Grad gehalten wurden,
wie die in Tabelle 7 angefiihrten Versuche zeigen.

Tabelle 7
a) Fucus serratus b) Delesseria sanguinea
c) Rhodomela subfusca d) Spongomorpha arcta
“ Staphylococcus aureus \ Bacillus subtilis \ Escherichia coli
i a ‘ b ‘ c ‘ d a | b ‘ c 1 Vd 7( a l b | e ‘ d
[ i i { |
20 Min. Dampfiopf | 18 | — | — | — | 19 | — ‘ R ‘ S -
20 Min. Autoklav = 18 ‘ — = = 19 | - — | = 1 — | — § —
Kontrolle . . . . . ] 18 | 14 [ 14 [18H, 19 ‘ 14 ' 13 13 11 R

Die Extrakte der iibrigen Algen dieser Versuchsreihe biilten dagegen schon bei
100 Grad im Dampftopf ihre Wirksamkeit ein (vgl. Tab. 5). Man ist also in der Lage,
den Fucus-Extrakt einer allen Sterilitdtsforderungen geniigenden Erhitzung (20 Min.
120°% 1,0 Atil) auszusetzen, ohne daf} er seine Wirksamkeit verliert.

Den angefiihrten Versuchen 148t sich das eine mit Sicherheit entnehmen, dal3 das
wirksame Hemmprinzip bei den untersuchten Griin- und Rotalgen offensichtlich an
einen anderen Stoff gebunden ist als bei Fucus serratus. Die auffallend groB3e Hitzeresistenz
der Extrakte von Fucus serratus und in geringerem Male von Desmarestia aculeata lieBe fast
an eine anorganische Komponente denken, da ja diese mit wenigen Ausnahmen (z.B.
Stickstoffverbindungen, Jod, Brom) weitgehend temperaturunempfindlich sind. Aus dem
gleichen Grund diufte es sich andererseits bei den Hemmstoffen der roten und griinen
Formen mit grofler Wahrscheinlichkeit um relativ leicht durch Wirme zerstorbare
organische Stoffe handeln. Wir werden weiter unten noch einmal auf diese I'rage zu-
riickkommen.

b) Stabilitdt unter verschiedenen Aufbewahrungsbedingungen
Es war weiter von Bedeutung, zu priifen, wie lange das wirksame Prinzip in dem
Untersuchungsmaterial unter verschiedenen Aufbewahrungsbedingungen des Algen-
materials erhalten blieb, da wir beobachten konnten, dal3 bei Griin- und Braunalgen,
die an den Strand gespiilt, lingere Zeit in der Sonne gelegen hatten und véllig aus-
getrocknet waren, die antimikrobielle Aktivitdt nicht mehr vorhanden war.
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Es wurde daher getrocknetes Pulver von Fucus serraius, Delesseria sanguinea und Rhodo-
mela subfusca

a) im Eisschrank (4° C)

b) bei Raumtemperatur und wechselnder Feuchtigkeit

c¢) im Exsiccator (Raumtemperatur aber Feuchtigkeitsabschluf3) aufbewahrt.

Nach !/,, 1, 6 uns 12 Monaten wurde die Aktivitit getestet. Es ergab sich, dal} die
Algen bei 4° C fiir die Dauer eines Jahres voll aktiv blieben. Der Wassergehalt der
Pulver, die in geschlossenen Behiltern auf bewahrt worden waren, betrug nach einjdhriger
Lagerung im Eisschrank bei Fucus serratus noch 2,2%,, bei Delesseria sanguinea 4,5% und
bei Rhodomela subfusca noch 3,4%,. Wassergehalt und Temperaturen lagen also in Be-
reichen, in denen fermentative Prozesse und Vorginge, die zum Abbau des wirksamen
Prinzips hitten fiithren kénnen, praktisch nicht oder nur sehr verzégert ablaufen konnten.
Fucus serratus blieb selbst bel Zimmertemperatur und mittlerer Feuchtigkeit sowie auch
in trockener Luft (Exsiccator) ein Jahr lang aktiv, wihrend Rhiodomela und Delesseria
sich als etwas weniger resistent erwiesen. Zwar hatten sie nach sechs Monaten Lagerung
kaum eine Einbufle ihrer Wirksamkeit erfahren, doch wurden sie im zweiten Halbjahr
vollig inaktiv, gleichgtiltig, ob sie bei Zimmertemperatur im Exsiccator oder in Luft
mittlerer Feuchtigkeit gehalten wurden. Man kann daher vermuten, daf3 fiir den Ak-
tivitdtsverlust in erster Linie die Temperatur und weniger die Feuchtigkeit die aus-
schlaggebende Rolle spielt. Das diirfte auch fiir die am Strand angespiilten und in der
Sonne liangere Zeit getrockneten Algen gelten. Zwar 1408t sich hier auch an eine Strah-
lungseinwirkung der Sonne denken, es erwiesen sich aber Algenextrakte, die drei Wochen
lang hinter Fensterglas dem Sonnenlicht ausgesetzt wurden, noch ebenso aktiv, wie
solche, die mit einer Quarzanalysen-Lampe (Modell Hanau 3,8 Amp. 700 W) bestrahlt
wurden. Der Abstand von der Lichtquelle betrug 15 cm. Jeweils nach 10, 30, 60, 9o
und 120 Min. wurden Proben entnommen und auxanographisch getestet. Doch selbst
eine zweistiindige Bestrahlung blieb wirkungslos. Es handelt sich bei den wirksamen
Stoflen also offenbar um eine Substanz einfacherer Struktur.

