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Huminstoffe — totes Material hochst aktiv
Studien Uber lebenswichtige braune Geopolymere

Christian E.W. STEINBERG & RALPH MENZEL
Humboldt-Universitat zu Berlin
Institut fir Biologie, Arbeitsgruppe flir Gewasser- und Stressokologie
Arboretum, SpathstraRe 80/81, 12437 Berlin

Verruckter Wurm als Lehrmeister

Folgende Beobachtung widerspricht den Weisheiten herkdmmlicher Toxikologie- und Okotoxiko-
logie-Lehrblicher: Tiere begeben sich freiwillig in eine stressvolle Umwelt, in der sie dann ge-
zwungen sind, Stoffe aufzunehmen, die sie weder als Nahrstoffe oder Energietrager verwerten
noch sonst in irgendeiner Weise ausnutzen kénnen. Vielmehr kostet es sogar Energie, diese
Stoffe entweder zu verstoffwechseln oder auszuscheiden. Die aufgewendete Energie muss an-
schlieRend durch verstarkte Nahrungsaufnahme nachgeflihrt oder von normalen Prozessen wie
Wachstum oder Vermehrung abgezogen werden. Nach der gangigen Lehrmeinung haben diese
Stoffe somit eine negative bis toxische Wirkung auf die exponierten Tiere.

Glicklicherweise haben diese Tiere unsere Lehrblicher nicht gelesen, sondern zeigen
uns vielmehr die Grenzen bestehender Lehrmeinungen auf. Sie 6ffnen uns die Augen und gelei-
ten uns zu neuen Erkenntnissen, die mdglicherweise spater auch mal Lehrmeinungen werden.
Die Tiere, die sich so seltsam verhielten, sind die kleinen Fadenwirmer, Caenorhabditis elegans,
Bewohner von Komposthaufen, die leicht zu kultivieren sind, einen nur kurzen Generationszyklus
besitzen und deshalb fir viele genetische und molekularbiologische Studien herangezogen wer-
den. Diese pragmatischen Gesichtspunkte waren auch fiir uns ausschlaggebend, hauptsachlich
mit diesen und anderen kurzlebigen Tieren und nicht mit vergleichsweise langlebigen Fischen
detaillierte Untersuchungen Uber die verschiedenen Wirkungen von Huminstoffen durchzufiihren.
Ahnliche Wirkungen wie bei diesem Fadenwurm sind aber auch bei anderen Organismen, insbe-
sondere bei Wassertieren zu erwarten und auch zu finden, die intensiv mit ihrer huminstoffhalti-
gen Umwelt in Kontakt sind — wenn man gezielte Versuche zu diesem Thema anstellt. Schauen
wir uns folglich einige Studien tber Wirkungen von Huminstoffen auf unseren verriickten Wurm
sowie wirbellose Wassertiere an, bevor wir die bisher bekannten Effekte auf Fische zusammen-
fassen.

Doch vor der Wirkung in den Tieren steht die Aufnahme dieser Stoffe. Entgegen einer
alten Lehrmeinung, dass Huminstoffe zu grol3 seien, um von Organismen aufgenommen zu wer-
den, besteht kein Zweifel mehr, dass Huminstoffe tber die Haut und/oder lber das Futter aufge-
nommen werden und so in das Kdorperinnere gelangen. Dieser biologische Befund wird inzwi-
schen auch durch verschiedene umweltchemische Analysen unabhéngig von einander bestétigt,
wonach die Bausteine dieser Stoffe eine Molekilgrof3e besitzen, die durchaus im membran-
gangigen Bereich liegen. Interessant ware jetzt zu verfolgen, wie lange es dauert, bis das alte
Paradigma, Huminstoffe seien nicht membrangangig, aus den einschlagigen Blchern getilgt wird.

Aber nun zu den direkten Wirkungen dieser Stoffe auf oder besser in Tieren: Obwohl der
Fadenwurm (Nematode) C. elegans seit vielen Generationen im Labor in huminstofffreier Umwelt
gezogen wurden und wird, suchten diese Tiere in mehreren unserer Versuche die huminstoffrei-
che Umgebung aktiv auf. Sie wurden von den Huminstoffen regelrecht angelockt, was ebenfalls
durch die Expression von chemosensorischen und olfaktorischen Genen angezeigt wurde. Um
die Anziehung durch Huminstoffe zu testen, wurden alte Larven, die unmittelbar vor dem A-
dultstadium waren, auf Agarplatten gegeben. Die Futterbakterien waren zu Haufen aggregiert
und mit steigenden Konzentrationen eines kommerziellen Huminstoffpraparates getrankt. Nach
anfanglichem Suchen kristallisiert sich am 3. Versuchstag heraus, dass die Wiurmer offenbar
mittlere Konzentrationen (5 bis 20 mg/L DOC, dissolved organic carbon = geldster organischer

Toxikologie wie auch Okotoxikologie erwarten traditionell negative Effekte bei Chemikalienexpositionen und
wenden deshalb bevorzugt solche Konzentrationen an, die potenzielle positive Effekte im Niedrigkonzentra-
tionsbereich Ubersehen. Derartige Effekte wurden lange Zeit als unverantwortliche Scharlatanerien abgetan;
und da Lehrmeinungen eher biologisch aussterben als durch Uberzeugung iiberwunden werden, bekam man
folglich vorgeworfen, man habe Artefakte untersucht, wenn man Aufsatze mit solchen Effekten im Niedrigkon-
zentrationsbereich veréffentlichen wollte.



