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1 Die Verwendung der Zuwendung und die erzielten Ergebnisse im Einzelnen
1.1 Ziele im Teilprojekt 1 ,,Gewinnung mariner Biopolymere*

Ziel des Teilprojektes 1 ,Gewinnung mariner Biopolymere® war die Gewinnung artspezifischer Alginate aus
lokal vorkommenden marinen Braunalgen sowie von Kollagen aus Quallen als Vorprodukte fiir Geriist- und
Tragermaterialien in biomedizinischen Anwendungen. Die Isolationsmethoden fir beide Biopolymere sollten
im Rahmen eines iterativen Entwicklungsprozesses gemeinsam mit den Projektpartnern experimentell
modifiziert und weiterentwickelt werden, um die Materialeigenschaften gezielt auf die Anforderungen der
jeweiligen Anwendungsbereiche abzustimmen.

1.2 Wissenschaftlicher Stand der Alginatgewinnung an den angeknlpft wurde

Alginate sind fiir verschiedene medizinische Anwendungen etablierte Biopolymere, die aufgrund ihrer Bio-
kompatibilitdt, guten Gelier- und Vernetzbarkeit, sowie modifizierbarer mechanischer Eigenschaften in Be-
reichen wie Zellverkapselung, Wundversorgung, Wirkstofffreisetzung und Tissue Engineering eingesetzt
werden. Die Materialeigenschaften der Polysaccharide werden wesentlich durch das Molekulargewicht so-
wie das Verhdltnis und die Sequenz von Mannuron (M)- und Guluronsaure (G)- Einheiten bestimmt und
kénnen je nach Algenart und Extraktionsbedingungen deutlich variieren (Draget et al., 2005; Bojorges et al.,
2023). Der Stand der Technik umfasst mehrstufige Extraktionsprozesse mit saurer Vorbehandlung, anschlie-
RBender alkalischer HeilRextraktion mit Abtrennung von Feststoffen sowie Ausféllung und Trocknung des Al-
ginats (McHugh, 2003; Labowzka et al., 2019). Die Wahl der Prozessroute und der Prozessparameter be-
einflussen Ausbeute, Reinheit und Kettenldnge des Polymers (Bojorges et al., 2023; Carvalho et al., 2024).
Kommerziell verfugbare Alginate werden haufig als Mischprodukte angeboten, um konstante Makroeigen-
schaften zu erzielen (Lee & Mooney, 2012). Solche Misch (Blend)-Alginate weisen in der Regel, verglichen
mit artspezifischen Alginaten, eine breitere Molekulargewichtsverteilung sowie eine erhdhte intrinsische He-
terogenitat im M/G-Verhaltnis und in der Blocksequenzierung auf (Donati et al., 2023), d.h. auch eine hdhere
strukturelle Heterogenitat. Diese kann die gezielte Steuerung der Hydrogel-Mikrostruktur und der daraus
resultierenden mechanischen sowie diffusionsrelevanten Eigenschaften erschweren, was insbesondere bei
mechanosensitiven Zellkulturen oder immunologisch sensiblen Anwendungen nachteilig sein kann (Kong et
al., 2004; Chaudhuri et al., 2015; de Vos et al., 2006). Artspezifische Alginate mit definierter Herkunft und
Erntezeit bieten demgegentiber die Moéglichkeit einer praziseren Materialsteuerung bei geringer Mikro-Hete-
rogentitat (Draget et al., 2005; Feliciano et al., 2024). Die Abgrenzung zwischen nativen Alginaten als Tréa-
germaterial Vorstufen zu einem medizinisch einsetzbaren Tragermaterial erfolgt dort, wo neben der che-
misch-physikalischen Charakterisierung auch Stabilitat von vernetzten Strukturen im physiologischen Milieu
Uber chemische Derivatisierung, biologische Vertraglichkeit, Sterilisierbarkeit und regulatorische Anforderun-
gen berlcksichtigt und validiert sind.

Ablauf des Vorhabens

¢ Recherche zu geeigneten Braunalgen-Arten, ihrer Verfugbarkeit zur wirtschaftlichen Nutzung, so-
wie zur Extraktion, Charakterisierung, Vernetzung, Analytik, Sterilisation und Anwendung von Algi-
naten.

¢ Entwicklung eines Standard-Protokolls zur Extraktion artspezifischer Alginate aus Saccharina latis-
sima (Zuckertang), Laminaria digitata (Fingertang), Fucus vesiculosus (Blasentang) und Fucus ser-
ratus (Sagetang) unter Variation relevanter Prozessparameter.

e Physikochemische und funktionelle Charakterisierung der extrahierten Alginate (u. a. Rheologie,
mechanische Tests, Vernetzungsverhalten, spektroskopische Analysen, Wirkstofffreisetzung)

e Bereitstellung der extrahierten nativen Biopolymere fiir Projektpartner zur iterativen, anwendungs-
bezogenen Optimierung.

1.3 Verwendete Algenbiomasse

Alginat wurde aus den lokal vorkommenden Braunalgen-Arten Saccharina latissima (Zuckertang), Laminaria
digitata (Fingertang), Fucus vesikulosus (Blasentang) und Fucus serratus (Sagetang, s. Abb. 1) extrahiert.
Braunalgenbestande sind in Deutschland naturschutzrechtlich Bestandteil geschiitzter mariner Lebensraum-
typen nach FFH-Richtlinie 92/43/EWG. Die Makroalgen dirfen daher kommerziell nicht enthommen werden.
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S. latissima und L. digitata wurden aus Aquakultur (Seaweed Solutions AS bzw. Islander Kelp Ltd), V. vesi-
kulosus aus lizenzierter nachhaltiger Wildsammlung in Danemark (Organic Seaweed, Ebeltoft) und F. serra-
tus aus frischem Strandanwurf (Eckernférder Bucht) nach einem Sturm beschafft.

Abb. 1. Braunalgen-Arten, die zur Extraktion von Algi-
nat genutzt wurden.

Saccharina latissima SL Laminaria digitata LD Fucus vesiculosus FV Fucus serratus FS

1.4 Extraktion von Alginaten

Die Extraktion von Alginaten erfolgte in funf Schritten: Ansé&uerung der Algenbiomasse, alkalische Extraktion,
Feststoff-/Fllissig-Trennung, Ausféllung und Aufreinigung sowie Trocknung (vgl. Labowzka et al. 2019). Zur
Entwicklung geeigneter Protokolle fir die 0.g. Braunalgenarten wurden folgende Extraktionsrouten verglei-
chend getestet, die sich vor allem in der Ausfallung unterscheiden: Ethanol-, CaCl,- und HCI-Route (Gomez
et al. 2009). Auf Grundlage der Vergleiche wurde die Ethanol-Route ausgewahlt (s.u., Abb. 2), da sie hohe
Ausbeute und Reinheit bei gleichzeitig guter Skalierbarkeit erméglicht (Gomez et al. 2009; McHugh 2003;
Carvalho et al. 2024): Die aufgetaute Algenbiomasse wurde homogenisiert und mit 0,2 M HCI behandelt, um
bivalente Kationen auszuwaschen und die Léslichkeit des Alginats im anschlielenden alkalischen Extrakti-
onsschritt zu erhdhen. Gleichzeitig wurden so wasserlgsliche Begleitstoffe wie Polyphenole, Laminarin und
Fucoidane weitgehend entfernt (McHugh 2003; Lorbeer et al. 2015). Durch Erhitzen in 2 % Natriumcarbonat-
bzw. 1 % Natronlauge wurde das Alginat in wasserlosliches Natriumalginat Uberftihrt. Unldsliche Algenreste
wurden durch Filtration mit anschlieBender Zentrifugation abgetrennt. Das Natriumalginat wurde folgend mit
Ethanol bzw. Isopropanol ausgefallt, wahrend niedermolekulare Verunreinigungen in Lésung verblieben. Al-
ternative Ausfallungsverfahren tber Ca?*-Vernetzung oder Ansduerung erwiesen sich aufgrund geringerer
Ausbeuten und zusatzlicher Prozessschritte als wirtschaftlich ungtnstiger (vgl. Gomez et al. 2009; McHugh
2003). Zur weiteren Reinigung wurde das Alginat mit Ethanol gewaschen, mit Natriumhypochlorit gebleicht
und mit Aceton behandelt, um Pigmente und lipophile Begleitstoffe zu entfernen (McHugh 2001; Carvalho et
al. 2024). Als Trocknungsverfahren wurden Ofen- und Gefriertrocknung getestet. Obwohl die Ofentrocknung
O0konomischer ist, wurde zur Vermeidung thermischer Depolymerisation tberwiegend Gefriertrocknung ein-
gesetzt (McHugh 2003; Draget et al. 2011). Das getrocknete Natriumalginat wurde zu einem feinen Pulver
vermahlen und den Projektpartnern zur Verfiigung gestellt, sowie fiir eigene Tests verwendet.

Chopped
Brown Algae

|€———— wash in 0.2M HCI
2% Sodium Carbonate Solution
1h @ 50 or 100°C

Abb. 2. Standard Protokoll der Alginat-Extraktionsme-
thode, Ethanol-Route.
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Die Materialeigenschaften wurden insbesondere durch die Temperatur im alkalischen Extraktionsschritt so-
wie durch Parameter der Saurebehandlung und Bleichung beeinflusst (Lorbeer et al. 2015; McHugh 2001).
Bei einer Extraktionstemperatur von 100 °C lag die Ausbeute fir S. latissima und L. digitata bei etwa 2 %
der eingesetzten Feuchtmasse. Niedrigere Extraktionstemperaturen fiihrten zu geringerer Ausbeute, jedoch
zu héheren Viskositaten und besseren Geliereigenschaften (Kap. 1.5). Je nach Zielanwendung ist daher ein
Abwagen zwischen Ausbeute, Reinheit und Materialeigenschaften erforderlich.
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1.5 Charakterisierung der extrahierten Alginate
Rheologische Eigenschaften

Rheologische Messungen der Alginate wurden als 1 % (w/v) - Losungen in A. dest. bei 20 °C beim BlueBio-
Pol-Projektpartner Funktionale Nanomaterialien, Univ. Kiel durchgefihrt (Rheometer MCR702e, Anton
Paar). Alle Proben zeigten ein ausgepragtes scherverdiinnendes FlieBverhalten mit Anndherung an ein
scherratenunabhangiges Plateau oberhalb von etwa 20 s, wie es fur Alginatlésungen typisch ist (Abb, 3,
Smidsrgd & Haug 1971; Lee & Mooney 2012). Zur Vergleichbarkeit wurde die scheinbare Viskositat bei 50
s™1 herangezogen.

Viscosity basis samples

compari ocean
1% Solution (w/v)

Abb. 3. Viskositatsvergleich von 1% Na-Alginat aus S.

044 "«.,"_ = latissima (SL), L. digitata (LD), F. vesiculosus (FV) und
S I F. serratus nach Extraktion bei 100 °C im alkalischen Ex-
T o104 } traktionsschritt.
n__; 0.08 %1
b pe——————— . e . |LD Alginate
g 0.06 :
> 004-:
0.02+4 ¥ FS Alginate c.
0.00 f‘v"vn. ———— - - - v |EV Algmate}’»uraceae
-0.02

0 20 40 60 80 100
Shear Rate [1/s]

Dabei ergab sich eine deutliche Rangfolge der Viskositaten: SL (=0,12-0,13 Pa-s) > LD (=0,07-0,08 Pa-s)
>> FS (=0,015-0,02 Pa-s) > FV (=0,006—-0,01 Pa-s). Unter identischen Messbedingungen spiegeln diese
Unterschiede priméar Unterschiede in der hydrodynamischen Kettengréf3e und damit im mittleren Molekular-
gewicht wider. Der Zusammenhang zwischen Viskositat und Molekulargewicht ist fur Alginate durch die
Mark-Houwink-Beziehung beschrieben (Mark 1938; Houwink 1940; Kong et al. 2004). Da Alginat als Po-
lyelektrolyt in ionenarmem Medium eine konformationsbedingte Kettenaufweitung zeigt, sind die abgeleiteten
Molekulargewichte jedoch nur relativ vergleichbar (Smidsrgd & Haug 1971). Die geringeren Viskositaten der
Fucus-Alginate konnten zudem auf geringere Ausgangsmolekulargewichte oder starkere Depolymerisation
wahrend des alkalischen Extraktionsschritts bei hoher Temperatur zurlickzufiihren sein (Haug et al. 1967;
Fertah et al. 2014). Der Einfluss der Extraktionstemperatur wurde exemplarisch fir S. latissima untersucht
(Abb. 4). 2 % (w/v) Na-Alginat-Losungen aus Extraktionen bei 50°C (SL50) bzw. 100 °C (SL100) zeigten
ebenfalls scherverdiinnendes Verhalten mit Plateau oberhalb von etwa 10-20 s™ (Smidsrgd & Haug 1971,
Lee & Mooney 2012). Uber den gesamten Scherratenbereich wies SL50 eine etwa doppelt so hohe Viskositét
auf wie SL100 (Plateau bei 50 s7: ca. 0,7-0,8 Pa-s vs. 0,35-0,4 Pa-s). Dies deutet auf eine geringere mittlere
Kettenlange des bei 100°C extrahierten Alginats hin, vermutlich infolge temperaturbedingter Depolymerisa-
tion im alkalischen Milieu (Haug et al. 1967; Smidsrgd & Haug 1971; Fertah et al. 2014). Die beobachteten
Unterschiede sind relativ zu interpretieren, da Messungen in A. dest. eine polyelektrolytbedingte Kettenauf-
weitung beginstigen (Smidsrgd & Haug 1971).

2.00
—8— SL50
SL100

i Abb. 4. Viskositatsvergleich von 2% Na-Alginat aus S. latissima (SL)
150 1 nach Extraktion bei 50 vs. 100 °C im alkalischen Extraktionsschritt. Die

Skala der y-Achse wurde so angepasst, dass Low Shear Ausreif3er nicht
angezeigt werden.
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Spektroskopische Analysen der extrahierten Alginate (FTIR & Raman)

Die rheologischen Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei htheren Extraktionstemperaturen gewonnene
Alginate eine geringere mittlere Kettenlange besitzen. Eine solche Depolymerisation veréandert in der Regel
nicht die chemischen Grundfunktionen, sondern vor allem Bandenform und Intensitat vorhandener Schwin-
gungen in FTIR- und Raman-Spektren (Smidsrad & Haug 1971; Kong et al. 2004). FT-IR- und Raman-
Spektroskopie wurden daher eingesetzt, um mdogliche extraktions- und artspezifische Unterschiede in der
lokalen Carboxylat-Umgebung des Polysaccharids zu untersuchen, die fir Vernetzung und Gelbildung rele-
vant sind (Socrates 2001; Donati et al. 2023).