c) Loslichkeit

Bei der Gewinnung von antibiotischen Steflen aus Algen wurden von PrATT und
Mitarbeitern (1951, 1953) sowie Stort und CHESTER (1953, 1954, 1955) Ather und
von Krosa (1949) Alkohol als Extraktionsmittel verwendet, wihrend Sarro und SaME-
sHIMA (1955) Methylalkoholextrakte verarbeiteten. Wir priiften deshalb, ob neben den
wasserloslichen Hemmstoffen in den von uns untersuchten Algen auch in organischen
Loésungsmitteln lésliche, wirksame Substanzen vorkommen. Extrahiert wurde mit Ather,
Aceton, Chloroform, Petrolither und Alkohol. Die Versuchsanordnung war dabei
folgende:

1) Wie {iblich getrocknetes und gepulvertes Material von Ulva Lactuca, Fucus serratus,
Rhodomela subfusca und Delesseria sanguinea wurde mit den oben angefiihrten Lo-
sungsmitteln wie bei der wisserigen Extraktion behandelt. Nach dem Abdestil-
lieren wurden die Riickstinde mit dem jeweiligen Losungsmittel aufgenommen
und parallel mit diesem zur Kontrolle im Lochtest gepriift.

2) Die wisserigen Extraktlosungen wurden im Verhiltnis 1: 1 im Schiitteltrichter
mit Ather versetzt und 10 Stunden im Eisschrank unter 6fterem Durchschiitteln
dem AthereinfluB} iiberlassen. AnschlieBend wurde die wisserige Fraktion vom
Atherauszug getrennt, abdestilliert und in iiblicher Weise im Lochtest gepriift.

3) Jeweils 1 g Algenpulver wurde der Atherextraktion im Soxhlet-Extraktor fiir
24 Stunden unterworfen, nach der Destillation der Riickstand mit 2 ccm einer
Alkohol-Phosphatpufler pH 6,8-Losung im Verhiiltnis 10 : go (PRATT 1953) auf-
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genommen und getestet. Die dtherextrahierten Algenpulver wurden anschlieflend
noch einmal mit Wasser ausgezogen.

Wihrend in der ersten Versuchsgruppe lediglich ein Atherextrakt von Rhodomela
subfusca einen schwachen Hemmbhof bildete und alle anderen Extrakte inaktiv waren,
trat in der zweiten Reihe bei keinem der untersuchten Algenextrakte ein Aktivitdts-
verlust auf. Die Befunde der dritten Versuchsgruppe sind in Tab. 8 wiedergegeben.

Tabelle 8

Bacillus Escherichia
sublilis coli

Staphylococcus
Algen aureus

i
{
Fucus serratus |
Atherextrakt . ., ., . — — -
Wasserextrakt . . . . 19

Delesseria sanguinea .
Atherextrakt . . . . —_ — —
Wasserextrakt . . . . 14 15,5 e

Ulva Lactuca
Atherextrakt . . . . — — -
Wasserextrakt . . . . — 17 18 H,

Rhodonela subfusca
Atherextrakt . . . . 21 24 —
Wasserextrakt . . . . 18 19 14

Alkohol-Phosphat-
puflerlésung
als Kontrolle . . . . -— —_ —

Eine #therlosliche, antibiotisch wirksame Substanz lie3 sich also nur bei Rhodomela
subfusca nachweisen. Wir kénnen daher annehmen, dafl in Rhodomela zwei Stoffe vor-
handen sind, die das Bakterienwachstum hemmen. Der dtherlésliche Hemmstoff ist im
Gegensatz zur wasserloslichen Fraktion gegen Escherichia coli unwirksam. Damit finden
wir eine Parallele zu den Untersuchungen von PratT (1953) und CHESTER und STOT
(1953, 1954, 1955).