Kohlenstoffe, die gangige analytische Einheit von Huminstoffen) an Huminstoffen bevorzugen
und dort die meisten Nachkommen bekommen. Insgesamt wurde die Gesamtzahl der Nachkom-
men weder positiv noch negativ beeinflusst. In friiheren Versuchen hatten wir sogar eine hor-
monahnliche Wirkung von Huminstoffen auf den kleinen Fadenwurm festgestellt, in denen zu-
meist eine gesteigert Nachkommenzahl auftrat. Ubrigens war dies diejenige Arbeit, bei der alle
unsere zu Beginn aufgestellten Arbeitshypothesen falsifiziert wurden, die damaligen Doktoranden
folglich und anfénglich als unsauber arbeitend beschimpft wurden, wir spater, als wir veroffentli-
chen wollten, bei den Gutachtern und Herausgebern der wissenschaftlichen Zeitschrift zeitauf-
wandig Vorurteile ausrdumen mussten. Gleichwohl war diese "Negativ"-Studie der Startschuss zu
unserer intensiven Beschaftigung mit Huminstoffe in ihrer physiologischen, biochemischen und
molekularbiologischen Wirkung auf Wassertiere. Aus negativen Beispielen lernt man immer noch
am besten!

Aus vorgegangenen Versuchen mit Fischen, Wasserfléhen und Flohkrebsen wussten wir,

dass Huminstoffe im Wasser in den exponierten Tieren neben der Fremdhormon-Wirkung zu
einer Vielzahl von bekannten Stressreaktionen flhrt, wie Erhéhung der Stressproteinkonzentrati-
onen, Modulierung der Biotransformations- und Antioxidations-Enzyme oder auch Oxidation von
Membranen und Proteinen.
Warum zeigt der Fadenwurm nun dieses seltsame Verhalten? Warum riskiert er, dass seine
Membranen durch den Stress verletzt werden? Dieses Verhalten macht auf den ersten Blick und
auf der Basis des Lehrbuchwissens keinen Sinn. Wenn man jedoch die Tiere in ihrem gesamten
Lebenszyklus anschaut, kommt ein erstaunliches Ergebnis zu Tage: Mit diesem scheinbar wider-
sinnigen Verhalten verlangert der Wurm sein Leben! Inzwischen wissen wir, dass ein milder
chemischer Stress durch niedrige bis mittlere Expositionen an Huminstoffen zu einer deutlichen
Lebensverlangerung fihrt. Und mehr noch: Er wird insgesamt widerstandsfahiger gegen eine
Reihe von Stressoren! Wir kommen auf diesen Nebeneffekt noch zurtick.

Huminstoff ist nicht gleich Huminstoff
Nicht alle Huminstoffqualitaten wirken gleich, wie sicherlich jeder Aquarianer schon leidvoll erfah-
ren hat: Bei der Zugabe irgendwelcher Huminstoffpréaparate in das Aquarienwasser blieb unter
Unstanden der erwiinschte Erfolg aus oder kehrte sich sogar in das Gegenteil um. Auch wir ha-
ben diesen Effekt in mehreren vergleichenden Untersuchungen herausgefunden und anschlie-
Bend versucht, bestimmte Strukturelemente fiir die einzelnen Effekte namhaft zu machen. Hu-
minstoffe lassen sich hinsichtlich ihrer chemischen Struktur nur statistisch beschreiben, da sie ein
von Ort zu Ort und von Jahreszeit zu Jahreszeit veranderbares Stoffgemisch sind. Sie sind — wie
es so schon heildt — Geopolymere und damit chemisch nicht so einfach wie Proteine, Lipide oder
Kohlenhydrate zu charakterisieren.

Um nun Wirkstrukturen in den Huminstoffen zu identifizieren, bieten sich zwei expe-
rimentelle Wege an, die sich gegenseitig nicht ausschliel3en, sondern vielmehr erganzen.

1. Man testet eine grof3e Anzahl von Huminstoffen, deren chemische Bausteine gut charak-
terisiert sind und nimmt anschlieRend eine Regressionsanalyse vor; man stellt eine so
genannte Struktur-Wirkungs-Beziehung auf. Dies ist natirlich sehr arbeits- und zeitauf-
wandig.

2. Man verwendet Einzelkomponenten, die in Huminstoffen vorhanden sind — so genannte
Bausteine, oder man modifiziert vorhandene Huminstoffe gezielt, indem man bestimmte
Bausteine anreichert. Dies kann man dann machen, wenn man bereits durch eigene Ar-
beiten oder aus der Literatur positive Verdachtsmomente auf bestimmte Komponenten
hat.

Wir sind mit unserem Kompostwurm und den Wasserorganismen beide Wege gegangen.
So haben wir — auf der Suche nach alternativen Therapeutika in Aquakultur und Aquaristik — in
einer Studie mit 20 verschiedenen, gut charakterisierten Huminstoffen versucht, das Myzel-
wachstum des parasitdren Wasserpilzes Saprolegnia parasitica zu unterdriicken oder ihn sogar
abzuttten. Abb. 1 zeigt zwei kontrére Ergebnisse mit Stoffen die summarisch identisch als "Hu-
minstoffe” bezeichnet werden:
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Abb. 1: Wachstumsmodulation von Saprolegnia parasitica in Abh&ngigkeit von zwei unterschiedlichen Huminstoffisolate als
DOC: Links: ein so genanntes natural organic matter (NOM, aus einem Brandenburger See durch Umkehrosmose isoliert);
rechts: das kommerzielle HuminFeed®. Schwarze Quadrate: 24h-Exposition; weil3e Kreise: 48h-Exposition (aus STEINBERG et
al. 2007). Einzelheiten Uber HuminFeed sind folgender Website zZu entnehmen
http://www.humintech.com/001/environment/information/general.html, die im November 2008 angeklickt wurde).
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HuminFeed bewirkt bereits in niedrigen, gewasserrelevanten Konzentrationen eine mess-
bare Hemmung des Myzelwachstums (Abb. 1, rechts), wahrend das Isolat aus dem Brandenbur-
ger See das Wachstum sogar leicht forderte (Abb. 1, links), gleichgiiltig, wie lange der Versuch
dauerte.