FT-IR-Spektren der Alginate wurden beim BlueBioPol-Projektpartner (Funktionale Nanomaterialien, Univ.
Kiel) mit einem Cary-630-Spektrometer aufgenommen (Abb. 5). Alle Proben zeigten die fur Alginate typi-
schen Banden des Polysaccharidgeriists. Eine breite O—H-Bande bei etwa 3200-3400 cm™ weist auf Was-
serstoffbriickenbindungen und Restwasser hin und unterscheidet sich zwischen den Proben nur geringfiigig
(Synytsya et al. 2010; Kulig et al. 2016). Deutlichere Unterschiede traten im Carboxylat-Bereich auf. Die
asymmetrische v_as(COQO™)-Schwingung bei etwa 1600-1620 cm™ war bei allen Proben ausgepréagt, zeigte
jedoch bei den Laminariaceae-Alginaten (SL, LD) eine starkere Strukturierung, insbesondere bei den bei 100
°C extrahierten Proben. Die symmetrische v_s(COQO~)-Bande bei etwa 1400-1425 cm™ war bei SL und LD
schérfer ausgepragt als bei den Fucaceae-Alginaten, was mit einer homogeneren Carboxylat-Umgebung
und guten Vernetzungseigenschaften in Verbindung gebracht werden kann (Socrates 2001; Donati et al.
2023). Im Fingerprint-Bereich (1000-1100 cm™) zeigten die Laminariaceae-Alginate eine klarere Bandstruk-
tur, wahrend die Fucus-Alginate komplexere Signale aufwiesen, was auf Unterschiede in der Monomerab-
folge oder Begleitpolysacchariden hinweisen kann (Synytsya et al. 2010; Fertah et al. 2014). Insgesamt be-
statigen die FT-IR-Spektren die alginattypische Grundstruktur, zeigen jedoch Art- und extraktionsabhéngige
Unterschiede in der Carboxylat-Umgebung.

FT IR - Saccharing latissima [SL)

Extraktionstemperatur 50°C / 100°C

— T —— _ Abb. 5. FTIR-Spektren der
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Die im Vergleich zu den Fucus-Proben scharferen Carboxylatbanden sowie die klarere Fingerprint-Struktur
der Laminariaceae-Alginate sprechen fiir eine homogenere Carboxylat-Umgebung und sind mit einem ho-
heren G-Anteil bzw. einer fur die Ca2*-vermittelte Gelierung glinstigeren G-Block-Struktur vereinbar, wahrend
fur Fucus spp. geringere G-Block-Anteile und langere M-Block-Sequenzen beschrieben sind (Draget et al.,
2005; Catarino et al., 2018). Fur quantitative Aussagen zum M/G-Verhaltnis der extrahierten Alginate waren
NMR-basierte Strukturcharakterisierungen erforderlich, die bisher nicht durchgefihrt wurden.
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Raman Spektroskopie: Zur detaillierteren Analyse der Carboxylat-Umgebung wurden ergdnzend Raman-
Messungen durchgefiihrt, beim BlueBioPol-Projektpartner (Funktionale Nanomaterialien, Univ. Kiel,
WITec360-Spektrometer). Die Spektren der S. latissima-Alginate aus Extraktionen bei 50 °C (SL50) und 100
°C (SL100) zeigen reproduzierbare Unterschiede im carboxylatassoziierten Bereich (Abb. 6). SL50 hatte
eine starkere Bande bei etwa 1400-1450 cm™ (v_s(COQO")), wahrendSL100 relativ starkere Signalanteile
bei etwa 1550-1650 cm™ (v_as(COOQO")) zeigte (chemische Zuordnung: Schmid et al. 2008; Parab & Tomar
2012). Diese Unterschiede deuten auf extraktionsbedingte Veranderungen der lokalen Carboxylat-Umge-
bung hin, die fir die Ca2*-vermittelte Gelierung relevant sind. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der
Annahme, dass hohere Extraktionstemperaturen eine partielle Depolymerisation begunstigen kdnnen, ohne
neue funktionelle Gruppen zu erzeugen (Haug et al. 1967; Smidsrgd & Haug 1971, Fertah et al. 2014). Die
spektroskopischen Daten bestatigen damit die rheologischen Befunde und zeigen, dass Extraktionsbedin-
gungen die molekulare Umgebung der funktionellen Gruppen und damit potenziell die Vernetzungs- und
Gelierungseigenschaften der Alginate beeinflussen (Kong et al. 2004; Donati et al. 2023).

Abb. 6. Raman-Spektren: Vergleich der relativen Auspragung der Ban-

c-Q) Glycosidic Vaymin(COO) Vi COO)

(!
e den von S. latissima (SL) Alginaten die im alkalischen Extraktionsschritt
(|

C-C-H) Breathing

auf 50 bzw. 100°C erhitzt wurden. Es wurden je 2 Vergleichsmessungen
(L1, _2) durchgefiihrt. Chemische Zuordnung vgl. Schmid et al. 2008.

Intensity [a.u.]

——si50.1 ——sl50.2 ——sSL1001  ——SL100 2

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Raman Shift /cm™®

Phenolische Verunreinigungen

Polyphenole sind eine der wichtigsten Begleitstoffklassen bei der Extraktion von Alginaten aus Braunalgen
und kénnen, abhéngig von Algenart, Gewebe und Extraktionsbedingungen, in unterschiedlichem Umfang im
Endprodukt verbleiben. Da Polyphenole die Farbe, Oxidationsstabilitat sowie potenziell auch das Vernet-
zungs- und Gelierverhalten von Alginaten beeinflussen kénnen, wurde der Gehalt an polyphenolischen Ver-
unreinigungen in den extrahierten Proben bestimmt und mit einem kommerziellen Alginat verglichen.

0,025

Abb. 7. Gesamtpolyphenolgehalt verschiedener Algi-
natproben im Vergleich zu einem kommerziellen Algi-
nat (AlgCom, Vivastar JRS Rettenmaier), bestimmt
mittels Folin-Ciocalteu-Assay (Standard: Phloroglu-
cin).
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Der Gesamtpolyphenolgehalt wurde mittels Folin-Ciocalteu-Assay nach Zhang et al. (2006) bestimmt, wobei
Phloroglucin als Standard verwendet wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass die untersuchten Alginatproben
insgesamt niedrige Polyphenolgehalte aufweisen. Die Messwerte (Abb. 7) lagen im Bereich bzw. teilweise
unterhalb des kommerziellen Referenzalginats (VIVASTAR, JRS Rettenmaier), insbesondere fir die aus S.
latissima (SL) und L. digitata (LD) gewonnenen Proben. Demgegenuber zeigten Alginate aus Fucus-Arten
(FV, FS) hohere Polyphenolgehalte, was mit der bekanntermaf3en héheren Polyphenol- und Phlorotannin-
gehalten dieser Gattungen konsistent ist (Catarino et al. 2018). Der Vergleich mit dem kommerziellen Alginat
verdeutlicht, dass die eingesetzten Extraktions- und Aufreinigungsschritte eine effektive Reduktion poly-
phenolischer Begleitstoffe ermdglichen und hinsichtlich dieses Qualititsparameters ein mit kommerziellen
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Produkten vergleichbares Niveau erreicht wird. Restpolyphenole lassen sich selbst bei industriell hergestell-
ten Alginaten nicht ganz vermeiden, da sie teilweise kovalent oder Uiber starke nicht-kovalente Wechselwir-
kungen an die Polysaccharidmatrix gebunden sind (Lorbeer et al. 2015; McHugh 2003).

Vergleich von Crosslinking Eigenschaften (visuell, REM, Kompression)

Visueller Vergleich

Zur funktionellen Einordnung der rheologischen und spektroskopischen Ergebnisse wurde ein einfacher
Spharentest durchgefiihrt. Tropfen einer 1 % Na-Alginatlésung wurden in 2 % CaCl, Uberfuhrt, wodurch
spontan Ca2*-vernetzte Alginat-Spharen entstanden. Formstabilitat, Oberflachenhomogenitat und Transpa-
renz der Sphéren (Abb. 8) erlauben eine qualitative Bewertung der Gelbildung und Vernetzungsdichte. Dabei
zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Proben. Einige Alginate bildeten nahezu kugelférmige,
mechanisch stabile und homogene Spharen, wahrend andere unregelméafiige Geometrien oder Schrump-
fung aufwiesen. Diese Unterschiede stehen im Einklang mit den rheologischen Ergebnissen.

. . . - ,

SL 50°C SL 100°C LD 50°C LD 100°C FV 100°C FS 100°C

Abb. 8. Visueller Vergleich von Ca2 *-vernetzten Alginat-Spharen nach Tropfenbildung aus 1 % (w/v) Na-Alginatldsun-
gen in 2 Gew.-% CacCl,. Dargestellt sind Alginate aus S. latissima (SL), L. digitata (LD), F. vesiculosus (FV) und F. ser-
ratus (FS), die zuvor unter unterschiedlichen Bedingungen extrahiert wurden (50 °C bzw. 100 °C). Die Abbildungen
zeigen Unterschiede in Spharenform, Transparenz, Oberflachenhomogenitat und mechanischer Stabilitat, die auf vari-
ationsbedingte Unterschiede im Gelierverhalten der Alginate hinweisen.

Proben mit héherer Viskositat und stéarker elastischem Verhalten fuhrten zu stabileren Sphéren, wéhrend
niedrigviskose Alginate starker deformierten (Smidsrgd & Haug 1971; Draget et al. 2011). Auch strukturelle
Unterschiede der Alginate kénnen hierzu beitragen. Insbesondere der Anteil und die Sequenz von Guluron-
saure-Blocken beeinflussen die Ca2*-vermittelte Gelbildung nach dem ,Egg-Box“-Modell und damit die Aus-
bildung stabiler Vernetzungszonen (Grant et al. 1973; Donati & Paoletti 2009). Unterschiede zwischen La-
minariaceae- und Fucaceae-Alginaten sowie extraktionsbedingte Veranderungen von Molekulargewicht und
M/G-Verhaltnis kdnnen daher zu variierenden Gelierungseigenschaften filhren (Catarino et al. 2018; Bojor-
ges et al. 2023). Der Sphéarentest stellt damit zusammen mit REM Aufnahmen (Abb. 9) eine anschauliche
Erganzung zu den quantitativen Analysen dar.

Rasterelektronenmikroskopischer Vergleich

Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen werden héaufig eingesetzt, um die Morphologie ionisch
vernetzter Alginate im festen Zustand zu charakterisieren und strukturelle Unterschiede sichtbar zu machen,
die sich aus Variationen im M/G-Verhaltnis, der Molekulargewichtsverteilung und den Vernetzungsbedingun-
gen ergeben. Insbesondere bei Ca2*-vernetzten Alginaten erlaubt die Analyse von Partikelgro3e, Aggrega-
tionsgrad und Oberflachenstruktur Ruckschlisse auf die Dichte und Homogenitat des Polymernetzwerks,
die wiederum eng mit den mechanischen und rheologischen Eigenschaften der gebildeten Gele verknipft
sind (Smidsrgd & Haug 1971; Draget et al. 2011; Donati & Paoletti 2009). Die REM-Aufnahmen (Abb. 9)
liefern damit eine qualitative Ergénzung zu den spektroskopischen und rheologischen Analysen und kénnen
zur vergleichenden Bewertung unterschiedlicher Alginatqualitdten herangezogen (Gomez et al. 2009; Car-
valho et al. 2024).
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Abb. 9. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Na-Alginaten nach lonencrosslinking mit CaCl,. Dargestellt
sind ein kommerzielles Referenzalginat sowie Alginate aus S. latissima (SL100), L. digitata (LD100) und F. serratus
(FS100). Alle Proben zeigen uberwiegend sphérische bis sub-sphérische Partikel mit rau strukturierter Oberflache. Die
PartikelgroRe und Oberflachenmorphologie variieren mit der Algenart. Die Aufnahmen wurden vom BlueBioPol-Projekt-
partner Pharmazeutische Technologie (Univ. Kiel) erstellt.

Vergleichende Kompressions-Tests
Zur erganzenden mechanischen Charakterisierung wurden aus SL50- und SL100-Alginat hergestellte, mit
CaCOj; vernetzte Gele einem uniaxialen Kompressionstest unterzogen (Abb. 10). Durchgefuhrt wurden die
Messungen beim BlueBioPol-Projektpartner Funktionale Nanomaterialien, Univ. Kiel (MCR702e Rheometer,
Anton Paar GmbH). Die Spannungs-Dehnungs-Kurven beider Proben verlaufen tber den gesamten unter-
suchten Dehnungsbereich nahezu deckungsgleich und zeigen ein typisches nichtlineares Verformungsver-
halten, wie es fur ionisch vernetzte Alginate typisch ist. Lediglich bei héheren Dehnungen (> ca. 25 %) weist
das SL50-Gel eine geringfiigig héhere Kompressionsspannung auf.
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Der Kompressionstest eignet sich primar zur Bewertung der makroskopischen Steifigkeit und Belastbarkeit
von Hydrogelnetzwerken und reagiert insbesondere auf Unterschiede in der effektiven Vernetzungsdichte
und Netzwerkhomogenitat (Lee & Mooney 2012; Donati & Paoletti 2009). Die hier beobachtete geringe Dif-
ferenz zwischen SL50 und SL100 deutet darauf hin, dass sich die durch die Extraktionstemperatur bedingten
strukturellen Unterschiede der Alginate bei CaCO;-vermitteltem Crosslinking mechanisch nur eingeschrankt
auswirken. Im Vergleich zu CacCl, fuhrt CaCOs; offenbar zu einer verzégerten und gleichmafigeren Freiset-
zung von Caz*-lonen, wodurch die Vernetzung langsamer und homogener erfolgt. Dies reduziert lokale Gra-
dientenbildung, die bei der schnellen Diffusion von Ca2* aus CacCl, typisch sind, und kann zu mechanisch
ausgeglicheneren, aber weniger sensitiv differenzierenden Gelen fiihren (Draget et al. 2011; Lee & Mooney
2012; Houben & Pitet 2023). Vor diesem Hintergrund ist die starke Uberlappung der Kompressionskurven
plausibel und legt nahe, dass das CaCO;-Crosslinking feine Unterschiede in der Alginatstruktur teilweise
nivelliert. Der Kompressionstest erganzt damit die zuvor beschriebenen Crosslinking-, Morphologie- und
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Freisetzungsexperimente, zeigt jedoch zugleich die begrenzte Sensitivitat dieser Methode fiir subtile struk-
turabhéngige Unterschiede zwischen SL50- und SL100-Alginat unter Bedingungen eines langsamen, homo-
genen lonen-Crosslinkings.