Im Zusammenhang mit der Frage der Loslichkeit der Hemmstoffe wurde auch die
Moglichkeit einer Abtrennung des in den Extrakten enthaltenen Stoffes durch Ultra-
filtration oder durch Adsorption untersucht. Als Ultrafilter dienten Celluloseacetat-
Ultrafilter der Membranfiltergesellschaft (Géttingen), wihrend die Adsorption mit Tier-
kohle als Adsorbens! versucht wurde. Alle Versuche verliefen jedoch negativ. Da die
Hemmstoffe aber das Ultrafilter passierten, war lediglich gezeigt, dal3 der antibakterielle
Stoff vermutlich in molekularer und nicht in kolloider Losung in den Extrakten vorliegt.

d) Jod-, Brom- und Gerbstoffgehalt der Algen

Die auffallende Hitzeresistenz des bei Fucus nachgewiesenen Hemmstoffes hatte die
Frage aufwerfen lassen, ob es sich dabei vielleicht um relativ einfach gebaute anorganische
Komponenten der Algen handeln kénnte. In erster Linie wurde an Jod —— oder Brom-
verbindungen gedacht. Nachdem aber von KROGER (1953) die Vermutung ausgesprochen
wurde, daf3 bei Farnen Gerbstoffe eine entscheidende Rolle als antimikrobielles Prinzip

I) Eine Durchfithrung chromatographischer Absorptionsanalysen, wie sie kiirzlich von CHESTER
und SToTT (1954, 1955) fiir die Hemmstoffe von Pelvetia canaliculata und Polysiphonia fastigiata an-
gewandt wurde, war aus duBBeren Griinden noch nicht méglich.
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spielen, waren auch diese, in Algen nicht selten vorkommende Verbindungen (vgl.
OLTMANNS, 1923, Bd. 3, sowie Frirscu, 1948 und Smrth, 1951) zu priifen.

Uber den Jodgehalt in Meeresalgen finden sich in der Literatur zahlreiche, allerdings
zum Teil sehr voneinander abweichende Angaben. Wir ermittelten daher bei einigen
der untersuchten Algen nach einer von U. WEBER (1938) fiir Meeresalgen angegebenen
Bestimmungsmethode nach FELLENBERG den Jodgehalt. Die Ergebnisse sind in Tabelle g
wiedergegeben, in die auch die gefundenen Hemmwirkungen gegen Staphylococcus aureus
und Bacillus subtilis aufgenommen wurden.

Tabelle g .
% J-Gehalt Wirksamkeit gegen
Algenpulver in der | .
Trocken- Staphylococcus | Bacillus
substanz aureus | subtilis
Phyllophora Brodiaci . . . 0,286 (+) (-+)
Laminaria saccharina . . . 0,220 -+ +
Ahnfeltia plicata . . . . 0,178 .- —
Chorda filum . . . . . . 0,196 + +
Polysiphonia nigrescens . . 0,084 -+ -+
Fucus serralus . . . . . 0,080 A= - 4 -
Rhodomela subfusca . . . 0,073 + - - + -
Delesseria sanguinea . . . 0,073 + -+ -+
Ectocarpus siliculosus . 0,063 |- -
Furcellaria fastigiala . . . 0,033 — —
Spongomorpha arcta . . . 0,009 + +
Algenextrakte % ‘.]-Geha“
in ml
Laminaria saccharina . . 0,060 +
Fucus serratus . . . . . 0,013 + Ak
Delesseria sanguinea . . . 0,007 -+
Rhodomala subfusca . . . 0,000 -+ -+ -
Furcellaria fastigiata . . . 0,005 — —

Ein Blick auf die Tabelle zeigt sofort, dal3 von einer Parallelitidt zwischen antimikro-
bieller Wirkung und Jodgehalt nicht gesprochen werden kann. Leider wissen wir nichts
Bestimmtes dariiber, ob das Jod in rein anorganischer Form als Jodid oder in
organisch gebundener Form in den Algen sorliegt. Nach KyLiN (1915) und TRoOFIMOW
(1935) dirfte es im Wesentlichen als Jodid vorhanden sein. Priift man nun die Hemm-
wirkung reiner Jodidlosungen, so sieht man aus den Angaben der Tabelle 10, dal
Kaliumjodid, wie jedes Salz in hohen Konzentrationen das Bakterienwachstum hemmt,
aber erst organische Jodverbindungen schon in sehr geringen Mengen bactericid wirken,
wie das z.B. von organischen Schwermetallverbindungen bekannt ist (vgl. Horrmany,
1950), kann jedoch durch diese Versuche nicht ausgeschlossen werden.