Um herauszufinden, ob dieses Phanomen verallgemeinerbar ist, wurde eine mégliche
lebensverlangernde Wirkung dieser beiden Préaparate mit dem Fadenwurm C. elegans tberprift.
Das verbliffende Ergebnis ist in Abb. 2 zu finden: HuminFeed wirkt lebensverlangernd, wahrend
das Brandenburger Isolat im besten Falle keine Wirkung hatte. Bei der hochsten Konzentration
deutet sich sogar eine lebensverkirzende Wirkung an (Abb. 2, links).
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Abb. 2: Eine deutliche Lebensverlangerung trat beim Fadenwurm Caenorhabditis elegans auf, wenn er gegeniber niedrigen
und mittleren Huminstoffkonzentrationen des phenolreichen HuminFeed exponiert wurde (rechter Teil der Abbildung). Wurde
dagegen ein nicht weiter aufgetrenntes Isolat von gelosten organischen Stoffen (NOM = natural organic matter) aus einem
Brandenburger See verwendet (links), trat dieser Effekt nicht auf (aus STEINBERG et al. 2007).

Lasst sich dieser Befund, der mit ganzen Huminstoffen gewonnen wurde, nun mit dem
oben erwéhnten zweiten empirischen Weg bestétigen, indem gezielt mégliche Huminstoff-
bausteine getestet werden? Gerade abgeschlossene Arbeiten mit einem Baustein von Humin-
stoffen, namlich mit dem in vielen Pflanzen, Friichten und Wein weit verbreiteten Polyphenol
Quercetin (Name kommt von Quercus = Eiche!), haben ferner gezeigt, dass durch diesen milden
chemischen Stress nicht nur ein verlangertes Leben, sondern auch Resistenzen sowohl gegen-
tiber erhéhten Temperaturen als auch externen oxidativen Stress erworben werden. Ahnlich wird
das erste getestete Huminstoffpraparat gewirkt haben. Es lasst sich leicht vorstellen, dass Orga-
nismen mit multiplen Resistenzen gut gegen das Altern gewappnet sind, weil sie fir viele mogli-

Wenn wir in diesem Aufsatz haufiger kommerzielle Huminstoffpraparate namentlich anfihren, so besagt das
nicht, dass wir diese besonders empfehlen. Die Verwendung solcher Praparate erfolgte aus zwei pragmati-
schen Grinden: Erstens wurden in unseren Versuchen stets grof3ere Mengen verwendet, die als Reinchemi-
kalien, zum Beispiel von der International Humic Substance Society, kaum bezahlbar wéren. Und zweitens
sind die chemischen Grundcharakteristika solcher Praparate verfiigbar so dass eine statistische Struktur-
Wirkungs-Betrachtung versucht werden kann.



che Stresssituationen gewappnet sind.

Aus diesen Beispielen wird deutlich, dass also bestimmte funktionelle Gruppen in den
Huminstoffen fiir die lebensverlangernden und Stressresistenz-Effekte verantwortlich sind. Des-
halb ist es unerlasslich, einmal einen Strukturvorschlag Gber Huminstoffe anzuschauen. Abb. 3
enthdalt einen didaktisch gelungenen, allerdings fur einen Bodenhuminstoff. Im Wasser fehlen die
festen Phasen aus Aluminiumsilikaten natirlich. Aus der umfangreichen Testserie von Huminstof-
fen als Therapeutikum gegen den Pilz S. parasitica lasst sich Uber die Struktur-Wirkungs-Bezie-
hung nun folgende Aussage herausdestillieren: Fir den chemischen Stress und — sofern dieser
Stress milde ist — auch fiir die Lebensverlangerung sind im Wesentlichen Polyphenole, Chinone
und stabile Radikale verantwortlich, wahrend bioverfligbare Aminosauren, Aminozucker und Koh-
lenhydrate keinen oder unter Umstdnden einen entgegen gesetzten Effekt, ndmlich einen le-
bensverkirzenden, hervorrufen. Sie wirken quasi als Bonbons oder Pralinen und aktivieren sol-
che Stoffwechselwege, die inzwischen fir eine Lebensverkiirzung eindeutig bekannt sind.
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Abb. 3: Strukturvorschlag fur einen Bodenhuminstoff von KLEINHEMPEL (1970), der die verschiedenen Bausteine deutlich her-
vorhebt. Fur die Stresswirkung in aquatischen Tieren sind im Wesentlichen Polyphenole, Chinone und stabile Radikale verant-
wortlich, wahrend Aminosauren, Aminozucker und Kohlenhydrate den entgegen gesetzten Effekt hervorrufen.

Die getroffene Aussagen hinsichtlich der Lebensverlangerung und dem Erwerb von mul-
tiplen Resistenzen lassen sich durch weitere Analogieschliisse erharten. So zeigte die Ge-
nexpressionsanalyse bei C. elegans ferner, dass auch Gene aktiviert wurden, die speziell fur
Lebensverlangerung kodieren. Dabei handelt es sich unter anderem um solche, die fir soge-
nannte Stressproteine, speziell die kleinen, kristallinen und das haufige HSP70 kodieren. Auch
auf der Proteinseite wurden stets verschiedene HSP in allen bisher analysierten Tieren gefunden:
bei Fischen und einer Reihe sehr verschiedener Flohkrebse von der Nordhemisphéare und aus
dem Baikalsee. Wasserflohe werden gerade fiir diese Arbeiten vorbereitet. Dies zeigt, dass so-
wohl der Erwerb von multipler Stressresistenz als auch das verzdgerte Altern mit der Fahigkeit
verbunden sind, diese Stressproteine zu exprimieren. Zur mechanistischen Bestatigung dieser
Aussage kann beispielsweise eine Studie an der schwarzb&uchigen Fruchtfliege Drosophila me-
lanogaster herangezogen werden. In dieser Untersuchung wurden ein Wildstamm und eine Mut-
ante hinsichtlich ihrer Lebenszeit verglichen. Die Mutante war nicht in der Lage, kristalline
Stressproteine zu exprimieren und hatte nur rund 2/3 der Lebenserwartung wie der Wildstamm.
Wahrscheinlich war sie auch gegenlber Stressoren weniger resistent als letzterer.