1.6 Praxisnahe Alginat-Verarbeitungstests

Wirkstofffreisetzung
Zur funktionellen Ergadnzung der physikochemischen Charakterisierung wurde das Tragermaterialpotenzial

der Alginate in einem Modellversuch zur Wirkstofffreisetzung untersucht. Hierzu wurden aus bei 50 °C bzw.
100 °C extrahierten Alginaten von S. latissima (SL) und L. digitata (LD) Ca?*-vernetzte Spharen hergestellt
und mit Phycocyanin (PC) beladen. PC ist ein wasserlésliches Pigmentprotein mit einem Absorptionsmaxi-
mum bei 615nm und wird haufig als Modellsubstanz fiir Diffusions- und Freisetzungsstudien aus Hydrogelen
eingesetzt (Draget et al. 2011; Donati & Paoletti 2009). Die Freisetzung in 0,9 % NaCl wurde photometrisch
verfolgt (Abb. 11 links). Die Ergebnisse zeigen, dass Spharen aus bei 50 °C extrahierten Alginaten eine
langsamere PC-Freisetzung aufweisen als entsprechende 100-°C-Proben. Dies steht im Einklang mit den
spektroskopischen Befunden, die extraktionsbedingte Unterschiede in der Carboxylat-Umgebung und damit
in der Ca2*-Bindung und Netzwerkstruktur der Gele anzeigen (Donati & Paoletti 2009). Dichter vernetzte
Alginate mit héherem G-Block-Anteil oder hherem Molekulargewicht fihren typischerweise zu einer ver-
langsamten Diffusion und damit zu einer verzdgerten Wirkstoff Freisetzung (Grant et al. 1973; Draget et al.
2011). Der Versuch bestatigt damit die aus Rheologie, Spektroskopie und Crosslinking-Tests abgeleiteten
Unterschiede der Netzwerkstruktur und zeigt, dass sich diese in den Tréagereigenschaften Ca?*-vernetzter
Alginat-Sphéren widerspiegeln.

Alginat-Spinning und Rissfestigkeit

Als erganzender orientierender Vergleich wurde ein einfacher Alginat-Spinning-Versuch durchgefiihrt, bei
dem aus einer 2% SL-Alginatlésung durch Extrusion in eine 2 % CaCl,-Ldsung calciumvernetzte Alginatfa-
den gezogen wurden. An diesen Faden wurde anschlieRend die Peak-Rissfestigkeit bestimmt mit Goyojo
Digital Force Gauge GF5 (Abb. 11, rechts).
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Abb. 11. Links - Fotografische Darstellung der Phycocyanin (PC)-beladenen Alginat-Spharen und PC-Freisetzung aus
Ca? -vernetzten Alginat-Spharen aus S. latissima (SL) und L. digitata (LD). Die Spharen wurden durch Tropfenbildung
aus 1 % (w/v) Na-Alginatldsungen in 2 % CacCl, (w/v) hergestellt. Alginate wurden zuvor bei 50 °C bzw. 100 °C extrahiert.
Die kumulative Freisetzung des Modellproteins Phycocyanin wurde in 0,9 % NaCl-Lésung photometrisch tber die Ab-
sorption bei 615 nm 3 Stunden verfolgt und als zeitabhangigen Freisetzungsprofile dargestellt. Rechts - Peak-Rissfes-
tigkeit Ca-vernetzter Alginatfaden aus 2 % SL50- und SL100-Alginatldsungen (Extraktionstemperatur 50 bzw. 100°C)
nach Extrusion in 2 % CacCl, (Mittelwert + SD, n = 3).

Obwohl die Herstellung der Faden aufgrund der manuellen Ziehtechnik variierten und die Ergebnisse daher
nicht Uberbewertet werden sollten, zeigen sich dennoch konsistente Unterschiede zwischen SL50- und
SL100-Alginat. Die aus dem bei 50 °C extrahierten Alginat hergestellten Faden weisen im Mittel eine hohere
maximale Rissfestigkeit auf als die entsprechenden SL100-Faden. Dieses Verhalten steht im Einklang mit
bereits beschriebenen Befunden, die zeigen, dass Extraktionsbedingungen und daraus resultierende Unter-
schiede in Molekulargewicht und Blockstruktur die mechanischen Eigenschaften calciumvernetzter Alginat-
fasern maRgeblich beeinflussen (Silva et al. 2023). Der Versuch liefert damit einen zusatzlichen, qualitativ
einordnenden Hinweis auf strukturelle Unterschiede zwischen SL50- und SL100-Alginat.
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Folien

Zur praxisnahen Einordnung der zuvor ermittelten materialanalytischen Eigenschaften wurde extrahiertes S.
latissma-Alginat (SL50) exemplarisch in zwei einfachen Use-Case-Tests untersucht: (i) der Herstellung von
Alginatfolien sowie von Alginat-Kollagen-Kompositfolien (Abb. 12 links) und (ii) der anodalen Alginatdeposi-
tion aus wassriger Lésung (Abb. 12 rechts). Beide Versuche dienen der Uberpriifung des Verarbeitungs- und
Strukturverhaltens des Alginats unter anwendungsnahen Bedingungen. Die Folienherstellung durch GielRen
einer 2 % Alginatldsung und anschlieBende Lésungsmittelverdunstung fiihrte zu homogenen, mechanisch
stabilen Alginatfilmen. Blasen in den Folien wurden durch Zentrifugation der Alginatlésung vermieden. Durch
Zusatz von 1 % Quallenkollagen konnten transparente Alginat-Kollagen-Kompositfolien hergestellt werden.
Solche Biopolymer-Kompositfolien sind in der Literatur beschrieben und zeigen héufig verbesserte mecha-
nische Eigenschaften, Barrierefunktionen oder biofunktionelle Effekte gegenutber reinen Alginatfilmen, was
ihre Relevanz fur Biomaterialanwendungen unterstreicht (Ma et al. 2022). Die gute Filmbildung und Kompa-
tibilitat mit Kollagen stehen im Einklang mit den zuvor beobachteten Vernetzungs- und Strukturmerkmalen
des SL50-Alginats.

Seaweed Alginate & ggggg
3 = 2 Casting Evaporation 0

Alginate Film
=

A Alginate-Collagene

Rhizostoma sp. Freeze-dried Jellyfish Collagene 1%, pH~7 Composite Film
Wikipedia Co\lagens

Alginate Degosit after 3days  Dried Alginate Deposit Film
intap water

Abb. 12. Links - Herstellung von Alginat- und Alginat-Kollagen-Folien aus S. latissima-Alginat durch Lésungsguss (nach
Zentrifugation zur Blasenvermeidung) mit Verdunstung des Lésungsmittels. Rechts - Anodale Alginatdeposition aus ei-
ner 2 % S. latissima (SL50) - Alginatlésung mit Bildung eines stabilen, unldslichen Alginat-Deposits an der Anode.

Elektrochemische Alginatdeposition

Bei der elektrochemischen Alginatdeposition steuert ein elektrisches Feld die Migration und lokale Anreiche-
rung des negativ geladenen Alginats an der Anode (Szklarczyk et al. 2013). Es wurde beobachtet, dass sich
das Alginat unmittelbar an der Anode leicht verfarbt, vermutlich durch lokal elektrochemisch induzierte Ef-
fekte, etwa pH-Verschiebungen, anodische Oxidationsprozesse oder eine feldinduzierte Verdichtung des
Polysaccharids. Bemerkenswert ist zudem, dass das anodisch abgeschiedene Alginatdeposit nach mehrta-
giger Lagerung in Leitungswasser nicht wieder in Losung ging. Dieses Verhalten lasst sich plausibel durch
eine sekundére ionische Vernetzung erklaren, da im Leitungswasser enthaltene divalente Kationen — insbe-
sondere Ca?* — das abgeschiedene Alginat nachtraglich quervernetzen und so eine wasserunlésliche, gel-
artige Struktur stabilisieren. Diese Beobachtung fligt sich konsistent in die zuvor beschriebenen Ergebnisse
zur Ca?*-induzierten Vernetzung und zur erhdhten Stabilitét ionisch vernetzter Alginatstrukturen in ionenhal-
tigen Medien ein.

Beide Use-Case-Tests zeigen, dass sich S. latissima -Alginat auch unter einfachen, anwendungsnahen Be-
dingungen zu stabilen Filmen, biopolymeren Kompositmaterialien und elektrochemisch abgeschiedenen
Strukturen verarbeiten lasst.

1.7 Voraussetzungen der Anwendung von Alginaten als Tragermaterial Vorstufen

Die im Projekt extrahierten und charakterisierten nativen Alginate sind als Tragermaterial-Vorstufen einzu-
ordnen, stellen jedoch noch kein biomedizinisch einsetzbares Material dar. Die Abgrenzung erfolgt dort, wo
aus der rein chemisch-physikalischen Beschreibung ein funktional spezifiziertes System wird, dessen Struk-
tur, Vernetzung und Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen gezielt eingestellt und validiert sind, bei-
spielsweise durch chemische Derivatisierung (z. B. Methacrylierung) und anschlieBende kovalente Vernet-
zung. Dies umfasst neben Formgebung und Stabilitat auch nachgewiesene Biokompatibilitét, geeignete Ste-
rilisierbarkeit sowie die Einordnung in einen regulatorischen Anwendungsrahmen. Entsprechende Strategien
markieren den Ubergang von der nativen Materialvorstufe zum biomedizinisch einsetzbaren Tragermaterial.

10
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Sterilisation

Sterilfiltration von 1 % Alginatlésungen ber 0,2 um Spritzenfilter wurde getestet. Es konnte aber kein rele-
vanter Durchsatz erzielt werden, was durch die hohe Viskositat und eine damit verbundene Porenblockierung
erklarbar ist. GréRere Poren (0,45 um Filter-cutoff) verbesserten zwar den Durchsatz, erfillen jedoch nicht
die Anforderungen einer Sterilfiltration. Die Verringerung der Alginatkonzentration wiirde wiederum die an-
schlieRende Aufbereitung mit Gefriertrocknung sehr aufwandig und unwirtschaftlich machen. Als Alternativen
ist Autoklavieren zwar mikrobiologisch effektiv, fiihrt aber bei Alginatdispersionen zu deutlichen Viskositats-
abfallen und damit zu einer Depolymerisation/Abnahme des Molekulargewichts (z. B. starke Viskositéatsre-
duktion nach Dampfsterilisation; Lorson et al. 2020; Vandenbossche et al. 1993). Gamma-Bestrahlung wird
ebenfalls zur Sterilisation verwendet, bewirkt jedoch eine dosisabhangige, zufallige Kettenspaltung und ver-
andert dadurch materialrelevante Eigenschaften (Ulset et al. 2014); je nach Dosis und Zustand (trocken vs.
Lésung/Gel) kann dies zu einer Abnahme von Molekulargewicht und Viskositat fuhren. Insgesamt ist damit
ein Trade-off zu beachten: Sterilfiltration ist (wenn Uberhaupt) eher bei niedrigeren Konzentrationen/hoch
gereinigten Losungen praktikabel, Autoklavieren ist robust aber degradationsanfallig, und Gamma-Sterilisa-
tion ist prozesskompatibel, kann jedoch ebenfalls struktur- und eigenschaftsverandernd wirken. Bei ocean-
BASIS wurde die Sterilisation der Tragermaterial Vorstufen Gber die Ultrafiltration hinaus nicht verfolgt. Algi-
natproben wurden jedoch an den BlueBioPol-Projektpartner Translationale Kardiologie (UKSH, Kiel) weiter-
gegeben, zur Sterilisation und fir anschlieRende Tests zur Biokompatibilitat in Zellkulturen.

Biokompatibilitat

Alginate gelten als gut biokompatible Biomaterialien und werden aufgrund ihrer geringen Zytotoxizitat, feh-
lenden intrinsischen Bioaktivitat und guten Vertraglichkeit in biomedizinischen Anwendungen eingesetzt (Fe-
liciano et al. 2024). Aktuelle Arbeiten bestatigen, dass reine Alginate in vitro und in vivo in der Regel nur
geringe entziindliche oder immunologische Reaktionen auslésen und sich daher besonders fiir Hydrogele,
Zellverkapselung und Wirkstofftragersysteme eignen. Die Biokompatibilitaét wird dabei vom Molekularge-
wicht, dem M/G-Verhéltnis der Alginate sowie von verbleibenden Verunreinigungen beeinflusst (Lee &
Mooney 2012), weshalb eine sorgfaltige Extraktion und Aufreinigung mit Biokompatibilitatstest vor der bio-
medizinischen Anwendung entscheidend ist.

Stabilitdt quervernetzter Alginat-Strukturen in physiologischen Medien

Ca?*-quervernetzte Alginate besitzen in physiologischen Medien nur begrenzte Stabilitdt, da die ionische
Vernetzung reversibel ist. Im Blutmilieu kdnnen monovalente Kationen sowie Ca2*-bindende Spezies die
Koordination der Ca2*-lonen an guluronsaurereiche Sequenzen (,Egg-Box-Modell*) stéren. Dadurch kommt
es zu lonenaustausch, Quellung und einer allméhlichen Abschwachung des Polymernetzwerks (Grant et al.
1973; Draget et al. 2011; de Vos et al. 1997). Diese Destabilisierung erfolgt unabhangig von enzymatischem
Abbau und begrenzt die Langzeitstabilitat rein ionisch vernetzter Alginate. Ein verbreiteter Ansatz zur Stabi-
lisierung ist die chemische Modifizierung zu Alginate-Methacrylaten (Alg-MA). Durch Einfiihrung polymeri-
sierbarer Methacrylatgruppen kdnnen Alginate zuséatzlich kovalent vernetzt werden, meist mittels photoindu-
zierter Polymerisation. Diese Vernetzung ist weitgehend unabhangig von lonenaustauschprozessen und
fuhrt zu stabileren Hydrogelen mit besser kontrollierbaren mechanischen und diffusionsrelevanten Eigen-
schaften (Lee & Mooney 2012; Lorson et al. 2020). Haufig werden kombinierte Systeme eingesetzt, bei de-
nen eine initiale Ca2*-Gelierung durch eine nachfolgende kovalente Vernetzung stabilisiert wird. Alginate-
Methacrylate sind jedoch chemisch modifizierte Biopolymere und nicht mehr als marine Naturstoffe einzu-
ordnen, auf deren Herstellung oceanBASIS fokussiert ist. Unvollstdndig umgesetzte Reagenzien oder Ne-
benprodukte kénnen im Material verbleiben. Dadurch entstehen zusatzliche Anforderungen an die toxikolo-
gisch/chemische Charakterisierung, Biokompatibilitdt und regulatorische Bewertung, etwa hinsichtlich Rest-
monomeren oder Photoinitiatoren (Lee & Mooney 2012). Zudem ist der Abbau kovalent vernetzter Alg-MA-
Hydrogele deutlich langsamer als bei rein ionisch vernetzten Alginaten (Lorson et al. 2020). Trotz dieser
Einschrankungen sind Alginate-Methacrylate eine etablierte Materialklasse, wenn eine hohe Stabilitat im
physiologischen Milieu erforderlich ist.

