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Kurzbericht — Teil 1

1. Aufgabenstellung

Um die Entwicklung einer biobasierten Industrie voranzutreiben, werden neue biotechnologi-
sche Prozesse fur die Produktion neuer biobasierte Produkte oder Materialien benétigt. Je-
doch ist ein groBer Nachteil der Nutzung pflanzlicher Biomasse oft deren strukturelle Hetero-
genitat, was wiederum zu schlecht definierten Produkten fihren kann. Dies ist beispielsweise
bei dem Biopolymer Carrageen der Fall, welches in verschiedenen Sulfatierungs-Mustern vor-
liegt, oder auch bei Nitrocellulose, das oft Sulfat-Verunreinigungen in der Polymerkette bein-
haltet. Im Projekt BioTrim sollten daher marine Mikroorganismen als Quelle fur spezifische
Enzyme zur Produktion von gezielt getrimmten Materialen in nachhaltigen Prozessen unter-
sucht werden. Diese Enzyme sollen eingehend charakterisiert und fiir die Modifikation der ge-

nannten Materialen eingesetzt werden.

2. Wissenschaftlicher und technischer Stand

Carrageene sind Biopolymere, die aus verschiedenen Gattungen von Rotalgen gewonnen
werden, und dienen kommerziell als Zusatz zu Nahrungsmitteln und Kosmetika, um gezielt
deren Textur und FlieReigenschaften zu beeinflussen. Der Begriff Carrageen bezeichnet eine
Klasse von unterschiedlich stark sulfatierten Polysacchariden, wobei der Grad der Sulfatierung
einen entscheidenden Einfluss auf deren Eigenschaften und der daraus resultierenden An-
wendung hat. Nitrocellulose wird hingegen in einer Vielzahl von Beschichtungs- und Lackan-
wendungen genutzt. Wahrend des Produktionsprozesses kommt es jedoch zu einer ungewoll-
ten Sulfatierung der Polymerkette, was einige Anwendungen behindern kann. Fur beide Poly-
mere kann die Nutzung von Sulfatasen zur Entfernung von Sulfatgruppen in nachhaltigen Pro-
zessen dazu beitragen, die Produktqualitat zu erhéhen und sogar neue Anwendungsfelder zu
erschlieBen. Zu Beginn des Vorhabens waren erst wenige Sulfatasen charakterisiert die an
grofReren Substraten (d.h. Polymeren) aktiv sind. Dementsprechend war auch das Anwen-
dungspotential dieser Enzymklasse zur Modifikation von Biopolymeren bisher unzureichend
untersucht. Zudem war ebenfalls nicht bekannt, wie sich die Materialeigenschaften der Poly-
mere mit spezifisch modifizierter Sulfatierung andern, und fiir welche neuen Anwendungen

diese Produkte in Frage kommen.
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3. Ablauf des Vorhabens
3.1. Arbeitspaket 1 - Projektmanagement

3.2. Arbeitspaket 2 — Transfer von genomischem Material zwischen den Projekt-
partnern
In AP2 fand der Austausch von genomischem Materials zischen UNESP und TUM statt. Ein
Expressionssystem flir Pichia pastoris wurde dabei an UNESP Ubergeben. Von der UNESP
Ubersandte Stammsammlungen von marinen Mikroorganismen wurden von der TUM auf Sul-
fatase-Aktivitat untersucht. Insgesamt wurden wahrend des Arbeitspakets 71 Hefen und 46

Pilzstamme Ubersandt und analysiert.

3.3. Arbeitspaket 3 — Screening, Identifizierung und Charakterisierung neuer Sul-
fatasen
In Arbeitspaket 3 wurden sowohl die vom Projektpartner zur Verfligung gestellten Stamme, als
auch weitere marine bakterielle Kandidaten auf Sulfatase-Aktivitat untersucht. Die dabei iden-
tifizierten Sulfatasen wurden anschlieliend im Labormalistab produziert und ausfiihrlich bio-

chemisch charakterisiert.