Der Wurm ist kein Einzelfall: heimische und tropische Wasserfléhe

Inspiriert durch die Studien am Fadenwurm C. elegans, haben wir vergleichbare Le-
bensspannenstudien auf andere, relativ kurzlebige Tiere ausgedehnt. Als erster Kandidat wurde
der heimische Grol3e Wasserfloh, Daphnia magna, dieser Prozedur unterzogen. Diese Wasser-
flohart kommt bevorzugt in kleinen Gewéassern vor und hat sich als Modellart in den 6kotoxikolo-
gischen Testbatterien seit langem etabliert. Unter optimalen Bedingungen bestehen die Populati-
onen nur aus Weibchen und diese vermehren sich parthenogenetisch, also Uber so genannte
Jungfernzeugung, bei der Weibchen stets Weibchen mit identischer Genausstattung produzieren.
Unter Stressbedingungen werden schlagartig Mannchen gebildet, die mit den Weibchen kopulie-
ren, worauf diese befruchtete Dauereier hervorbringen. Diese sind ihrerseits diapausefahig, das
heildt, sie kdnnen eine lange Zeit die schlechten Bedingungen tberdauern, um dann bei verbes-
serten Umwelten wieder junge Weibchen zu entlassen.

Die Exposition gegenlber Huminstoffen war ein solcher Umweltstress, der die Weibchen
schlagartig Mannchen hervorbringen lie3. M&nnchen und Weibchen wurden anschlieend ge-
trennt gegeniiber steigenden Huminstoffkonzentrationen exponiert — mit einem Uberraschenden
Ergebnis: Bei den Weibchen fiihrte jede Huminstoffkonzentration zu einer Lebensverkirzung
(Abb. 4A) und sogar zu verminderter Fruchtbarkeit. Fir die D. magna-Weibchen waren die ver-
wendeten Huminstoffe somit eindeutig toxisch. Fir die deutlich kiirzer lebenden Méannchen dage-
gen waren diese Stoffe eindeutig lebensverlangernd (Abb. 4B). 50 % der Mannchen lebten bis zu
9 Tagen langer. Nach unserer Kenntnis ist dies erst der zweite Beleg, dass ein chemischer
Stress bei Wirbellosen zu einer geschlechtsspezifischen Lebenszeitmodulation fiihrt. Okologisch
macht diese scheinbare seltsame Lebenszeitmodulation durchaus Sinn. Weibliche Wasserflohe
kénnen sich bis kurz vor dem Tod vermehren, also auch mit Mannchen Dauereier produzieren.
Wenn nun die Lebenszeit der Mannchen verlangert wird, werden die Lebensspannen tendenziell
synchronisiert und damit die Zeit zur Produktion von Dauereiern verlangert.
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Abb. 4: Exposition des Grof3en Wasserflohs Daphnia magna gegen steigende Konzentrationen von HuminFeed als DOC, dem
Ublichen MaR fur Huminstoffkonzentrationen. Dieser kdufliche Huminstoff ist ein Bodenextrakt, reich an phenolischen Kompo-
nenten (aus EUENT et al. 2008). A: Weibchen: Lebensverkirzungen mit allen Huminstoffkonzentrationen. B: Mannchen: Le-
bensverlangerung mit allen Huminstoffkonzentrationen. In beiden Grafiken sind die Unterschiede zu den Kontrollen auf dem
p<0.01 Niveau signifikant.



Beachte: Die Zeitskalen (X-Achsen) sind unterschiedlich. Die Unterschiede der beiden Geschlechter sind in den eingefiigten
Mikrofotos erkennbar. Sie unterscheiden sich in den ersten Antennen (FA), die bei den Weibchen kurz und bei den Mannchen
zu einem Greiforgan umgewandelt sind. Der muschelschalendhnliche Panzer der Weibchen hat zwei uniforme, symmetrische
Kanten (CE), wahrend sie bei den Mannchen unsymmetrisch sind. Mikrofotos aus OLMSTEAD & LEBLANC (2007).

Wie sieht es nun bei anderen Wasserflohen aus, beispielsweise bei der tropischen Gat-
tung Moina? Viele Arten dieser Gattung spielen bekanntlich eine wichtige Rolle als Jungfischfut-
ter in Aquaristik und Aquakultur. Fir unsere Untersuchungen haben die tropischen Tiere den
grol3en Vorteil, dass sie viel kiirzer als unsere heimischen Wasserflohe leben. So lebt M. macro-
copa nur gut 3 Wochen, wenn sie unter identischen Bedingungen wie D. magna gehalten wurde;
unter tropischen Temperaturen werden nur rund zwei Wochen erreicht. Der letztgenannte Grol3e
Wasserfloh brachte es dagegen auf fast 3 Monate.

Uns standen zwei Moina-Arten aus Brasilien zur Verfiigung, namlich M. macrocopa aus
einer Baupfitze in Rio de Janeiro und M. micrura aus der Cabilinas-Lagune, einem flachen, stark
huminstoffhaltigen Gewésser im Restinga de Jurubatiba Nationalpark nahe der Erddlstadt Ma-
caé, 180 km in ostlicher Richtung von Rio de Janeiro entfernt. Einen kleinen Eindruck tber diese
faszinierende Kiustenlagunen-Landschaft vermitteln die Fotos in Abb. 5.