Anforderungen an Alginate nach biomedizinischem Anwendungsbereich

Insgesamt erfordern biomedizinische Anwendungen indikationsspezifisch abgestimmte Alginate mit eng de-
finierten Spezifikationen hinsichtlich Struktur, Reinheit, Vernetzungsmechanismus und mechanischer Eigen-
schaften (Lee & Mooney 2012, Feliciano et al. 2024):
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Zellverkapselung: Erforderlich sind reine Alginate mit enger Molekulargewichtsverteilung und definiertem
M/G-Verhaltnis. Mechanische Stabilitat (hoher G-Anteil) und gleichzeitig ausreichende Diffusion fur Nahr-
stoffe und Metabolite sind entscheidend. Besonders kritisch sind Immunvertraglichkeit und Batch-Reprodu-
zierbarkeit.

Tissue Engineering / 3D-Bioprinting: Erforderlich sind rheologische Eigenschaften die eine gute Druckbarkeit
ermoglichen und schnelle Gelierung. Fur Langzeitanwendungen ist eine kovalente Vernetzung (z. B. Me-
thacrylierung) zur Stabilisierung im physiologischen Milieu notwendig.

Wundauflagen und Hamostatika: Hier stehen Absorptionsfahigkeit, flexible Gelbildung und gute Biokompati-
bilitat im Vordergrund. Das M/G-Verhaltnis beeinflusst Gelstarke und Flussigkeitsaufnahme.

Drug Delivery: Entscheidend ist eine reproduzierbare, homogene Netzwerkmatrix fur definierte Diffusions-
profile. Molekulargewicht und Blockstruktur bestimmen die Freisetzungsrate. Je nach vorgesehener Anwen-
dungsdauer kann eine ionische oder kovalente Vernetzung erforderlich sein.

Implantierbare Systeme: Besonders hohe Reinheit, kontrollierte Immunantwort und Langzeitstabilitat sind
erforderlich. Haufig werden stabilisierte (metacrylierte) oder dual vernetzte Alginate eingesetzt.

Qualitatskontrollstrategie

Die QM-Strategie sollte insbesondere artspezifisch definierte Zielbereiche fur Molekulargewicht, M/G-Ver-
haltnis und funktionelle Parameter, wie rheologische Eigenschaften festlegen, um ein spezifiziertes, repro-
duzierbares Biopolymer mit regulatorischer Anschlussfahigkeit anbieten zu kénnen.
Rohstoffrickverfolgbarkeit: Dokumentation von Art, Standort (Wildbestand oder Aquakultur), Erntezeitpunkt
und Chargenzuordnung zur Sicherstellung biologischer Konsistenz.

Funktionale Validierung: Standardisierte Gelbildung, mechanische Kurztests und Stabilitatsprifung in phy-
siologischen Medien zur Sicherstellung reproduzierbarer Materialeigenschaften.

Reinheitskontrolle: Analyse von Verunreinigungen, die die Biokompatibilitdt beeinflussen kénnen (vgl. Car-
valho et al. 2024).

Strukturelle Spezifikation (chargenweise, sofern die geplante Anwendung eine homogene Mikrostruktur
erfordert): Bestimmung von Molekulargewicht, M/G-Verhaltnis und Ca2*-Gelierverhalten, da diese Parame-
ter die mechanischen und diffusionsrelevanten Eigenschaften bestimmen (Donati et al. 2023; Feliciano et
al. 2024).

Requlatorische Anschlussfahigkeit: Dokumentierte Spezifikationskorridore und Prozesskontrolle.

1.8 Art-Spezifische vs. Blend Alginate in biomedizinischen Anwendungen

Kommerziell verfigbare Alginate werden meist als funktional spezifizierte Produkte vermarktet, in der Regel
ohne Angabe der zugrunde liegenden Braunalgenart. Dies spiegelt die industrielle Praxis wider, Alginate aus
unterschiedlichen Quellen als Blends zu kombinieren, um reproduzierbare makroskopische Eigenschaften
wie Viskositat oder Gelstarke zu erzielen (Lee & Mooney 2012). Solche Blend-Alginate weisen jedoch haufig
eine breitere Molekulargewichtsverteilung sowie eine hdhere intrinsische Heterogenitat im M/G-Verhaltnis
und in der Blockstruktur auf als artspezifische Alginate (Donati et al. 2023). Wahrend die Heterogenitat fur
viele technische Anwendungen unkritisch ist, kann sie in biomedizinischen Anwendungen nachteilig sein.
Die mechanischen Eigenschaften, Netzwerkarchitektur sowie Diffusions- und viskoelastischen Eigenschaf-
ten von Alginat-Hydrogelen hdngen wesentlich von Molekulargewicht, M/G-Zusammensetzung und Block-
langen ab (Kong et al. 2004; Chaudhuri et al. 2015). Entsprechend kdénnen breite Molekulargewichtsvertei-
lungen oder strukturelle Inhomogenitaten zu variabler Zellantwort, ungleichmafigen Diffusionsprofilen und
eingeschrankter Reproduzierbarkeit fuhren (de Vos et al. 1997; Orive et al. 2002). Zudem beeinflussen Zu-
sammensetzung und strukturelle Homogenitat der Alginate auch die Biokompatibilitdt und mégliche Immun-
reaktionen, insbesondere bei Implantat- oder Langzeitanwendungen (de Vos et al. 2006; Bochenek et al.
2018). Artspezifische Alginate mit geringerer intrinsischer Variabilitat ermdglichen daher eine prazisere Kon-
trolle der Hydrogel-Mikrostruktur und der mechanischen Mikroumgebung und kénnen fir mechanosensitive
oder immunologisch sensible Anwendungen vorteilhaft sein (Chaudhuri et al. 2015; Feliciano et al. 2024).
Waéhrend Blend-Alginate weiterhin den industriellen Standard fur funktional definierte Anwendungen darstel-
len, haben strukturell eng spezifizierte artspezifische Alginate insbesondere in spezialisierten biomedizini-
schen Anwendungen relevante Vorteile (Lee & Mooney 2012; Donati et al. 2023). Auf dieser Grundlage kann
ein Verwertungsansatz fur artspezifische Alginate aus heimischen Braunalgen entwickelt werden (Kap. 4).
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1.9 Wissenschaftlicher Stand der Kollagenisolation an den angeknipft wurde

Kollagen ist ein etabliertes Biomaterial fir Wundauflagen, Hydrogele, Scaffolds und Anwendungen im Tissue
Engineering. Seine Eignung beruht vor allem auf Biokompatibilitat, biologischer Abbaubarkeit, Zelladhasivitat
und der Fahigkeit, fibrillare Netzwerke mit definierbaren mechanischen Eigenschaften auszubilden (Lim et
al. 2019; Zhang et al. 2023). Marine Kollagene, darunter Quallenkollagen, werden dabei als interessante
Alternative zu Sauger-kollagenen diskutiert (Lim et al. 2019; Hu et al. 2025).

Die Eigenschaften von Quallenkollagen hangen wesentlich von der Art, der Gewebezusammensetzung so-
wie von Extraktions- und Aufreinigungsbedingungen ab. Der Stand der Technik umfasst in der Regel eine
Vorbehandlung des Rohmaterials, saure Extraktion, haufig eine pepsinunterstiitzte Solubilisierung, anschlie-
Rende Zentrifugation, Salzfallung, Dialyse und Trocknung bzw. Gefriertrocknung. Prozessparameter wie pH-
Wert, Temperatur, Extraktionsdauer und Enzymeinsatz beeinflussen dabei Ausbeute, Reinheit und struktu-
relle Integritat des Kollagens (Cheng et al. 2017; Coppola et al. 2020; Ballesteros et al. 2025).

Die Abgrenzung zwischen extrahiertem Kollagen als Tragermaterial-Vorstufe und einem medizinisch ein-
setzbaren Material erfolgt dort, wo tber die reine Gewinnung hinaus auch Reinheit, Fibrillenbildung, Stabilitat
im physiologischen Milieu, Sterilisierbarkeit, biologische Vertraglichkeit, Chargenkonsistenz und regulatori-
sche Anforderungen bertcksichtigt und validiert sind. Gerade diese Entwicklungslicke wird fir Quallenkol-
lagen in der aktuellen Literatur weiterhin als zentrale Herausforderung beschrieben (Hu et al. 2025; Ahmed
et al. 2021).

1.10 Definition von Toleranzgrenzen und Spezifikation des Ausgangsmaterials (Quallen) und der
Kollagen-Vorstufe fir das Tragermaterial (Kollagengehalt, Vorbehandlung, Lagerung)

Es wurden verschiedene Quallenspezies sowie Vorbehandlungs- und Konservierungsmethoden des Aus-
gangsmaterials auch im Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit untersucht. Zunachst erfolgte eine Recherche zu
geeigneten Quallenarten und deren Verflgbarkeit. Als heimische Arten, die in der Ostsee vorkommen, wur-
den Aurelia aurita (Ohrenqualle), Cyanea capillata (Feuerqualle) und die invasive Art Mnemiopsis leidyi
(Meerwalnuss) identifiziert. Aus dem asiatischen Raum wurde die kommerziell verfugbare Wurzelmund-
qualle Rhopilema esculentum als potenzielle Rohstoffquelle ausgewahlt. Die Betrachtung dieser Arten er-
folgte nach Gesichtspunkten der Kollagenqualitat, Verfugbarkeit, Nachhaltigkeit, Preisstruktur und Trans-
portlogistik.

Fruhere Untersuchungen hatten gezeigt, dass A. aurita zwar leicht verfligbar ist, jedoch einen geringen und
zudem stark schwankenden Kollagengehalt aufweist, was eine reproduzierbare Nutzung als Rohstoffquelle
erheblich erschwert.

M. leidyi tritt in der Ostsee zwar in groRen Mengen auf, einzelne Individuen sind jedoch sehr klein (max. 100—
110 mm Korperlange), filigran und weisen nur ein geringes Kérpergewicht auf. Um verwertbare Mengen an
Kollagen zu gewinnen, mussten daher sehr grof3e Stiickzahlen gefischt und verarbeitet werden, was aus
praktischer und wirtschatftlicher Sicht ungiinstig ist.

C. capillata ist eine stark nesselnde Art mit zahlreichen, teils bis zu 10 Meter langen Tentakeln, die dicht mit
Nesselzellen besetzt sind. Jedes Individuum kann bis zu 800 Tentakeln ausbilden. Fr eine sichere Nutzung
als Rohstoff ware es erforderlich, sdmtliche Tentakel und Nesselzellen vollstandig zu entfernen, um RUck-
stande von Nesselgift im Endprodukt auszuschlie3en. Dies ist jedoch aufgrund der anatomischen Gegeben-
heiten in der Praxis so gut wie unmaoglich, sodass C. capillata als industrielle Rohstoffquelle nicht weiterver-
folgt wurde.

Die Wurzelmundqualle R. esculentum ist eine essbare Qualle, die im asiatischen Raum, insbesondere in
China, im Tonnenmal3stab gezlichtet und verarbeitet wird. Sie zeichnet sich dadurch aus, dass sie bei einer
mittleren Schirmgré3e von bis zu 45 cm Durchmesser ein Koérpergewicht von bis zu 50 kg erreichen kann
und einen deutlich héheren Feststoffanteil und geringeren relativen Wassergehalt aufweist als beispiels-
weise A. aurita (bei vergleichbarer Schirmgrofie typischerweise < 10 kg). Obwohl auch R. esculentum eine
deutliche Nesselwirkung besitzt, ist die Verarbeitung aufgrund des Koérperbaus vergleichsweise einfach: Die
Tentakel (bis zu 16 Stiick) sind geordnet unter dem Schirm angeordnet und kénnen leicht entfernt werden.
In Deutschland ist R. esculentum in gepdkelter Form tiber den Fachhandel fiir asiatische Lebensmittel ver-
fugbar, wodurch eine gute und kontinuierliche Rohstoffverfligbarkeit gewahrleistet ist. Vor diesem Hinter-
grund wurde R. esculentum als zentrale Modellart fur die weitere Kollagengewinnung ausgewahit.
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Obwohl sich schon friihzeitig im Projekt fur die bereits gepokelte Qualle R. esculentum entschieden wurde,
wurden mit einigen Exemplaren von A. aurita weitere Konservierungsmethoden getestet, ndmlich Trocknen,
Einfrieren und Gefriertrocknen.

Das Trocknen erfolgte im Trockenofen bei 40°C und dauerte 80 Stunden bis zur Gewichtskonstanz. Neben
dem hohen Energieaufwand erwies sich das getrocknete Material als nicht mehr brauchbar, da es fur eine
folgende Kollagenisolation so gut wie nicht mehr gelést werden konnte. Die Trocknungszeit kann auch nicht
durch héhere Temperaturen verkirzt werden, da ansonsten das Kollagen denaturieren wirde.

Das Einfrieren erfolgte in einem handelsiblichen Tiefklihlschrank bei -18°C und ist somit technisch gesehen
unkompliziert. Es ist jedoch zu bedenken, dass zum gréf3ten Teil Wasser eingefroren wird, was sehr viel
Volumen einnimmt und somit sehr grof3e Tiefkiihlkapazitdten vorhanden sein miissen um gréBere Mengen
einfrieren zu kénnen.

Die Gefriertrocknung erfolgte in einer Laborgefriertrocknungsanlage und funktionierte prinzipiell sehr gut.
Aufgrund des hohen Wassergehaltes dauerte die Gefriertrocknung jedoch sehr lange (1 Woche), was einen
sehr hohen Energieaufwand bedeutet. Des Weiteren zeigte sich, dass das gefriergetrocknete Material na-
hezu nicht mehr in Losung zu bringen war und damit fir eine effiziente Kollagenextraktion nicht mehr geeig-
net ist.

Demgegentber erweist sich das Pdkeln als besonders vorteilhaft. Durch den Entzug von bis zu 80 % des
Wasseranteils wird das Volumen und Gewicht der Biomasse deutlich reduziert, wodurch Transport und La-
gerung wesentlich effizienter gestaltet werden kénnen.

Das Pokeln von Quallen wird in China bereits im industriellen Mal3stab angewendet und ist technologisch
etabliert.