Tabelle 10

K] Staphylococcus Bacillus Escherichia coli
Yo J aureus subtilis T If
25 14 18 ‘ — g H,
18 14 16 — -
2 13 14 | — .
6 5 3H, | — _
3 — T - -
, i } : -




Ahnlich diifte es sich mit dem Bromgehalt der Algen verhalten. Aus der umfang-
reichen Zusammenstellung der elementaren Zusammensetzung mariner Organismen
von VINOGRADOV (1953) entnehmen wir folgende Angaben iiber den Bromgehalt einiger
von uns untersuchten Algen.

Tabelle 11
Brin %, Wirksamkeit gegen
1 ., Frische |
Algen?) vem Frisch . Staphylococcus | Bacillus
gewicht ) | e
aureus | subtilis
i
Laminaria digitata . . . . 0,05 + | +
Laminaria saccharina . . . 0,032 + ‘ +
Chorda filtum . . . . . . 0,025 -+ : -+
Fucus serratus . . . . . 0,016 +++ | + -
Fucus vesiculosus . . . . 0,010 + + + +

Auch beim Br-Gehalt der Algen 148t sich keine Beziehung zur antibiotischen Wirk-
samkeit feststellen. Es liegen aber auch iltere, bisher nicht wieder bestdtigte Aschen-
analysen vor, nach denen die Asche von Fucus serratus besonders reich an Br ist. Da
aber nach KvLIN (1929) das Br im wesentlichen in organisch gebundener und wasser-
unlgslicher Form in den Algenthalli vorliegt, diirften in unseren Wasserextrakten diese
Verbindungen keine wesentliche Bedeutung fiir deren Hemmwirkungen zukommen. An-
ders liegt es bei den Atherextrakten aus Rhodomela subfusca. Hier haben schon PraTT und
Mitarbeiter (1953), allerdings fiir eine andere Art, die Vermutung ausgesprochen, dal3
eine Bromphenolverbindung als wirksames antibiotisches Prinzip angenommen werden
kann. Reine KBr-Losungen, die bis zu einer Konzentration von 29, Br getestet wurden,
bewirkten keine Hemmung des Bakterienwachstums.

Um eine mogliche Gerbstoffwirkung zu erkennen, wurden Extrakte von Fucus
serralus, Desmarestia aculeala, Rhodomela subfusca und Delesseria sanguinea nach THiEs und
Surc (1951) auf ihren Gehalt an Gallotanninen und Katechin-Gerbstoffen hin unter-
sucht. Alle Bestimmungen verliefen negativ. Weiter wurde versucht, mit Hilfe der
WojanN’schen Hautadsorptionsmethode (WojanN, 1951) selbst nur in Spuren vor-
liegende Gerbstoffe aus den Extrakten zu entfernen und die letzteren zu testen. Auch
diese Versuche lieBen keinen maligeblichen Anteil von Gerbstoffen an der antimikro-
biellen Wirkung der Algenextrakte erkennen.

6. SchluBbetrachtungen

Ein groBler Teil der tiberpriiften Algen der Kieler Forde enthélt antimikrobiell wirk-
same Substanzen, die vorziiglich wasserloslich sind, nur bei Rhodomela subfusca gelang es,
auch einen &therléslichen Hemmstoff nachzuweisen. Im allgemeinen werden solche, das
Bakterienwachstum hemmende Substanzen als ,,Antibiotika‘* bezeichnet, ohne dal3
dieser Begriff bis heute eindeutig definiert ist. Man folgt meist der Definition
WETTLINGER’s (1946), nach der folgende Merkmale als wesentlich fiw cin ,,Antibioti-
kum** genannt werden:

1. biogene Stoffe, durch lebende Zellen gebildet;
2. organische Verbindungen von einiger Kompliziertheit;
3. Keimgifte, die auch in hoher Verdiinnung Mikroorganismen, insbesondere Krank-
heitserreger abtoten oder in ihrer Lebensfunktion beeintréchtigen.
Fiir die praktische Verwendung der Stoffe tritt noch die weitere Forderung hinzu,
daf sie den Organismus, den sie schiitzen sollen, in keiner Weise schidigen.