3.4. Arbeitspaket 4 — Produktion und Charakterisierung mariner Oxidasen
Im AP4 wurden Laccasen die zuvor von Seiten des brasilianischen Projektpartners isoliert
worden waren, in P. pastoris exprimiert und charakterisiert. Dazu verbrachte ein Mitarbeiter

des Partners einige Zeit an der TUM.

3.5. Arbeitspaket 5 - Anwendung mariner Enzyme fur das Trimmen von biogenen
Polymeren und biobasierten Produkten
Die Identifizierten und charakterisierten Enzyme aus Arbeitspaket 3 wurden auf deren Poten-
tial zur Modifikation verschiedener Biopolymere getestet. Die daraus entstandenen Produkte
wurden ausflhrlich charakterisiert und das Potential der Sulfatasen sowie der modifizierten

Polymere fir technische Anwendungen evaluiert.

3.6. Arbeitspaket 6
Arbeitspaket 6 umfasste die Publikation der wichtigsten Projektergebnisse in relevanten Fach-

zeitschriften.

4. Wesentliche Ergebnisse

Im Zuge von Arbeitspaket 2 wurde das Expressionssytem fir Pichia pastoris an die UNESP
ubergeben und erfolgreich fir Expression einer Oxidase genutzt. Zudem wurden marine eu-
karyotische Mikroorganismen aus der Stammsammlung der UNESP an die TUM gesendet.

Seitens der TUM konnten diese biologisch intakt gehalten und fur ein funktionales Screening
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nach Sulfatase-Aktivitat in Arbeitspaket 3 genutzt werden. Im Rahmen des Screenings konnte
ein Stamm identifiziert werden, der eine signifikant erhdhte Freisetzung von Sulfat nach Inku-
bation mit verschiedenen Carrageenen aufwies. Der Stamm wurde anschlieRend sequenziert,
um Uber Sequenzinformationen die zugrundeliegende Enzymaktivitat zu identifizieren. Da an-
notierte Sulfatase-Sequenzen nicht flr die gesuchte Aktivitat verantwortlich waren, kdnnte die
Desulfatierung von einer neuen Sulfatase-Klasse durchgeflihrt werden. Diese Aktivitat konnte
bisher noch nicht identifiziert werden. Zusatzlich dazu wurden die Genome verschiedener ma-
riner Bakterien nach potentiellen Carrageen-Sulfatasen untersucht. Hier konnten eine Vielzahl
von neuen Carrageen-Sulfatasen identifiziert, in aktiver Form produziert und anschliel3end
ausfuhrlich biochemisch charakterisiert werden. Unter Anderem zeigten dabei zwei dieser Sul-
fatasen promiskuitive Aktivitat auf polymeres I- und k-Carrageen, wodurch diese Enzyme in
Arbeitspaket 5 gezielt zum Trimmen von einer Vielzahl von Carrageenen genutzt werden konn-
ten. Durch den Einsatz dieser Sulfatasen konnten die rheologische Materialeigenschaften die-
ser kommerziell relevanten Carrageene signifikant verandert werden, wodurch sich neue An-
wendungsfelder fir diese Biopolymere ergeben. Insbesondere lassen sich durch die Desulfa-
tierung Carrageen-Varianten erhalten, die eine deutlich hdhere Gelstarke bei geringer Salz-
konzentration aufweisen, wodurch man in der Anwendung weniger Carrageen einsetzen muss.
Zudem ermdglichen sie eine Enzym-induzierte Gelbildung, was fur in situ Anwendungen von
Vorteil ist. Im Projektverlauf konnten keine Sulfatase fur Nitrocellulose identifiziert werden. Die

wichtigsten Ergebnisse des Vorhabens konnten bereits publiziert werden.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Wahrend des Vorhabens kam es nicht zur Zusammenarbeit mit anderen Stellen.
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Eingehende Darstellung — Teil 2

1. Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse mit Gegenuberstellung der

vorgegebenen Ziele
1.1. Arbeitspaket 1: Projektmanagement

1.2. Arbeitspaket 2: Transfer von Material und Methoden zwischen den Projekt-

partnern
In Arbeitspaket 2 wurde das Pichia Pastoris Expressionssystem an den Projektpartner Uber-
geben und dieser mit dessen Umgang vertraut gemacht. Da das Screening nach Arylsulfata-
sen aufgrund seiner Komplexitat ausschlieBlich an der TUM stattfand, fand kein Transfer des
Screeningprotokolls flr Sulfatasen zwischen den Projektpartnern statt. Seitens der TUM wur-
den ausschlieBlich Stdmme untersucht, deren Genom zuvor nicht sequenziert wurde. Im Zuge
von Arbeitspaket 2 wurden zudem insgesamt 71 Hefen und 46 Pilzstdmme innerhalb mehrerer
Chargen an die TUM Uubersendet. Der Grol¥teil des biologischen Materials konnte dabei sei-
tens der TUM biologisch intakt gehalten werden und fur ein darauf folgendes Screening nach

Sulfatase-Aktivitat genutzt werden.

1.3. Arbeitspaket 3: Screening, Identifikation und Charakterisierung neuer Sulfata-

sen

Die von UNESP Ubersandten Stamme wurden funktional nach Sulfatase-Aktivitat auf verschie-
dene kommerziell relevante Carrageene und auf selbst hergestellte Nitrocellulose untersucht.
Innerhalb der marinen Umweltproben konnte dabei ein Stamm als Sulfatase-Produzent iden-
tifiziert, welcher laut UNESP als Holtermaniella wattica gelistet ist. Diese Aktivitat konnte eben-
falls in weiteren Holtermaniella wattica Isolaten nachgewiesen werden, wodurch es naheliegt,
dass die identischen oder zumindest sehr eng verwandte Enzyme in den Stammen fir die
Aktivitat verantwortlich sind (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Screening nach Sulfatasen in marinen Hefen. (a) Sulfatase-Aktivitat verschieden mariner Hefen, hier
exemplarisch gezeigt flr 1-Carrageen. Der Stamm in Well B4 wurde als Holtermaniella wattica LAMAI 1535 identi-
fiziert. (b) Sulfatase-Aktivitat in verschiedenen Holtermaniella wattica Isolaten nach Inkubation mit verschiedenen
Carrageenen.

Seite 2 von 18



GEFORDERT VOM

% Bundesministerium
AN fiir Bildung
und Forschung

Der ursprunglich identifizierte Holtermaniella wattica Stamm LAMAI 1535 wurde anschlieRend
sequenziert und das Genom funktionell annotiert. Innerhalb dieser Annotation wurde jedoch
nur eine Sequenz eindeutig als Sulfatase gekennzeichnet. Es wurde anschlieRend versucht,
die Sulfatase heterolog zu exprimieren, wobei jedoch kein funktionales Protein erhalten wer-
den konnte. Zudem ist das Enzym als S1_4 Sulfatase annotiert, eine Sulfatase-Klasse, fur die
bisher in der Literatur keine Kohlenhydrat-Aktivitat nachgewiesen wurde. Dies legt nahe, dass
das Enzym vermutlich anderweitig im Stoffwechsel der Hefe involviert ist, jedoch nicht am
Carrageen-Metabolismus. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die gesuchte
Carrageen-Sulfatase Aktivitat entweder nicht von einer S1-Sufatase ausgeht, oder eine neue,
maoglicherweise eukaryotische Sulfatase-Klasse flr die Aktivitdt verantwortlich ist. Daher
wurde es als aussichtsreicher angesehen, die Aktivitat der gesuchten Sulfatase(n) Uber ein
funktionales Screening des Proteoms zu identifizieren. Dies ist derzeit noch Gegenstand der
Forschung und wird auch nach Abschluss der Projektférderung auf eigene Kosten am Lehr-

stuhl weiterverfolgt.