Die gepokelte Biomasse weist ein sehr kompaktes Packmal? auf und wird in Kartons mit den Mafl3en 60 x 40
x 30 cm (L x B x H) gelagert. Pro Karton kdnnen etwa 20 kg Qualle mit einem Trockengewicht von rund 20—
30 % verpackt werden, was Lagerung und Weiterverarbeitung deutlich erleichtert. Die Haltbarkeit betragt
laut Produzenten zwei Jahre.

Da beim Pokeln priméar Wasser entzogen wird und keine harschen chemischen Modifikationen durchgefiihrt
werden, bleibt die Kollagenstruktur weitgehend erhalten.

Neben der Wirtschaftlichkeit ist auch die Nachhaltigkeit ein Argument fir die kommerziell erhaltlichen gep6-
kelten R. esculentum. Die Quallen werden vor Ort nachgeziichtet, was das ©kologische Gleichgewicht
schutzt.

Unter Abwagung von Kollagenqualitét, Verflugbarkeit, Logistik, Wirtschaftlichkeit und Nachhaltigkeitsaspek-
ten erweist sich R. esculentum aus dem chinesischen Lebensmittelgro3handel, das standardmafig in gepo-
kelter Form vorliegt, daher als derzeit einzige wirklich praktikable Rohstoffquelle fur die Gewinnung von Qual-
lenkollagen im Rahmen dieses Projektes.

1.11. Tests verschiedener Kollagenextraktionsmethoden

Dieses Teilarbeitspaket beschéftigte sich mit der Testung verschiedener Kollagenextraktionsmethoden im
Labormal3stab. Kollagen lasst sich auf verschiedenste Weise extrahieren und die einzelnen Prozessschritte
lassen sich wie folgt aufteilen:

Zerkleinerung: Allen mdglichen Extraktionsmethoden geht eine Zerkleinerung des Ausgangsmaterials vo-
ran. Die Zerkleinerungsmethode wird im Labormafl3stab so gewahlt, dass sie die erforderliche PartikelgroRe
erzeugt und im spéateren Projektverlauf in den Technikumsmafistab skalierbar ist.

Im LabormafRstab wurde ein Stabmixer (Braun, Typ 4182, 450 Watt) und ein Ultraturrax (IKA-Werke, T25
basic) getestet. Beide Methoden eigneten sich sehr gut. Das Ergebnis war jeweils ein homogener Brei mit
sehr kleinen Partikeln (max. 1x1mm). Fir den weiteren Verlauf wurde sich fur den Ultraturrax entschieden,
da diese Zerkleinerungsmethode (Rotor-Stator-Prinzip) spater im Technikumsmalfistab (Kolloidmihle) nach-
gestellt werden kann.

Extraktion: Kollagen lasst sich mit zwei verschiedenen Methoden extrahieren: enzymatisch (Cheng X, et
al., 2017) oder durch Ldsen in saurem Milieu, insbesondere in Essigsaure (Nagai et al., 2000).
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Um die Extraktion im sauren Milieu zu testen, wurde das zerkleinerte Material in 0,5M Essigséure in einem
Verhaltnis von 1:2 (fest:flussig) fur 63h, 73h und 83h bei Raumtemperatur unter Rihren bei 400rpm inkubiert
und anschlieBend mit 1,3M NaCl ausgefallt.

Folgende Ertrage gefriergetrockneten Proteins wurden bei 40g Ausgangsmatereial erreicht:

Inkubationszeiten
53 h 63 h 73 h 83h
Absolute Ertrage |0,06209g 0,0893 g 0,0907¢g 0,0908g
Prozentual zum |0,16 % 0,22% 0,23% 0,23%
Ausgangsmaterial

Die Methode der sauren Extraktion wurde Aufgrund der geringen Ertrage (max 0,23% vom Ausgangsmate-
rial) aus wirtschaftlichen Grinden fallen gelassen.

Der enzymatische Verdau wurde mit porcinem Pepsin (Biozym, 1:15.000NF) getestet um nicht-kollagene
Proteine aufzuldsen. Pepsine gehdren zu den Endopeptidasen und lysieren Kollagen im Allgemeinen nicht.
Das pH-Optimum liegt zwischen zwei und drei und das Temperaturoptimum zwischen 25°C und 37°C (Kool-
mann, R6hm, 1994).

Entgegen dem Temperaturoptimum von Pepsin (ca. 37 °C) wurden alle Tests bei 4 °C durchgefihrt, da sich
die Reaktion unter diesen Bedingungen deutlich besser kontrollieren lasst. Gemal der Reaktionsgeschwin-
digkeit-Temperatur-Regel (RGT-Regel, Q10-Regel) nimmt die Geschwindigkeit vieler enzymatischer Reakti-
onen bei einer Temperaturerhéhung von 10 °C typischerweise etwa um den Faktor 2—3 zu. Die Absenkung
der Temperatur vom Optimum auf 4 °C flhrt somit zu einer deutlichen Verlangsamung des Pepsinverdaus,
wodurch der Abbau nicht-kollagener Begleitproteine zeitlich besser steuerbar ist und unspezifische Proteo-
lyse des Zielkollagens minimiert werden kann.

Pepsine weisen unterschiedliche Aktivitaten auf und unterscheiden sich meist auch leicht zwischen den
Chargen. Daher ist es schwierig, allgemein giltige Angaben zu Pepsinkonzentrationen und Dauer des Ver-
daus zu machen. Diese Parameter mussten experimentell ermittelt werden und sind spezifisch fir jedes zu
verdauende Gewebe. Die im Projekt angewendeten Pepsinkonzentrationen und Verdauzeiten basieren auf
den bisherigen Erfahrungen von oceanBASIS.

Es wurden 10mg Pepsin pro 1g Qualle eingesetzt und die Verdauzeit betrug zwischen 45 und 48 Stunden.

Aufreinigung: Um das enzymbehandelte und saure Ausgangsmaterial aufzureinigen und von verbliebe-
nen Zellbestandteilen zu befreien, wurden verschiedene Zentrifugationsmethoden und -schritte getestet. Im
Labormal3stab wurde die Zentrifugation mit einer Batchzentrifuge (Sigma, 3K18), bei 10.000g, 14.000g und
17.000g fur jeweils 5min, 10min, 15 min und 20min getestet.

Das beste Ergebnis lieferte die Kombination von 17.000g und 15min.

Langsamere Geschwindigkeiten und geringere Verweildauern erzeugten keine scharfe Abtrennung von par-
tikularen Bestandteilen und der flissigen Phase. Mehr als 15min Zentrifugationszeit brachte keinen weiteren
Vorteil und héhere Geschwindigkeiten als 17.000g sind bei dieser Zentrifuge nicht moglich.

Aufkonzentration: Das gel6ste Kollagen sollte durch verschiedene Fallungsmethoden aufkonzentriert wer-
den. Hierfir wurden verschiedene Reagenzien getestet (Natriumchlorid 5M, Kaliumchlorid 4M, Ammoni-
umsulfat 4M, Ethanol 80Vol%). In verschiedenen Fallungsreihen wurden neben der geeigneten Substanz
auch die bestmogliche Konzentration, Temperatur und pH-Wert ermittelt um eine moéglichst hohe Ausbeute
und geeignete Qualitat an Kollagen zu erreichen.

Das ausgefallte Kollagen wurde im Labormafistab mittels Batchzentrifugation (Sigma, 3K18) von der flussi-
gen Phase getrennt. Es wurden die gleichen Parameter wie bei der Reinigungszentrifugation getestet
(10.000g, 14.000g und 17.000g, jeweils 5min, 10min, 15 min und 20min).

Das beste Ergebnis lieferte aus den gleichen Griinden wie bei der Reinigungszentrifugation wieder die Kom-
bination von 17.000g und 15min.
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Eine Filtration mittels Vakuum-Filtration wurde mit unterschiedlichen Porengréf3en (0,4pm und 0,2um; Glas-
faser) im LabormalR3stab getestet. Alle Filter verstopften sofort, sodass eine Filtration als nicht machbar an-
gesehen wurde.

Der Kollagennachweis mittels SDS-PAGE zeigte, dass die Aufkonzentration mit NaCl am besten geeignet
war (Abb. 13).

Hier waren die Banden am scharfsten abgetrennt. Bei KCI (Abb. 14) waren zwar ebenfalls Banden zu erken-
nen, jedoch bei gleicher Auftragsmenge deutlich schwacher. Gleiches galt fir Ammoniumsulfat (Abbildung
14). Ethanol (Abb. 14) lieferte das schlechteste Ergebnis. Es wurden keine klaren Banden sichtbar, sondern
eine Verschmierung Uber die gesamte Lane, was vermuten lasst, dass das Kollagen durch das Ethanol de-
naturiert wurde.

Der Nachweis fur Kollagen wurde mit einer SDS-PAGE erbracht. Als Standard wurde ein Rattenschwanz-
kollagen eingesetzt, da dies im Gel dasselbe Bild aufweist wie das Quallenkollagen.

Lane |Probe zu Abbildung 13
1 | Marker
Pepsinverdau+Fallung mit NaCl

Pepsinverdau+Fallung mit NaCl

Pepsinverdau+Fallung mit NaCl
Rat tail
Rat Tail
Rat Tail
Marker

0 IN|O (U |b~ W |N

Abb. 13. Pepsinverdau und NaCl Fallung.

Lane Probe zu Abbildung 14
1 Marker
2 Rat tail
3 Rat tail
4 Fallung mit (NH4)2S02
5 Fallung mit EtOH
6 Fallung mit KCI

Abb. 14. Pepsinverdau und verschiedene Féallungsreagenzien.

Gehaltsberechnung: Fur die Gehaltsbestimmung der Kollagenproben wurde eine densitometrische Aus-
wertung der SDS-PAGE-Gele mit der Software ImageJ (Version 1.54d) durchgefiihrt. Als Standard-Referenz
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bei allen Auswertungen diente ein kommerziell erhaltliches Rattenschwanzkollagen (,Rat tail“, vom Projekt-
partner UKSH zur Verfigung gestellt) mit bekanntem Kollagengehalt (4,18mg/ml).

Nach Elektrophorese und Coomassie-Farbung wurden die Gele eingescannt und die Bilddateien in ImageJ
analysiert. Fir die Referenzspur und die Kollagenproben wurde im Bereich der charakteristischen Kollagen-
bande eine identische ,Region of Interest® (ROI) definiert.

Das Programm ImageJ misst die Farbintensitat der ausgewéhlten Banden. Die bekannte absolute Kollagen-
masse der Rattenschwanzkollagen-Spur wurde als BezugsgréRe verwendet, um aus der gemessenen
Bandintensitat der Proben den jeweiligen absoluten Kollagengehalt zu berechnen. Bei der Umrechnung auf
Konzentrationen wurde der Anteil des Probenpuffers beriicksichtigt, sodass der Kollagengehalt auf das ef-
fektive Probenvolumen ohne Pufferanteil normiert werden konnte.

Weitere Aufreinigungsversuche:

Beim Projektpartner UKSH (experimentelle Unfallchirurgie) konnten mit dem aus dem Pepsinverdau und
der anschlieBenden NaCl-Féllung gewonnenen Kollagen zunéchst erste stabile Hydrogele gedruckt wer-
den. Es wurde jedoch gewiinscht, den Reinheitsgrad des Praparats weiter zu erhéhen, insbesondere im
Hinblick auf den verbliebenen Gehalt an Pepsin.

Zu diesem Zweck wurde eine Dialyse zur Entfernung des Rest-Pepsins durchgefihrt. Hierfiir kam ein Dia-
lyseschlauch mit einem Molekulargewichtsausschluss (MWCO) von 100 kDa zum Einsatz. Das entspre-
chende Gelbild zeigt, dass nach der Dialyse mit einem MWCO von 100 kDa kein Kollagen mehr nachweis-
bar war. Zum Vergleich: Standardmafiig wird eine Dialyse mit einem MWCO von 14 kDa eingesetzt, um
stérende Salze vor der SDS-PAGE zu entfernen; hierbei geht kein Kollagen verloren. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass ein zu hoher MWCO fiir die Dialyse des Kollagenpraparats ungeeignet ist und zum
Verlust des Zielproteins flhrt.

1 2 3 4 5
Lane Probe zu Abbildung 15
; Pepsinverdau + NaCl Fallung (14kD)
3 Pepsinverdau + NaCl Fallung
4 (100kD)
5 Rat tail

Abb 15. Pepsinverdau + NaCl Fallung + Dialysen.

Sterilisation: Fur die geplante Anwendung der gedruckten Hydrogele wurde vom Projektpartner UKSH ein
steriles Kollagenpraparat gefordert. Gemeinsam wurden daher mégliche Sterilisationsstrategien evaluiert,
die die Struktur und Funktionalitdt des Kollagens nicht beeintrachtigen. Thermische Verfahren (Erhitzen)
sowie eine Behandlung mit Ethanol wurden verworfen, da in beiden Féllen eine Denaturierung des Kollagens
zu erwarten ist. Eine Gamma-Bestrahlung ware prinzipiell als schonende Sterilisationsmethode geeignet
gewesen, konnte im Rahmen des Projektes jedoch aus Kapazitats- und Infrastrukturgriinden nicht umgesetzt
werden. Als einigermalRen praktikable Option blieb die Sterilfiltration mit Membranfiltern (Porengréf3e 0,2
pum). Diese wurde zunéchst mittels Spritzenvorsatzfiltern durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Filtration
von Kollagenldésungen aufgrund der Viskositat und der Neigung zu Filterverblockungen sehr aufwendig ist:
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Bereits fur Volumina von 1-2 mL mussten zahlreiche Filter (ca. 10—15 Stlick) nacheinander eingesetzt wer-
den, was die Methode fiir gré3ere Mengen als ungeeignet erscheinen lasst. AnschlieRend wurde die Steril-
filtration mithilfe einer Vakuumpumpe und 0,2-pum-Filtern getestet. Auf diese Weise konnten zwar Volumina
von bis zu etwa 10 mL verarbeitet werden, der Vorgang dauerte jedoch rund eine Stunde und war weiterhin
arbeitsintensiv. Insgesamt erwies sich die Sterilfiltration damit als prinzipiell geeignet, erlaubte aber nur die
Gewinnung kleiner steriler Kollagenmengen unter erheblichem Zeit- und Materialaufwand.

1.12. Testung verschiedener Modifikationen in Abhéngigkeit der Ergebnisse aus den Tragermate-
rial-Untersuchungen

Ziel dieser Teilaufgabe war es, das in Teilarbeitspaket 1.2 entwickelte Extraktionsmodell in enger Abstim-
mung mit den Projektpartnern so zu optimieren, dass die Kollagenpraparate den Qualitdtsanforderungen
moglichst nahekommen. Ein zentrales Problem stellte dabei weiterhin die unzureichende Reinheit bzw. die
im Hinblick auf die geplante Anwendung zu niedrige Kollagenkonzentration dar.