1) Die Arten stammen aus der Kola-Bucht,



Fiir die organische Natur der in den Algen gefundenen Hemmstofle spricht die
jahreszeitliche Schwankung der Aktivitdt zum Teil im Zusammenhang mit der Frukti-
fikation. Das kommt besonders bei Fucus serralus aber auch bei Rhodomela subfusca und
Polysiphonia nigrescens zum Ausdruck. Aullerdem erweisen sich die Hemmstofle der Algen
meist als sehr warmeempfindlich. Ahnlich zerstérend wirkt auch lingere Lagerung bei
Zimmertemperatur, wihrend Aufbewahrung im Eisschrank bei 4% C auch nach einem
Jahr ohne Einflul3 bleibt. Eine Ausnahme macht moglicherweise der Hemmstofl' von
Fucus serratus, dessen grofle Hitzebestdndigkeit an eine rein anorganische Verbindung
denken ldBt. Hier konnte lediglich mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dall3 es sich
bei dem wirksamen Prinzip nicht um Kaliumjodid oder Kaliumbromid handeln kann.

Wesentlich fir die Charakteristik eines Antibiotikums ist schlieBlich die Wirksamkeit
in hohen Verdimnungen. Die untersuchten Algenextrakte erfiillen diese Bedingung
kaum. Im Auxanogramm liegt die Grenzkonzentration der hemmenden Substanz von
Fucus serratus bei 1 : 50, die der Rot- und Griinalgen bei 1 : 10 bis 1 : 20. Glinstiger
sind die Verhiltnisse bei Atmungsmessungen in der Warburgapparatur. Hier ist Fucus
serratus-Extrakt noch in einer Verdinnung von 1 : 500, der von Delesseria sanguinea noch
in einer solchen von 1 : 70 wirksam. Es muB3 hier aber nochmals hervorgehoben werden,
daf3 sich diese Angaben nur auf die Rohextrakte beziehen und bisher noch kein Versuch
unternommen wurde, das wirksame Prinzip anzureichern. Es ist zu erwarten, daf} sich
dann sehr viel héhere Wirsamkeiten ergeben und Verdiinnungen erzielen lassen werden,
die der Forderung von OxrorD nach einer Wirksamkeit bei einer Verdimnung von
1 : 50000 sehr viel ndher kommen und sie vielleicht erfiillen diirften.

7. Zusammenfassung

1. Von 27 untersuchten Algenarten der Kieler Forde erweisen sich bei 22 Arten
wissrige Rohextrakte gegen grampositive und gramnegative Keime sowie gegen
Sporenbildner antimikrobiell wirksam. Am stiarksten wird das Wachstum der
Bakterien durch die Extrakte aus Fucus serralus, Rhodomela subfusca und etwas
schwicher aus Delesseria sanguinea gehemmt.

N

In Rhodomela subfusca kann neben dem wasserloslichen Hemmstoff auch noch eine
dtherlosliche wirksame KKomponente nachgewiesen werden.
Konzentrationsunterschiede der Hemmstoffe lieBen sich in verschiedenen Thallus-
zonen bei Delesseria sanguinea, Fucus serratus und Laminaria saccharina nicht nach-
weisen, doch fanden sich bei Fucus serralus, Rhodomela subfusca sowie Polysiphonia
nigrescens jahreszeitliche Schwankungen, die teilweise im Zusammenhang mit der
Fruktifikation stehen.

@

Die Hemmstoffe von Fucus serratus und Delesseria sanguinea wirken in Abhéngigkeit
von Konzentration, Keimzahl und physiologischem Zustand der Keime sowohl
,shakteriostatisch‘‘ wie ,,bactericid‘‘.

o~

Die antimikrobiellen Substanzen der Algen erweisen sich im allgemeinen als
wirmeemplfindlich. Trocknen bei Temperaturen bis 70°C (30 Minuten) schadet
nicht, bei hgheren Temperaturen geht die Wirksamkeit rasch verloren. Nur die
Hemmstoffe aus Fucus serratus und in etwas geringerem MalBe aus Desmarestia
aculeata erweisen sich als relativ wiarmebestindig. Fucus serratus-Extrakt kann ohne
seine Wirksamkeit zu verlieren, im Autoklaven sterilisiert werden.

&

6. Die Hemmstofle sind wahrscheinlich molekular gelést; Ultraviolettbestrahlung
bewirkt keine Inaktivierung.

7. Kaliumjodid, Kaliumbromid und Gerbstofle sind an der antimikrobiellen Wirk-
samkeit der Extrakte nicht beteiligt.
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