Bei der anderen Moina-Art, M. micrura, handelt es sich offensichtlich um ein humin-
stoffliebendes Tier, denn sie weigerte sich im Labor zu wachsen, wenn die Kulturldsung keine
Huminstoffe enthielt. Vielmehr steigerten Huminstoffzugaben aus der Atoleiro-Lagune (ebenfalls
im Restinga de Jurubatiba Nationalpark gelegen und mit Giber 200 mg/L DOC unserer Kenntnis
nach das huminstoffreichste Oberflachengewasser der Welt) die Vermehrungsrate bis zu einer
Konzentration von 50 mg/L DOC. Selbst diese Konzentration Uberschreitet alle aus Europa be-
kannten Werte. Erst 100 mg/L DOC aus der Atoleiro-Lagune hatten eine hemmende Wirkung.
Unsere Arbeitshypothese, die in einer laufenden Dissertation in Rio de Janeiro Uberprift wird,
lautet, dass neben dieser hormonahnlichen Wirkung auch diese Wasserflohe in den polyhu-
mosen Kistenlagunen eine multiple Stressresistenz entwickelt haben. Denn besonders die Or-
ganismen in diesen Lagunen sollten gegentber Salz und den damit verbundenen osmotischen
Stresssituationen resistent geworden sein, weil der Atlantische Ozean bei Stirmen gelegentlich
in diese Gewasser.



Abb. 5: Ansichten der Cabi(jnas-Lagune im Restinga de Jurubatiba Nionalark. Mit ca. 20 mg/L DOC enthélt das Wasser in
dieser Lagune mindestens so viele Huminstoffe wie der amazonische Rio Negro und bildet einen auffallenden Kontrast zu dem
schneeweiBen Sand der Sandbank (Restinga), die diese Gewasser vom Atlantik trennt. Oben: Luftbild der Cabitnas-Lagune;

Mitte: Uferansicht mit dem tropischen Rohrkolben Typha domingensis; unten: die Seekanne Nymphoides indica (humboldtiana)
(Fotos. Romulo CAmMPOS, Christian E.W STEINBERG).



Sind Fische nur grofRere Wirmer?

Was ist nun tber die Wirkung von Huminstoffen auf Fische oder in Fischen bekannt? Sind Fische
nur etwas grol3ere Wirmer? In gewisser Hinsicht sind sie in der Tat nicht mehr als groRere Wiir-
mer — auch wenn die Aquarianer dies natirlich nicht gern héren. Zu erst einmal sind sie deutlich
langlebiger als unser verrlickter Wurm oder die tropischen Wasserflohe, so dass mit Huminstof-
fen noch keine entsprechenden Lebenszeitstudien vorliegen. Sie waren denkbar, und zwar mit
dem afrikanischen Killifisch Nothobranchius furzeri (Abb. 6), der seinen gesamten Lebenszyklus
in nur rund 12 Wochen abschlief3t, um die Trockenzeiten in den Savannen als befruchtetes Ei zu
Uberdauern. Damit ist seine Lebensspanne mit der unseres Grol3en Wasserflohs vergleichbar.

1 day old fry

6 weeks old male adult

Abb. 6: Der afrikanische Killifisch Nothobranchius furzeri zeichnet sich durch ein beschleunigtes Wachstum aus. Im kleinen Bild
ist die 1 Tag alte Brut zu sehen, wahrend das grof3e ein 6 Wochen altes erwachsenes Mannchen zeigt (aus VALENZANO & CEL-
LERINO 2006).

Die Alterungsforscher, immer auf der Suche nach tberzeugenden Modelltieren, haben
dieses schnelllebige Wirbeltier fur ihre Zwecke entdeckt und auch bereits eingesetzt. Schlief3lich
wirken Anti-Aging-Pillen auf den Kaufer anziehender, wenn auf der Packung steht ,Erfolgreich mit
dem Wirbeltier XYZ getestet” anstelle von ,Hat dem Wurm ABC das Leben verlangert”. Und siehe
da: auch das Wirbeltier mit dem fiir deutsche Ohren seltsamen Artnamen zeigt sich von Baustei-
nen der Huminstoffe sehr positiv beeindruckt. So testete eine italienische Arbeitsgruppe erfolg-
reich das Polyphenol Resveratrol, das in vielen Friichten und im Olivendl vorkommt: Der Fisch
lebte 2 Wochen langer. Das bedeutet, dass wir mit einiger Berechtigung davon ausgehen durfen,
dass viele der oben am Wurm und den Wasserflohen beschriebenen Mechanismen, beispiels-
weise der Erwerb von multiplen Stressresistenzen, so oder éhnlich auch fur Fische gelten wer-
den.

Multiple Stressresistenz bei Fischen

Wie ausgefihrt, liegen vergleichbare, detaillierte und auf die Mechanismen abzielende Lebens-
zyklusstudien mit Fischen noch nicht vor. Gleichwohl lassen sich mit der heutigen Kenntnis auch
unsere alteren Studien an Fischen besser interpretieren. In einer zeitaufwandigen Untersuchung
am Schwerttrager, Xiphophorus helleri, stellten wir die Herausbildung einer offensichtlichen (mul-
tiplen) Resistenz fest, und zwar gegeniiber mechanischen Triggern (Abb. 7). Uber zwei Wochen
wurden die jungen Fische taglich mit Keschern aus den Aquarien herausgefangen und in neues
Wasser umgesetzt (als two weeks handling stress in der Abbildung bezeichnet). Die anschlie-
Rende Gewichtsentwicklung bei den Tieren in den Kontrollen stagnierte nahezu, wahrend sich die
Tiere selbst in der niedrigsten Huminstoffkonzentration nach dem Stress sofort wieder erholten
und so weiter wuchsen, als hétte es diesen existenziellen Stress nicht gegeben. Dies I&sst sich
nur damit erklaren, dass die jungen Schwerttrdger, durch die Gber die Huminstoffe vermittelten
chemischen Reize, eine Resistenz auch gegen physikalische Stressoren entwickelt haben, also
eine multiple Stressresistenz entwickelt hatten.