Zur weiteren Verbesserung der Produkteigenschaften wurde das Kollagen einer Fibrillierung unterzogen. In
der Literatur ist beschrieben, dass Kollagen durch Anhebung des pH-Wertes Fibrillen ausbilden kann (Se-
wing, J., 2013)

Das durch Pepsinverdau und anschlieende NaCl-Fallung gewonnene Kollagen wurde hierzu zunéchst in
Aqua dest. geltst und mit geséattigter NaOH-L&sung auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieRend
wurde der pH-Wert mittels konzentrierter HCI-Losung wieder auf pH 3,5 abgesenkt, um ein kollagenhaltiges
Praparat im gewiinschten sauren Milieu flr weitere Verarbeitungsschritte zu erhalten.

Ein Vorteil der Verwendung von NaOH und HCI besteht darin, dass sich starke Base und starke Saure bei
der pH-Korrektur chemisch weitgehend zu Wasser und Natriumchlorid neutralisieren. Es werden somit keine
organischen Reagenzien in das System eingebracht; die entstehenden Salze lassen sich in spéateren Pro-
zessschritten gegebenenfalls durch Dialyse oder Diafiltration weiter reduzieren.
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Abb.16. Fibrilliertes Kollagen vs
nicht fibrilliertes Kollagen

Im SDS-PAGE-Gel (Abb. 4) wird der konzentrationserhéhende Effekt der Fibrillierung deutlich sichtbar. Im
Vergleich der nicht fibrillierten Pepsinextrakte (Lanes 3, 4 und 7,8) mit den entsprechenden fibrillierten Pro-
ben (Lanes 5,6 bzw. 9,10) zeigen die fibrillierten Anséatze bei gleicher Auftragsmenge deutlich intensivere
Banden im Bereich der KollagengréfRen 67-200kD (selbe Grof3e wie bei Rat tail). Dies weist auf eine wirk-
same Anreicherung des Kollagens wahrend des Fibrillierungsschrittes hin.

Ein weiterer Vorteil der Fibrillierung durch diese Methode ist die irreversible Inaktivierung des eingesetzten
Pepsins. Pepsin ist nur im sauren Milieu stabil und aktiv; im Bereich von etwa pH < 4,4 bleibt es funktions-
fahig, wahrend bei pH 6—7 zwar keine enzymatische Aktivitat mehr vorliegt, die Struktur jedoch weitgehend
erhalten bleibt. Wird der pH-Wert jedoch auf etwa pH 8 oder héher angehoben, kommt es zur irreversiblen
Denaturierung des Enzyms, sodass auch nach einer Riicktitration in den sauren Bereich (z. B. pH 2) keine
Aktivitat mehr nachweisbar ist. (Merck KGaA (2022) Pepsin from porcine gastric mucosa, Product Infor-
mation P6887; Piper DW, Fenton BH (1965) pH stability and activity curves of pepsin with special reference
to their clinical importance. Gut 6:506—508)
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1.13. Entwicklung eines Standardprotokolls zur Darstellung von Kollagen aus Quallen fiir den Ein-
satz als Tragermaterial

Ziel dieses Teilarbeitspaketes war die Erstellung eines Standardprotokolls zur Gewinnung eines fir Trager-
material geeigneten Kollagens aus Quallen. Hierfir wurden die Erkenntnisse aus den vorherigen Teilarbeits-
paketen in Zusammenarbeit und Riicksprache mit den Projektpartnern gebtindelt und in weiteren Versuchs-
reihen evaluiert um reproduzierbare Ergebnisse zu erlangen.

1. Materialien und Reagenzien

Zur Gewinnung von Quallenkollagen werden gepokelte Quallen (Rhopilema esculentum) verwendet, die zu-
nachstin ca. 1 x 1 cm grofRe Stlicke geschnitten werden. Fir die weiteren Schritte werden Leitungswasser
zur Entsalzung, 0,5 M Essigsaure zur pH-Absenkung, porcines Pepsin, eine 5 M NaCl-Lésung zur Fallung,
konzentrierte HCI-L6sung, gesattigte NaOH-L6sung, Dialysemembranen mit einem MWCO von 14 kDa be-
notigt. An Geréten kommen ein Ultraturrax (Hochgeschwindigkeitshomogenisator), ein Magnetruhrer, eine
Kihlzentrifuge (mindestens 17 000 g) sowie ein Gefriertrockner zum Einsatz.

2. Vorbereitung der Quallenbiomasse

Die gepdkelte Quallenbiomasse wird zunéchst in Stlicke von etwa 1 x 1 cm zerkleinert und in ein ausreichend
groBes GefalR Uberfuhrt. Die Sticke werden vollstdndig mit Leitungswasser bedeckt und zur Entsalzung
mehrere Stunden, bei 4 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit wird das Wasser mehrfach gewechselt, bis der
Salzgehalt bei 0-0,1%o liegt. AnschlieRend werden die entsalzten Quallenstiicke in das 5fache Volumen 0,5
M Essigsaure Uberfihrt. Die Biomasse wird bei 4 °C aquilibriert, um den pH-Wert des Gewebes in den sauren
Bereich zu uberfihren.

3. pH-Absenkung und Homogenisierung

Nach der Aquilibrierung in 0,5 M Essigséure werden Quallenstiicke und Saure gemeinsam mit einem Ultra-
turrax homogenisiert, bis eine moglichst gleichmafige Suspension vorliegt. Dabei wird darauf geachtet, dass
die Probe wéahrend der Homogenisierung ausreichend gekihlt bleibt, um eine Denaturierung temperatur-
empfindlicher Strukturen zu vermeiden. Die resultierende saure Quallensuspension dient als Ausgangsma-
terial fur den nachfolgenden Pepsinverdau.

4. Pepsinverdau (Enzymatische Extraktion)

Die Kollagensuspension wird bei 4 °C unter moderatem Rihren gehalten. AnschlieRend wird Pepsin in einer
Menge von 10 mg Pepsin pro Gramm Quallennassgewicht (bezogen auf das Ausgangsmaterial vor der Ho-
mogenisierung) zugesetzt. Der Ansatz wird flir 48 h bei 4 °C unter kontinuierlichem Rihren inkubiert. Wah-
rend dieser Zeit werden nicht-kollagene Gewebebestandteile enzymatisch verdaut, wahrend das Kollagen
in l16slicher Form in der Essigsaureldsung vorliegt.

5. Reinigungszentrifugation

Nach Abschluss des Pepsinverdaus wird die Suspension in einer Kihlzentrifuge bei 17 000 g fir 15 min bei
4 °C zentrifugiert. Der unlésliche Rickstand im Pellet, bestehend aus nicht verdauten Gewebekomponenten
und Partikeln, wird verworfen. Der Uberstand enthalt das in Essigsaure geloste Kollagen und wird fir die
Salzfallung weiterverwendet.

6. NaCl-Fallung des Kollagens

Zur Fallung des Kollagens wird dem Uberstand eine 5 M NaCl-Losung zugesetzt, bis eine ausreichende
Salzkonzentration fur die selektive Ausfallung des Kollagens erreicht ist. Der jeweilige Endgehalt wird an das
Volumen angepasst. Der Ansatz wird anschlieBend Gber Nacht bei 4 °C ohne Rihren inkubiert, um die voll-
standige Ausfallung des Kollagens zu erméglichen. Am folgenden Tag erfolgt eine erneute Zentrifugation bei
17 000 g fiir 15 min bei 4 °C. Das entstehende Pellet enthalt das ausgefillte Kollagen; der salzhaltige Uber-
stand wird verworfen. Das Kollagenpellet wird anschlieend fir die Wiederauflosung und weitere Bearbei-
tung verwendet.

7. Wiederaufldsung und pH-induzierte Fibrillierung / Pepsininaktivierung

Das Kollagenpellet wird in Leitungswasser gel6st, so dass eine Kollagenlésung entsteht. Unter stetigem
Ruhren wird der pH-Wert der Losung anschlief3end vorsichtig mit gesattigter NaOH-Ldsung auf pH 10 ein-
gestellt. Nach einer definierten Inkubationszeit (30 min) wird der pH-Wert mittels konzentrierter HCI-Lésung
wieder auf pH 3,5 abgesenkt, um das Kollagen in ein saures Milieu zuriickzufiihren. Die Kombination aus
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temporarer Alkalinisierung und anschlieBender Ansauerung fuhrt einerseits zur pH-induzierten Fibrillenbil-
dung und ermdglicht dartiber hinaus die irreversible Inaktivierung des eingesetzten Pepsins. Da sich starke
Base (NaOH) und starke Saure (HCI) im Wesentlichen zu Wasser und Natriumchlorid neutralisieren, werden
keine zusatzlichen organischen Reagenzien in das System eingebracht; das entstehende Salz kann in nach-
folgenden Schritten entfernt werden.

8. Dialyse

Die so erhaltene Kollagenldsung wird in eine Dialysemembran mit einem Molekulargewichtsausschluss von
14 kDa Uberfihrt und bei 4 °C gegen 0,5M Essigsaure dialysiert. Das Dialysemedium wird tber einen Zeit-
raum von 24-48 h mehrfach (typischerweise drei- bis finfmal) gewechselt, um Salze, niedermolekulare Be-
standteile und Restprodukte der pH-Behandlung weitgehend zu entfernen. Nach Abschluss der Dialyse liegt
eine gereinigte, saure Kollagenlésung vor, die direkt weiterverarbeitet oder eingefroren werden kann.

9. Gefriertrocknung

Fir die Herstellung eines lagerfahigen Trockenprodukts wird die dialysierte Kollagenldsung in geeignete Ge-
faRe aliquotiert und zunachst eingefroren. Die gefrorenen Proben werden anschlieBend im Gefriertrockner
lyophilisiert.

1.14. Herstellung einer Kollagen-Vorstufe im TechnikumsmalRstab - Upscaling

In diesem Teilarbeitspaket sollte die Methoden aus dem Standardprotokoll aus dem Labormal3stab in den
Technikumsmalfstab hochskaliert werden.

Auswahl und Anpassung der Anlagentechnik

Fur die Uberfiihrung des etablierten Labormafstabs in den TechnikumsmafRstab war zunachst die Auswahl
geeigneter Anlagentechnik erforderlich. Fur die Feinzerkleinerung wurde sich fir eine Kolloidmuihle entschie-
den, da diese mit demselben Prinzip (Rotor-Stator) arbeitet wie der Ultraturrax im LabormaRstab. Fir die
Aufreinigung und Aufkonzentration wurde sich fiir eine Durchlaufzentrifuge entschieden. Entsalzung, Aqui-
librieren, Pepsinverdau und Fallung erfolgte in einem kihlbaren Edelstahltank.

Vorbereitung, Zerkleinerung und Entsalzung der gepdkelten Qualle

Die grobe Zerkleinerung der gepokelten Quallen erfolgt weiterhin handisch mit einem Messer bzw. einer
Kéasewiege, um ein handhabbares Ausgangsformat (ca. 4x4cm) zu erhalten. Die anschlieBende Entsalzung
findet in einem gekuhlten Edelstahltank statt, der mit einer Temperaturfiihrung ausgestattet ist. Die Quallen-
stiicke werden mit Leitungswasser bedeckt und tber einen langeren Zeitraum unter Kihlung entsalzt; der
Salzgehalt wird dabei kontinuierlich gemessen, um den Fortschritt der Entsalzung zu kontrollieren. Um zu
verhindern, dass Quallenstiicke beim Wasserwechsel mit dem Ablauf verloren gehen, wurde ein passge-
naues Edelstahlsiebrohr angefertigt, das in das Ausflussrohr eingesetzt wird und die Biomasse zuverlassig
zurlickhalt.

Aquilibrierung in 0,5 M Essigsaure und Anpassung der Riihrtechnik

Nach der Entsalzung werden die Quallenstiicke im gleichen Edelstahltank mit 0,5 M Essigsaure versetzt und
bei moderaten Ruhrbedingungen &quilibriert, um den pH-Wert des Gewebes gezielt in den sauren Bereich
zu Uberfuhren. In ersten Versuchen zeigte sich, dass konventionelle Rilhrergeometrien die Quallenstiicke
mechanisch zu stark weiter zerkleinern. Um eine unerwinschte zusatzliche Fragmentierung wéhrend Ent-
salzung und Aquilibrierung zu vermeiden, wurde ein speziell angepasster Rithrer mit breiten Ruhrblattern
(,Elefantenohren®) konstruiert. Diese Geometrie ermdglicht eine schonende Durchmischung bei gleichzeitig
deutlich reduzierter mechanischer Belastung der Quallenstlicke.

Zerkleinerung mit der Kolloidmuhle

Erst nach Abschluss von Entsalzung und pH-Aquilibrierung folgt die eigentliche Feinzerkleinerung mit der
Kolloidmdihle.

Im Zuge mehrerer Testlaufe zeigte sich jedoch, dass die urspriingliche Ausfuhrung der Muhle fiir die Verar-
beitung von gréRer dimensionierten, weichen Quallenstiicken nicht optimal geeignet war. Daher wurden spe-
zifische Modifikationen vorgenommen: Vor dem eigentlichen Mahlwerk wurden zusétzliche Messer installiert,
die die Quallenstiicke vorzerkleinern, bevor sie in das Hauptmahlwerk gelangen.
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Die beschriebenen Modifikationen an der Mihle (Vorzerkleinerungsmesser vor dem Hauptmahlwerk) wurden
in mehreren Testreihen optimiert, um eine reproduzierbar einen mdglichst homogenen Kollagenrohansatz
Zu erzielen.

Pepsinverdau im gekihlten Tank

Der Pepsinverdau erfolgt im TechnikumsmaRstab ebenfalls in einem Edelstahlkiihltank. Aufgrund der tech-
nischen Gegebenheiten lasst sich die Temperatur nicht exakt auf 4 °C einstellen; in den Prozessversuchen
lag sie typischerweise im Bereich von 4-7 °C. Die mit 0,5 M Essigsaure versetzte und in der Kolloidmihle
homogenisierte Quallensuspension wird in den Kihltank Gberfiihrt und mit Pepsin in der aus dem Labormal3-
stab Gibernommenen Dosierung (10 mg Pepsin pro g Nassgewicht der Ausgangshiomasse) versetzt. Unter
diesen Bedingungen wird die Suspension tber 48 h unter Kilhlung gerthrt. Mehrere Versuchsreihen besta-
tigten, dass der leicht gréRere Temperaturbereich im TechnikumsmalRstab die prinzipielle Effizienz des Pep-
sinverdaus nicht wesentlich beeintrachtigt, sofern eine ausreichende Kiihlung und homogene Durchmi-
schung gewahrleistet sind.

Reinigungszentrifugation in der Durchflusszentrifuge

Im Anschluss an den Pepsinverdau erfolgt die Reinigungszentrifugation in einer Durchflusszentrifuge. Dabei
wird der Ansatz mithilfe einer Peristaltikpumpe kontinuierlich zugefihrt. In mehreren Testlaufen wurden un-
terschiedliche Durchflussraten erprobt, um ein Optimum aus Abscheideleistung, Durchsatz und Betriebssta-
bilitdt zu ermitteln. Fir die Reinigungszentrifugation stellte sich eine Durchflussrate von 35L/h als am besten
geeignet heraus. Dies ist auch die Obergrenze an zulassiger Durchflussrate seitens des Zentrifugenherstel-
lers. Hohere Durchflussraten fihren zu Undichtigkeiten im Innern der Zentrifuge. Niedrigere Raten verlan-
gerten den Prozess unnétig. Die so optimierte Reinigungszentrifugation liefert einen Uberstand, der das ge-
I6ste Kollagen enthélt und in den gekihlten Edelstahlbehélter Gberfiihrt wird.

NaCl-Fallung und zweite Zentrifugationsstufe

Die NaCl-Fallung wird im Technikumsmalf3stab analog zum LabormaRstab durchgefiihrt, jedoch im gekiihlten
Edelstahlbehélter mit groRerem Volumen. Dem Uberstand wird 5M NaCl-Lésung zugesetzt, und der Ansatz
wird Uber Nacht bei Kiihlung zur Kollagenfallung ohne Rihren stehen gelassen. Am folgenden Tag erfolgt
die Abtrennung des ausgefallten Kollagens erneut in der Durchflusszentrifuge. Auch hier wurden verschie-
dene Durchflussgeschwindigkeiten mittels Peristaltikpumpe getestet, um eine mdglichst vollstandige Abtren-
nung des Kollagenpellets bei gleichzeitig akzeptablem Zeitaufwand zu gewéahrleisten. Hier stellte sich eine
Durchflussrate von 25I/h als am besten geeignet heraus. Das resultierende Pellet stellt das kollagenreiche
Produkt im Technikumsmalfistab dar.

Insgesamt war die Hochskalierung mit einer Vielzahl an Anpassungen und Testlaufen verbunden, die sowohl
die Auswahl und Modifikation der Anlagentechnik als auch die Optimierung der Prozessparameter (Ruhrer-
geometrie, Durchflussraten, KiithiIbedingungen) umfassten. Dadurch konnte ein reproduzierbarer und tech-
nisch beherrschbarer Prozess zur Gewinnung von Quallenkollagen im Technikumsmalf3stab etabliert wer-
den.

Fibrillierung im Technikumsmafistab

Die pH-induzierte Fibrillierung des Quallenkollagens wurde im TechnikumsmafRstab grundséatzlich analog
zum Labormafstab durchgefuhrt, musste jedoch in zahlreichen Versuchsreihen an die gednderten Volumina
und Prozessbedingungen angepasst werden. Insbesondere die Wiederauflésung des Kollagenpellets zeigte
im gréReren Mafstab ein deutlich anderes Verhalten als im Labor, sodass der Ubertrag der Methode mit
erheblichem Aufwand verbunden war.

Das nach der NaCl-Fallung erhaltene Kollagenpellet wird zunéchst grob mit einem Messer zerkleinert. An-
schlieRend erfolgt eine intensive Vorhomogenisierung in einem Hochleistungsmixer, wobei das Pellet mit der
im Standardprotokoll vorgesehenen Wassermenge versetzt wird. Dabei entsteht zunachst eine zéhe, pas-
tenartige Suspension. Diese Vorzerkleinerung — sowohl mechanisch mit dem Messer als auch insbesondere
mit dem Mixer — erwies sich als entscheidend, da sich das Pellet im Technikumsmalfistab ohne diesen Schritt
nicht vollstandig l16sen lieR bzw. sehr grol3e, persistent bleibende Agglomerate verblieben.

Die entstehende Kollagenpaste wird schrittweise in ein 75L-Kunststofffass Uberfiihrt, das in einem tempe-
rierten Wasserbad steht und so eine konstante Kuihlung ermdglicht. Parallel dazu wird unter kontinuierlichem
Ruhren mit Leitungswasser weiter verdiinnt, bis eine Kollagenkonzentration von etwa 1 % eingestellt ist. Fur
das Fass wurde ein passgenauer Ruhrer aus Edelstahl angefertigt, der eine homogene Durchmischung auch
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bei hoher Viskositat erlaubt. Mehrere Anpassungsrunden waren notwendig, da sich zeigte, dass im Techni-
kumsmalfstab deutlich langer und intensiver geriihrt werden muss, um eine vollstandige Auflosung des Kol-
lagenpellets zu erreichen. Im Vergleich zum LabormaRstab war die Losungsdynamik wesentlich langsamer;
erst durch die Kombination aus grindlicher Vorzerkleinerung, leistungsfahigem Ruhrer und verlangerter
Ruhrdauer konnte eine gleichmaRige, klumpenfreie Kollagenlésung erzielt werden. Temperatur, pH-Wert
und Salzgehalt werden im Prozessverlauf online Gberwacht, um die Prozessfiihrung engmaschig kontrollie-
ren zu kdnnen und Abweichungen friihzeitig zu erkennen.

Nach vollstandiger Wiederauflosung und Einstellung der Zielkonzentration erfolgt die pH-induzierte Fibrillie-
rung in Anlehnung an das Laborprotokoll. Unter Riihren wird der pH-Wert der Kollagenldsung vorsichtig mit
gesattigter NaOH-Ldsung auf pH 10 angehoben. Nach einer definierten Inkubationszeit im gekuhlten Was-
serbad wird der pH anschlieRend mit konzentrierter HCI-L6sung wieder auf pH 3,5 abgesenkt. Wie im La-
bormalRstab fihrt diese temporare Alkalinisierung zur Fibrillenbildung und gleichzeitig zur irreversiblen Inak-
tivierung des zuvor eingesetzten Pepsins, wahrend sich NaOH und HCI im Wesentlichen zu Wasser und
Natriumchlorid neutralisieren. Durch die Kombination aus angepasster Rihrtechnik, intensiver Vorzerkleine-
rung, verlangerten Rihrzeiten und der kontinuierlichen Uberwachung zentraler Prozessparameter konnte
die im Labormal3stab etablierte pH-gesteuerte Fibrillierung trotz der beschriebenen Herausforderungen
schlieBlich erfolgreich in den Technikumsmaf3stab Uibertragen werden.

1.15. Zusammenfassung der Ergebnisse der Kollagengewinnung

Im Rahmen des Projektes konnte erfolgreich eine Kollagenvorstufe aus gepdkelter Quallenbiomasse entwi-
ckelt und vom Labor- in den Technikumsmafstab tberfiihrt werden. Die einzelnen Prozessschritte — von
Entsalzung, Pepsinextraktion und NaCl-Fallung Uber die pH-induzierte Fibrillierung bis hin zur Dialyse und
Gefriertrocknung — wurden etabliert und technisch so angepasst, dass reproduzierbar ein kollagenreiches
Zwischenprodukt gewonnen werden kann.

Gleichzeitig zeigte sich, dass flr eine weitergehende Nutzung noch zusétzliche Analysen zur detaillierten
Charakterisierung des Kollagens (z. B. Reinheit, Molekulargewicht, Fibrillenstruktur, Funktionalitat) erforder-
lich sind und einzelne Prozessschritte, insbesondere im Hinblick auf Aufreinigung und Effizienz, weiter opti-
miert werden sollten. Die im Projekt definierten Meilensteine — Identifikation einer geeigneten Quallenart,
Etablierung eines Extraktionsverfahrens und Ubertrag in den TechnikumsmaRstab — wurden dennoch voll-
standig erreicht.

2. Die wichtigsten Positionen des zahlenmé&figen Nachweises
Bei oceanBASIS sind im Rahmen des Projekts fast ausschlie3lich Personalkosten und die daran gekoppel-

ten Gemeinkosten angefallen. Hinzu kommen in geringem Umfang Material- und Abschreibungskosten.

3. Die Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten
Alle geleisteten Arbeiten und die damit verbundene Férderung waren notwendig. Die oceanBASIS GmbH ist

als KMU aufgrund von Erfahrung im Biodkonomie-Sektor in der Lage, die Marktchancen schnell zu erkennen
und darauf mit spezifischen Lésungen zu reagieren. Da im BlueBioPol Projekt innovative Entwicklungen in
einem fir die Firma neuen Marktbereich durchgefuhrt wurden, konnte das KMU das Risiko eines eventuellen
Scheiterns nicht alleine tragen, so dass die Férderung notwendig war.

4. Der voraussichtliche Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses - auch konkrete
Planungen fur die ndhere Zukunft - im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Der Markt fur Alginate ist Uberwiegend volumen- und preisgetrieben (Lebensmittel, Kosmetik). Im biomedi-
zinischen Bereich entsteht dagegen ein kleineres Segment mit hoherer Wertschépfung, fir anwendungsspe-
zifisch optimierte Biopolymere. In dieser Nische kdnnten auch artspezifische Alginate aus regionaler, nach-
haltiger Quelle, mit geringer Heterogenitat bei Molekulargewichten und M/G-Zusammensetzungen als Pre-
mium-Biomaterialien etabliert werden. Die Projektergebnisse adressieren diesen Bereich. Mit ihrer geringen
intrinsischen Heterogenitat eignen sich artspezifische Alginate fir Anwendungen mit hohen Anforderungen
an Mikrostrukturkontrolle, Zellinteraktion und mechanische Reproduzierbarkeit. Dies betrifft insbesondere
Zellverkapselung, Implantate, injizierbare Hydrogele, kontrollierte Wirkstofffreisetzung und 3D-Bioprinting,
bei denen eng definierte Molekulargewichte und M/G-Profile eine préazise Steuerung von Netzwerkarchitektur
und Diffusion erméglichen. Im Vergleich zu Blend-Produkten sind artspezifische Alginate regulatorisch bes-
ser definierbar, was insbesondere fir Medizinprodukte mit hohem Zulassungsanspruch relevant sein kann.
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Die IP-Strategie sollte sich auf definierte Extraktionsprotokolle fur artspezifische Algenbiomasse, enge Mo-
lekulargewichts- und M/G-Spezifikationen, anwendungsbezogene Formulierungen sowie validierte Vernet-
zungs- und Modifikationsstrategien konzentrieren. So lasst sich eine abgegrenzte Marktposition im Hoch-
wertsegment erreichen, ohne in direkte Konkurrenz zum weitgehend gesattigten Markt der Blend-Alginate
zu treten. Die Uberwindung der noch bestehend Liicke zwischen den hergestellten nativen Alginaten als
Tragermaterial-Vorstufe, hinsichtlich kovalenter Vernetzung und Stabilitéat in physiologischen Medien metac-
rylierten, analytisch genau definierten, sterilen und zulassungsfahigen Tragermaterialien fir die Biomedizin,
misste in Zusammenarbeit mit GMP-zertifizierten externen Partnern erfolgen.

Der Kollagenmarkt ist bereits heute breit etabliert; marine Kollagene bilden darin jedoch weiterhin ein ver-
gleichsweise kleines, aber wachsendes Segment (Grand View Research 2025). Quallenkollagen ist bislang
noch kein standardisierter Rohstoff des Massenmarkts, wird in der aktuellen Literatur aber als vielverspre-
chende marine Alternative fur biomaterialbasierte Anwendungen beschrieben (Hu et al. 2025). Die Verwert-
barkeit der Projektergebnisse liegt daher voraussichtlich nicht im direkten Wettbewerb mit etablierten Stan-
dardkollagenen, sondern eher in der Entwicklung spezialisierter Kollagenvorstufen fir anwendungsnahe Ni-
schen im Bereich Biomaterialien, Hydrogelsysteme, Scaffolds und Tissue Engineering.

Ein konkreter Nutzen der im Projekt erzielten Ergebnisse besteht darin, dass eine praktikable Rohstoff- und
Prozessbasis fur Quallenkollagen aufgebaut wurde. Damit wurde die Voraussetzung geschaffen, Quallen-
kollagen nicht nur als wissenschaftlich interessantes Material, sondern als potenziell weiterentwickelbare
marine Kollagenvorstufe mit dokumentierter Herkunft, definierter Vorbehandlung und grundsatzlicher Ska-
lierbarkeit zu erschlie3en. Funktionale Vorteile gegentiber Konkurrenzlésungen kénnen sich dabei insbeson-
dere aus der marinen Herkunft, der Eignung fir hydrogel- und scaffoldbasierte Anwendungen sowie aus
einer anwendungsspezifischen Prozessfuhrung ergeben.

Fir die nédhere Zukunft erscheint eine Verwertung vor allem in Form von Anschlussentwicklungen sinnvoll.
Dazu zahlen die weitere Aufreinigung und Charakterisierung des Materials, die Standardisierung der Pro-
zessschritte sowie die Prufung anwendungsnaher Formulierungen gemeinsam mit Forschungseinrichtun-
gen, Medizintechnikunternehmen oder Transferpartnern. Eine unmittelbare Nutzung als klinisch einsetzba-
res Material ist auf Basis des derzeitigen Entwicklungsstands noch nicht gegeben; die Projektergebnisse
schaffen jedoch eine belastbare Grundlage fur weiterfihrende Entwicklungs- und Transferaktivitaten.

5. Der wahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger bekannt geworde-
nen Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Projektdurchfiihrung (2023—-2025) wurden sowohl im Bereich der Alginatextraktion als auch in
der biomedizinischen Anwendung Fortschritte erzielt. Auf der Prozessseite liegt der aktuelle Schwerpunkt
auf nachhaltigeren Extraktionsstrategien und einer verbesserten Kontrolle Gber Ausbeute, Reinheit sowie
strukturrelevante Parameter wie Molekulargewicht und M/G-Verhaltnis. Neuere Arbeiten zeigen, dass insbe-
sondere optimierte Saurevorbehandlungen, temperaturkontrollierte alkalische Extraktionsschritte sowie an-
gepasste Reinigungsprotokolle entscheidend zur Reproduzierbarkeit und zur anwendungsspezifischen Qua-
litat von Alginaten beitragen (Bojorges et al., 2023; Carvalho et al., 2024). Parallel dazu werden Extraktions-
parameter systematisch mit rheologischen, mechanischen und diffusionsrelevanten Eigenschaften korreliert,
um Struktur-Eigenschafts-Beziehungen abzuleiten (Carvalho et al., 2024).