Eine weitere Untersuchung mit biochemischen Stressparametern, wie Cortisolkonzen-
trationen, hat jlngst ferner gezeigt, dass Karpfen thermischen Stress besser verkraften, wenn
Huminstoffe im Wasser vorhanden waren. Allerdings konnte die Autorin diese stressmindernde
Wirkung nicht bei allen Huminstoffen feststellen. Bei dem stressmindernden Effekt wissen wir



noch nicht mit letzter Sicherheit, ob es dieselben Wirkstrukturen wie bei der Lebensverldngerung
sind.
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Abb. 7: Gewichtsentwicklung von Embryonen und Jungfischen des Schwertrégers, Xiphophorus helleri, die gegeniber steigen-
den Konzentrationen des synthetischen HS1500 exponiert worden waren. Wir haben dieses Huminstoffpraparat aus zwei Griin-
den angewandt: 1. konnte jegliche Kontamination mit Xenobiotika ausgeschlossen werden und 2. lagen mit diesem Praparat
vergleichsweise viele andere Untersuchungsergebnisse vor (aus MEINELT et al. 2004). Von der 9. bis 11. Woche wurden die
jungen Fische durch tagliches Kéaschern sehr stark unter Stress gesetzt. Von diesem Stress erholten sich die Tiere, die keine
Huminstoffe in ihrem Aquarium hatten, nicht mehr.
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Abb. 8: Modulation der Uberlebensrate von Zebrafisch (Danio rerio)-Embryonen, wenn sie gegeniiber dem synthetischen Hu-
minstoff HS1500 exponiert wurden (MEINELT, STUBER, STEINBERG unverdffentlicht). Es zeichnet sich die Tendenz ab, dass
wiederum niedrige Konzentrationen einen fordernden Effekt austiben, wahrend hohe Konzentrationen eindeutig toxisch wirken.

Auch auf die individuelle Entwicklung von Fischen haben Huminstoffe eine positive Wir-
kung. Wir haben dies mit befruchteten Eiern des Zebrabarblings getestet. Bedingt durch die oh-
nehin groRe Variabilitat beim Uberleben der auf sich gestellten Eier der r-Strategen ergeben sich
keine statistisch abgesicherten Ergebnisse; gleichwohl zeichnet sich als Tendenz ab, dass wie-
derum niedrige Konzentrationen einen fordernden Effekt ausiiben, wahrend hohe Konzentratio-
nen eindeutig toxisch wirken (Abb. 8). Toxische bis reproduktionstoxische Wirkungen von Hu-
minstoffpraparaten wurden auch mit Embryonen des Zebrabarblings sowie in australischen Flis-
sen beobachtet, wenn hohe Konzentrationen von Eucalyptus-Auslaugungen vorzufinden waren.

Gleichsam als Freiland-Bestatigung der obigen Ergebnisse mit dem Zebrabéarbling kon-
nen die Ergebnisse aus Seen des kanadischen Schildes gewertet werden. Diese Autoren fanden
an Seen des kanadischen Schildes, dass der Schlupferfolg und das Aufkommen des Gelbbar-
sches Perca flavescens besonders gut war, wenn die Huminstoffkonzentrationen in Folge von
Abholzaktionen im Einzugsgebiet besonders hoch waren.

Fischleben im Schwarzwasser erst durch Huminstoffe méglich
Eine okophysiologische und evolutionsbiologische Frage, die Wissenschaftler bewegt, ist: Wie
bewerkstelligen es die Fische, in sauren und mineralienarmen Gewassern, wie dem Rio Negro,



den Lagunen im Restinga de Jurubatiba Nationalpark oder den Habitaten vieler Labyrinthfische in
Sldost-Asien, zu existieren (Abb. 9)? Wie konzentrieren sie die wenigen basischen lonen aus
dem Wasser auf und verhindern anschlieBend die Abgabe aus ihren Korpern? Bei einem pH-
Wert um 3 bis 4 sollten sich Knochen auflésen und nicht bilden kénnen, wie man aus der For-
sc_rlgng Uber Gewasserversauerung durch saure Depositionen oder durch Berg bauﬁweir&.
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Abb. 9: Der erste Fischzug in der Atoleiro-Lagune im Restinga de Jurubatiba Nationalpark. In dieser Lagune war zuvor nicht
bekannt, ob Gberhaupt Fische vorkommen. Ein pH-Wert um 3.0 und niedriger lonengehalt machten dies fraglich, da es unwahr-
scheinlich war, dass Knochen aufgebaut werden kénnen. Bei diesem Fischzug wurden aber Prachtexemplare von Hyphes-
sobrycon- und Poecilia-Arten gefunden - Huminstoffe im Wasser machen das Fischleben mdglich (Fotos C.E.W. STEINBERG).

Eine aufschlussreiche Untersuchung zu diesem Thema wurde gerade von einer brasilia-
nischen Arbeitsgruppe veroffentlicht. Diese kommt zu dem Schluss, dass Huminstoffe sowohl die
Aufnahme der lonen verbessern als auch deren Abgabe aus den Fischen vermindern. Diese Pro-
zesse scheinen fir Na- und Ca-lonen unterschiedlich gewichtet zu sein. So wurde fir Ca eine
deutlich verstarkte Aufnahme gefunden, wenn Huminstoffe in der Losung waren. Ob der pH-Wert
um 3,0 oder um den Neutralpunkt lag, spielte eine sehr untergeordnete Rolle. Ferner schien beim
Roten Neons (Paracheirodon axelrodi) im Falle des Na der Export starker gehemmt zu sein als
beim Ca, sodass bei dieser Fischart die Selbstregulation beim Na durch gehemmten Export und
bei Ca durch gesteigertem Import sicher gestellt war. Fir die verstarkte Aufnahme der lebens-
wichtigen basischen Kationen wurde in diesen Arbeiten folgender Mechanismus diskutiert: Hu-
minstoffaggregate mit den basischen Kationen schlagen sich auf den Kiemen nieder und kon-
zentrieren auf diese Weise die Kationen auf. Die Aufnahme durch die Kiemen geschieht nun nicht
mehr gegen so starke Gradienten, als wenn die Kationen in reiner Loésung vorliegen. Doch wie
wird das Ausbluten der Kationen vermindert oder behindert? Die diskutierten Mechanismen
scheinen weder fur die Aufnahme noch fur die reduzierte Abgabe vollstandig zu tberzeugen. Es
muss mit Sicherheit noch weitere Mechanismen geben. Hinweise hierauf vermittelt wiederum
unser ,verriickter Wurm* Giber Analogieschlisse.

Uber eine gesamtgenomische Analyse mit C. elegans, den wir gegen zwei verschiedene
Huminstoffe exponierten, stellte sich heraus, dass zumindest bei diesem Tier noch weitere Auf-
nahmemechanismen vorhanden sind. So wurden Gene aktiviert, die fiir so genannte lonenkanéle
kodieren. Letztere sind Proteine in den Membranen, die anorganische lonen (wie Na- und Ca-
lonen) in das Zellinnere hineinpumpen. Ferner wurden bei dem Fadenwurm auch Gene aktiviert,
die fur die Aufnahme von organischen lonen kodieren. Diese organic acid carrier sind recht un-
spezifisch, sodass wir uns gut vorstellen kdnnen, dass auch kleinere Komplexe von Huminstoffen
mit basischen Kationen durch diese Pumpen aufgenommen werden kdnnen. Kirzlich fanden wir
an Flohkrebsen dariiber hinaus am Beispiel dass Huminstoffe auch weitere so genannte Exporter
blockieren kdnnen. Diese Exporter sind membranstandige Proteine, die verschiedene Abbaupro-
dukte, aber auch Fremdstoffe aus den Zellen pumpen, damit sie dort keine schadliche Wirkung
entfalten. Eine Blockade der Exporter bedeutet nun, dass einmal aufgenommene Stoffe in den
Zellen bleiben. Wir sind sicher, dass dieser Befund auch fir solche Exporter gilt, die an der Regu-
lation anorganischer lonen (so genannte lonenkanale) beteiligt sind, somit einmal aufgenommene
lebenswichtige Metallionen in den Zellen verbleiben, wenn die Organismen in gelésten Hu-
minstoffen schwimmen.

Was Huminstoffe an Fischen sonst noch verursachen
Auf der Suche nach wirksamen Alternativen zu den starken chemischen Therapeutika in der
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Aquakultur, die sehr viele Nebenwirkungen hervorrufen, wurden natirliche und kinstlich herge-
stellte Huminstoffe schon oft getestet. Von daher ist schon seit geraumer Zeit bekannt, dass Hu-
minstoffe auf Fische zahlreiche direkte und indirekte Wirkungen austiben. Wie in rein anwen-
dungsorientierter Forschung ublich, bleiben viele Beobachtungen auf der phdnomenologischen
Ebene stehen und sind zudem haufig in schwer zugénglichen Veroffentlichungen, wie internen
Berichten von Forschungseinrichtungen, publiziert worden. Gleichwohl erscheinen sie inzwischen
im Lichte der oben geschilderten mechanistischen Studien mit dem Nematoden C. elegans als
glaubwirdig und verdienen es, hier zugénglich gemacht zu werden.

Bekannt war, dass Huminstoffe Gber eine Aktivierung von wei3en Blutzellen das Immun-
system starken und zu weiteren zellularen Abwehrmechanismen fiihren. Ferner gerben sie Haut
oder leiten eine Neubildung von Membranen durch die Ausféllung von Proteinen ein. Solche
Membranen sind auf Schleimh&uten und besonders auf Wunden zu finden und bewirken entziin-
dungshemmende, entwassernde und/oder Blut stillende Effekte. Es lasst sich leicht vorstellen,
dass Fische mit einer gegerbten Haut widerstandsféahiger sind gegen die Eindringung und das
Wachstum der Uberall vorkommenden parasitéaren Pilze.

Bevor man herausfand und dann zdgernd akzeptierte, dass Huminstoff aufgenommen
werden kénnen und vielféltige interne Reaktionen in den Organismen hervorrufen kénnen, fiihrte
man die beobachteten positiven Effekt von Huminstoffexposition in Aquaristik und Aquakultur
neben dem schon erwahnten Starkungseffekten (vgl. Abb. 7) Gberwiegend auf indirekte Wirkun-
gen zurlck. Die wichtigsten indirekten Wirkungen betreffen die Interaktionen von Pathogenen
und Parasiten mit Fischen.

Pathogene und Parasiten sind Uberall. In Freiland ist ein gesunder Fisch durch eine grol3e
Diversitdt an Parasiten gekennzeichnet, die allerdings nur in geringen Individuendichten auftre-
ten. Bei ungunstigen Umweltbedingungen vermindert sich die Diversitdt der Parasiten, daftr
nimmt die Individuendichte drastisch zu. Ferner kbnnen Stresssituationen, die auf die Fische wir-
ken, das Gleichgewicht zwischen Wirten und Parasiten zu Gunsten der Parasiten verschieben.

Pathogene Bakterien und Protozoen. Es gibt nur wenige und zudem untereinander
nicht widerspruchsfreie Berichte dariiber, ob Huminstoffe die Entwicklung von pathogenen Bakte-
rien und Protozoen behindern kénnen. Ein denkbarer Mechanismus fiir die Hemmung von Bakte-
rien und Protozoen ist die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies aus belichteten Hu-
minstoffen. Im Allgemeinen sind die Einzeller deutlich empfindlicher als die Fische. Ein &hnlicher
Mechanismus kann auch fir eingedrungene Pathogene Giiltigkeit haben. Denn sowohl die ein-
gedrungenen Pathogene als auch die aufgenommenen Huminstoffe fiihren zu einer internen Ak-
tivierung von Sauerstoff. Es entsteht der so genannte oxidative Stress, der die Pathogene starker
als den Wirt schadigt.