Diese Entwicklung erméglicht eine gezieltere Auswahl und Spezifikation von Alginaten fir definierte biome-
dizinische Anwendungen und adressiert die bislang haufig beobachtete Variabilitat alginatbasierter Materia-
lien. In der biomedizinischen Forschung stehen Alginate weiterhin im Zentrum der Entwicklung von Hydro-
gelen, injizierbaren Systemen und partikuldaren Tragerplattformen. Im Projektzeitraum ist insbesondere eine
verstarkte Entwicklung funktionalisierter und hybrider Alginate-Systeme zu beobachten, die auf eine verbes-
serte mechanische Feinjustierung, kontrolliertes Stress-Relaxations-Verhalten und erhéhte Stabilitat in phy-
siologischen Medien abzielen. Hierzu zahlen chemisch modifizierte Alginate (z. B. methacrylierte Derivate)
ebenso wie Kombinationssysteme mit anderen Polymeren oder duale ionisch/kovalente Vernetzungsstrate-
gien (Feliciano et al., 2024; Ren et al., 2024; Cao et al., 2025). Insgesamt ist eine Tendenz erkennbar, hin
zu anwendungsnahen Entwicklungen, bei denen Extraktion, Charakterisierung und funktionelle Tests mitei-
nander verknipft werden. Alginate etablierte sich weiter als spezifisch anpassbare Biomaterialplattform fur
differenzierte biomedizinische Anwendungen, wobei Standardisierung, Langzeitstabilitat, regulatorische An-
schlussfahigkeit und nachhaltige Prozessfihrung Forschungsthemen bleiben (Bojorges et al., 2023; Car-
valho et al., 2024; Meng et al., 2025).

Auch im Bereich mariner Kollagene und speziell des Quallenkollagens war ein Fortschritt zu beobachten.
Aktuelle Ubersichtsarbeiten beschreiben Quallenkollagen zunehmend als interessante marine Alternative zu
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Sauger-kollagenen fur Biomaterialien, insbesondere fur Hydrogele, Scaffolds, Wundheilungsmaterialien und
Anwendungen im Tissue Engineering (Hu et al. 2025; Ballesteros et al. 2025).

Auf der Prozessseite zeigt der aktuelle Stand, dass pepsinunterstiitzte Extraktionsverfahren weiterhin als
bevorzugte Methode fiir die Gewinnung von Quallenkollagen gelten. Als entscheidende Einflussgrof3en wer-
den dabei Rohstoffart, Vorbehandlung, pH-Wert, Temperatur, Extraktionsdauer sowie die nachfolgenden
Aufreinigungs- und Trocknungsschritte genannt, da sie Ausbeute, Reinheit und Erhalt der Kollagenstruktur
wesentlich beeinflussen (Hu et al. 2025; Ballesteros et al. 2025).

Parallel dazu ist im biomedizinischen Bereich eine starkere Fokussierung auf anwendungsnahe Systeme
erkennbar. Neuere Arbeiten befassen sich mit kollagenbasierten Hydrogel- und Wundheilungssystemen auf
mariner Basis, weisen aber zugleich darauf hin, dass Standardisierung, strukturbezogene Charakterisierung,
Sterilisation und reproduzierbare Prozessfiihrung weiterhin zentrale Entwicklungsaufgaben bleiben (Pes-
terau et al. 2025; Hu et al. 2025).

6. Die erfolgten oder geplanten Verdffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der NKBF/NABF
Ergebnisse der Projektarbeit wurden bei der BlueHealthTech Konferenz am 1.7.2024 in Kiel prasentiert. Der

Abschlussbericht wird bei der Technische Informationsbibliothek Hannover (TIB) verdffentlicht. Da die ent-
wickelten Methoden zukinftig ggf. fir oceanBASIS Produkte genutzt werden kénnten, sind dartiber hinaus
keine Veroffentlichungen geplant.

Literaturverzeichnis

Abka-Khajouei, R. et al. (2022). Structures, Properties and Applications of Alginates. Marine Drugs, 20, 364.

Ahmed, Z. et al. (2021). Jellyfish Collagen: A Biocompatible Collagen Source for 3D Scaffold Fabrication and En-
hanced Chondrogenicity. Marine Drugs, 19(8), 405.

Ballesteros, A. et al. (2025). Jellyfish Collagen in the Mediterranean Spotlight: Transforming Challenges into Opportuni-
ties. Marine Drugs, 23(5), 200.

Berglund, L. et al. (2020). Structural differences between stipe and blade of Laminaria digitata and implications for algi-
nate composition.

Bochenek, M. A. et al. (2018). Alginate encapsulation as long-term immune protection of allogeneic pancreatic islet
cells transplanted into the omentum of non-human primates. Nature Biomedical Engineering, 2, 810-821.

Bojorges, H. et al. (2023). Overview of alginate extraction processes: Impact on structure and functionality (Review).
Trends in Food Science & Technology.

Cao, J. et al. (2025). Research Progress of Sodium Alginate-Based Hydrogels in Biomedical Engineering. Gels, 11(9),
758.

Carvalho, F. C. et al. (2024). Purification strategies and quality improvement of alginates extracted from brown sea-
weeds. Carbohydrate Polymers, 319, 121269.

Catarino, M. D. et al. (2018). Phytochemical constituents and biological activities of Fucus spp. Marine Drugs.
Chaudhuri, O. et al. (2015). Hydrogels with tunable stress relaxation regulate stem cell fate and activity. Nature Materi-
als, 15, 326-334.

Chaudhuri, O., et al. (2015). Hydrogels with tunable stress relaxation regulate stem cell fate and activity. Nature Materi-
als, 15(3), 326-334.

Cheng, X. et al. (2017). Isolation, Characterization and Evaluation of Collagen from Jellyfish Rhopilema esculentum
Kishinouye for Use in Hemostatic Applications. PLOS ONE, 12(1), e0169731.

Coppola, D. et al. (2020). Marine Collagen from Alternative and Sustainable Sources: Extraction, Processing and Appli-
cations. Marine Drugs, 18(4), 214.

de Vos, P. et al. (1997). Effect of the alginate composition on the biocompatibility of alginate—polylysine microcapsules.
Biomaterials, 18(3), 273-278.

de Vos, P. et al. (2006). Alginate-based microcapsules for immunoisolation of pancreatic islets. Biomaterials, 27(32),
5603-5617.

Donati, |. & Paoletti, S. (2009). Material properties of alginates. In B. H. A. Rehm (Ed.), Alginates and Their Biomedical
Applications. Berlin, Heidelberg: Springer.

Donati, |. et al. (2023). Alginate—metal cation interactions: A macromolecular approach. Carbohydrate Polymers, 311,
120735.

Draget, K. I. et al. (2005). Alginate from algae. In A. Steinblchel & S. K. Rhee (Eds.), Polysaccharides and Polyamides
in the Food Industry (pp. 1-30). Weinheim: Wiley-VCH.

Draget, K. I. et al. (2011). Alginates from algae. In B. H. A. Rehm (Ed.), Alginates: Biology and Applications. Berlin, Hei-
delberg: Springer.

Feliciano, R. et al. (2024). Engineering stress relaxation into alginate hydrogels for biomedical applications. Macromo-
lecular Bioscience, 24, 2300109.

Fertah, M. et al. (2014). Extraction and characterization of sodium alginate from brown seaweed. Arabian Journal of
Chemistry, 10(Suppl. 2), S3707-S3714.

24



B L U E Gefdrdert durch:
-

/( )) HEALTH W oo™ ® |z
TECH & in der Region

Gomez, C. G. et al. (2009). Influence of the extraction—purification conditions on final properties of alginates obtained
from brown algae. International Journal of Biological Macromolecules, 44(4), 365-371.

Grand View Research (2025). Collagen Market Size, Share & Trends Analysis Report, 2025-2033.

Grant, G. T. et al. (1973). Biological interactions between polysaccharides and divalent cations: The egg-box model.
FEBS Letters, 32, 195-198.

Haug, A. et al. (1967). Studies on the sequence of uronic acid residues in alginic acid. Acta Chemica Scandinavica, 21,
691-704.

Houwink, R. (1940). Elasticity, Plasticity and Structure of Matter. Cambridge: Cambridge University Press.

Houben, S. & Pitet, L. M. (2023). lonic crosslinking strategies for poly(acrylamide)/alginate hybrid hydrogels. Reactive
and Functional Polymers, 191, 105676.

Hu, B. et al. (2025). Jellyfish collagen: A promising and sustainable marine biomaterial with emerging applications in
food, cosmetics, and biomedical—A review. Applied Food Research, 5(2), 101165.

Kong, H. J. et al. (2004). Controlling rigidity and degradation of alginate hydrogels via molecular weight distribution.
Biomacromolecules, 5(5), 1720-1727.

Koolman, J. & R6hm, K.-H. (1998). Taschenatlas der Biochemie (2., Uberarb. und erw. Aufl.). Stuttgart: Thieme.

Kulig, D. et al. (2016). Study on alginate—chitosan complexes. Polymers, 8, 167.

Labowzka, A. et al. (2019). Methods of extraction, physicochemical properties of alginates and their applications in bio-
medical engineering. Open Chemistry, 17, 738-762.

Lee, K. Y. & Mooney, D. J. (2012). Alginate: Properties and biomedical applications. Progress in Polymer Science,
37(1), 106-126.

Lim, Y. S. et al. (2019). Marine Collagen as a Promising Biomaterial for Biomedical Applications. Marine Drugs, 17(8),
467.

Lorbeer, A. J. et al. (2015). Multiple-response optimization of the acidic treatment of the brown alga Ecklonia radiata for
the sequential extraction of fucoidan and alginate. Bioresource Technology, 197, 302—-309.

Lorbeer, A. J. et al. (2015). Separation of laminarin and alginate from brown seaweed (Saccharina latissima) using mild
extraction methods. Journal of Applied Phycology, 27, 1631-1641.

Lorson, T. et al. (2020). Sterilization strategies for polymeric biomaterials: Effects on structure and properties of hydro-
gels. ACS Omega, 5(47), 30263-30274.

Ma, X. et al. (2022). Alginate-based composite films: Preparation, properties and applications. Carbohydrate Polymers,
287, 119339.

Mark, H. (1938). Der feste Korper. Leipzig: Hirzel.

McHugh, D. J. (2001). Production and utilization of products from commercial seaweeds. FAO Fisheries Technical Pa-
per No. 288. Rome: FAO.

McHugh, D. J. (2003). A guide to the seaweed industry. FAO Fisheries Technical Paper No. 441. Rome: FAO.

Meng, Z. et al. (2025). Functionalization and applications of sodium alginate-based hydrogels. Biomaterials Transla-
tional, 6(6).

Merck KGaA (2022). Pepsin from porcine gastric mucosa. Product Information P6887, Rev. 04/22. Darmstadt: Merck
KGaA.

Mollah, M. Z. I. et al. (2023). FTIR and rheology study of alginate samples: Effect of radiation. Radiation Physics and
Chemistry, 202, 110500.

Nagai, T. et al. (2000). Isolation and characterization of collagen from rhizostomous jellyfish (Rhopilema asamushi).
Food Chemistry, 70(2), 205-208.

Neves, M. I. et al. (2020). Modulating Alginate Hydrogels for Improved Biological Performance as Cellular 3D Microen-
vironments. Biotechnology, 8, 665.

Nyvall, P. et al. (2003). Characterization of mannuronan C-5-epimerase genes and alginate block distribution in Lami-
naria spp. tissues. Journal of Biological Chemistry, 278, 16672—-16681.

Ngkling-Eide, K. et al. (2023). Assessment of physical and chemical conditions in alginate extraction from Saccharina
latissima and Alaria esculenta. Journal of Applied Phycology.

Orive, G. et al. (2002). Biocompatibility of microcapsules for cell immobilization elaborated with different types of algi-
nates. Biomaterials, 23(18), 3825-3831.

Parab, N. & Tomar, V. (2012). Raman Spectroscopy of Algae: A Review. Journal of Nanomedicine & Nanotechnology,
3.

Pesterau, A.-M. et al. (2025). Marine Jellyfish Collagen and Other Bioactive Natural Compounds from the Sea, with
Significant Potential for Wound Healing and Repair Materials. Marine Drugs, 23(6), 252.

Piper, D. W. & Fenton, B. H. (1965). pH stability and activity curves of pepsin with special reference to their clinical im-
portance. Gut, 6, 506-508.

Ren, Y. et al. (2024). Alginate-based hydrogels mediated biomedical applications. Journal of Controlled Release.
Schmid, T. et al. (2008). Tip enhanced Raman spectroscopy of alginates in biofilms. Analytical and Bioanalytical Che-
mistry, 391, 1907-1916.

Sewing, J. (2014). Entwicklung einer maf3geschneiderten Matrix aus Quallenkollagen fiir die Knorpelregeneration. Dis-
sertation, Universitat zu Libeck, Libeck.

Silva, M. et al. (2023). Environmentally benign alginate extraction and fibre spinning from different European brown
algae species. International Journal of Biological Macromolecules, 226, 434—-442.

Smidsrad, O. & Haug, A. (1971). Degradation of alginates in alkaline solution. Acta Chemica Scandinavica, 25, 121—
133.

Socrates, G. (2001). Infrared and Raman Characteristic Group Frequencies: Tables and Charts (3rd ed.). Chichester,

25



B L U E Gefordert durch:

) HEALTH Wi omeier” @i

UK: John Wiley & Sons.

Synytsya, A. et al. (2010). Fourier transform Raman and infrared spectroscopy of pectins. Carbohydrate Polymers, 54,
97-106.

Szklarczyk, M. et al. (2013). Electrochemically induced alginate deposition and gel formation at electrode interfaces.
Langmuir, 29, 11798-11805.

Ulset, A.-S. T. et al. (2014). Effects of gamma irradiation on alginate solutions and gels. Carbohydrate Polymers, 101,
103-112.

Usov, A. I. (2013). Polysaccharides of algae. In Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry (Vol. 65, pp.
115-217).

Vandenbossche, G. M. R. et al. (1993). Influence of steam sterilization on the molecular weight and viscosity of sodium
alginate solutions. Journal of Applied Polymer Science, 49, 1113-1118.

Zhang, Q. et al. (2006). Antioxidant activities of polysaccharides extracted from Laminaria japonica. International Jour-
nal of Biological Macromolecules, 38, 237-241.

Zhang, Y. et al. (2023). Application of Collagen-Based Hydrogel in Skin Wound Healing. Gels, 9(3), 185.

26