Parasiten. Geschwachte Wirtstiere werden bevorzugt von Parasiten heimgesucht. Auch
zu der Wirkung von Huminstoffen auf die unliebsamen Géaste widersprechen sich die wenigen
vorliegenden Berichte, mdglicherweise deshalb, weil mit unterschiedlichen Huminstoffen expo-
niert wurde. Die Berichte charakterisieren die verwendeten Huminstoffe leider nicht ausreichend
umfangreich, um dies beurteilen zu kénnen.

Um diesem Mangel abzuhelfen, wurden in jingster Zeit wurden zwei recht umfangreiche
Studien Uber die Wirkung von Huminstoffen auf die Infektion von Goldfischen mit dem Wasser-
schimmel, Saprolegnia parasitica, sowie sein Myzelwachstum durchgeftihrt. Die Goldfische wur-
den in Halterungsbecken 1,5 bis 2 Stunden pro Tag mit einer Huminstofflosung (HS1500) behan-
delt. In der Kontrollgruppe starben 16 %, in der behandelten nur 8 % der Tiere. In den behandel-
ten Tieren verschwanden die Sekundarinfektionen mit Saprolegnia parasitica und Lasionen sowie
Entziindungen heilten rasch ab (Abb. 10).

In der zweiten, oben schon erwdhnten Studie wurden 20 sehr unterschiedliche Hu-
minstoffe in ihrer Wirkung auf das Myzelwachstum getestet. Mit wenigen Ausnahmen verminder-
ten die Huminstoffe in umweltrealistischen Konzentrationen das vegetative Wachstum dieses
Pilzes. Allerdings wurde die Ausbildung von Zoosporen nicht behindert. Die Pilze gehen in ein
Dauerstadium Uber, das schlechte Umweltbedingungen tberdauern kann. Fir den hemmenden
Effekt scheinen besonders die gealterten Huminstoffe mit hoherer Aromatizitat verantwortlich zu
sein, wohingegen leicht verwertbare Strukturen, wie Aminoséuren und Kohlenhydrate das vege-
tative Wachstum eher férdern. Insgesamt kénnen Huminstoffe das Wachstum und die Virulenz
von S. parasitica nicht ganz unterbinden, scheinen aber eine Infektion deutlich zu lindern und
eine Heilung zu beschleunigen.
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Abb. 10, A: Goldfisch einer unbehandelten Kontrolle. Nekrose der Ricken- und Schwanzflosse, verbunden mit einer sekundé-
ren Saprolegnia-Infektion (oben, links und rechts). Lasionen an Kiemen und Haut, verbunden mit einer blutunterlaufenen, se-
kundaren Saprolegnia-Infektion (unten links und rechts); B: Goldfisch aus der mit Huminstoffen (HS1500) behandelten Gruppe.
Heilung der Riicken- und Schwanzflosse abgeschlossen (oben links und rechts). Entziindung von Kiemen und Haut fast abge-
klungen (unten links und rechts, nach HEIDRICH 2005, aus MEINELT et al. 2008)

Was folgt fir den Aquarianer oder die Aquarianerin?

Fur die Haltung und Zucht von empfindlichen Schwarzwasserfischen heil3en diese Ausfiihrungen
Uber die Qualitat der Huminstoffe: Solange nicht fur die einzelnen Wirkungen von Huminstoffen
bestimmte Strukturelemente namhaft gemacht werden kénnen, sollte man nicht mit bestimmten
neuen Huminstoffqualititen experimentieren, sondern die durch langjahrige Empirie gewonnen
Rezepte weiterhin anwenden. Diese Situation wird sich auch nicht sehr rasch andern, da Hu-
minstoffe so genannte Geopolymere sind. Das heildt, ihre konkrete Zusammensetzung andert
sich von Ort zu Ort und — selbst an ein und demselben Ort — mit der Jahreszeit. Um Effekte auf
bestimmte Qualitaten zurtckfuhren zu kénnen, bendtigt man eine groRe Zahl an Experimenten
mit verschiedenen Huminstoffisolaten, damit sich eine Struktur-Wirkungs-Beziehung durchfihren
l&sst.

Nicht empfehlenswert sind Nadel- oder Eukalyptus-Streu, von denen eine hemmende bis
toxische Wirkung bekannt ist. (Die Warnung vor Eukalyptus-Streu mag erst einmal exotisch klin-
gen. Gleichwonhl befindet sich diese Baumgattung in der Waldwirtschaft weltweit und insbesonde-
re auch in Sudeuropa auf dem Vormarsch, nachdem sie schon viele tropische Lander erobert
hatte.) Auch konnten frische Blatter oder frisches Falllaub wegen ihrer Gehalte an gut verfligba-
ren Proteinen und Kohlenhydrate problematisch fiir die Wasserbewohner werden. Somit bleibt als
Empfehlung nur, etwas gealtertes Falllaub vom Boden oder Erlenzapfchen zu verwenden. Nach
unseren Erfahrungen sind diese Stoffe arm an bioverfiigbaren Proteinen und Kohlenhydraten
deutlich reaktiver als ganz frische.

Eine weitere Gefahr besteht u. U. in einer Uberdosierung der Huminstoffe. Wir haben an
verschiedenen Beispielen aufgezeigt, dass insbesondere die niedrigen und mittleren Konzentrati-
onen positive Effekte wie Lebensverlangerung oder Stressresistenz hervorrufen. Hohe Konzent-
rationen wirken dagegen oft toxisch oder gar reproduktionstoxisch. Daraus folgt, dass Huminstof-
fe nicht Uberdosiert werden diirfen, damit es den Fischen nachhaltig gut ergeht. Doch besteht die
Gefahr einer Uberdosierung in Aquarien tatsachlich? Bei Konzentrationen, die unseren Versu-
chen negative bis toxische Effekte hervorriefen, sind so hoch, dass sie die Sicht auf die Fische im
Aquarium vollstandig rauben wirden. Diesen Zustand wird ein aufmerksamer Aquarianer sicher-
lich nicht anstreben.
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