Parallel zum Screening nach neuen Sulfatasen in den vom Projektpartner tibersandten Um-
weltproben wurden zusatzlich bereits sequenzierte marine Bakterien genauer untersucht. Da-
bei wurden Sequenzen ausgewahlt, die als Sulfatasen in verschiedenen (mutmaflichen)
carrageenolytischen Polysaccharid-Utilization-Loci (PULs) in marinen heterotrophen Bakterien
annotiert sind. Diese Auswahl basierte auf ihrer Ahnlichkeit zum kiirzlich untersuchten Carra-
geenan-PUL von Zobellia galactanivorans DsijT sowie ihrer genetischen Codierung in Nahe
von GH127/GH129-Enzymen, die Schllsselenzyme fir den Abbau von Carrageenen darstel-
len [1]. Insgesamt wurden 24 als Sulfatasen annotierte Gene in den potentiellen carrageeno-
lytischen Clustern von Cellulophaga algicola DSM 14327, Cellulophaga baltica DSM 24729,
Cellulophaga lytica DSM 7489, Echinicola pacifica DSM 19836 und Saccharicrinis fermentans
DSM 9555, sowie in den bereits veroéffentlichten Carrageen-PULs von Pseudoalteromonas at-
lantica T6c und Pseudoalteromonas carrageenovora ATCC 43555 untersucht. Die Architektur

der PULs ist schematisch in Abbildung 2 gezeigt.
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Abbildung 2: Genetische Architektur der in dieser Arbeit untersuchten carrageenolytischen Cluster. Die Bezeich-
nungen Uber den Pfeilen geben die zugrundeliegende Sulfatase bzw. Hydrolase-Klasse an. Die Annotation unter
den Pfeilen bezeichnet den Namen der Enzyme. Die Farbe der Pfeile reprasentiert die links dargestellten Funktio-

nen der jeweiligen Enzyme.

Die Gene wurden ohne ihre N-terminalen Signalpeptide in den pET28a(+) Expressionsvektor
kloniert und zusammen mit dem Formylglycin-generierenden Enzym (FGE) aus Mycobac-
terium tuberculosis in E. coli BL21 (DE3) exprimiert, um die Bildung des katalytischen
Formylglycins zu férdern, da alle untersuchten Typl-Sulfatasen das charakteristische FGE-
Motiv C/S-X-P-S/X-R-XXX-L/X-G/X-R/X trugen [2]. Mithilfe des kurzlich von uns entwickelten
Sulfat-Assays konnten von den untersuchten Kandidaten elf als Carrageen-Sulfatasen besta-
tigt werden [3]. Diese Sulfatasen wurden anschliefend ausfihrlich biochemisch charakteri-
siert. Dabei konnte u. A. erstmals Promiskuitat bei Carrageen-Sulfatasen nachgewiesen wer-
den. Zudem wurden verschiedene Stereospezifitaten, sowie neue exo- und endo-Aktivitaten
der Sulfatasen beobachtet (siehe Abbildung 3). Hervorzuheben ist besonders die Aktivitat der
Sulfatasen CaCgS1 und CbCgS1 aus Cellulophaga algicola DSM 14237 und Cellulophaga

baltica DSM 24729, welche Sulfat von polymeren 1- und k-Carrageen entfernen konnten.
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Abbildung 3: Sulfatfreisetzung der identifizierten Carrageen-Sulfatasen aus den beschriebenen PULs ausgehend

von K- (a) oder I-Carrageen (b) in polymerem oder oligomerem Zustand. Die Freisetzung von Sulfat wurde mithilfe
eines kirzlich entwickelten Sulfat-Assay analysiert [3].

Die spektroskopische Analyse der Reaktionsprodukte ergab, dass es sich bei beiden Enzymen
um promiskuitive endo-G4S-Sulfatasen handelt, die Sulfat jeweils vom C4 der Galaktose in I-
und k-Carrabiosen abspaltet, und dabei a- bzw. B-Carrageen produziert. Es war zudem maog-
lich, mithilfe der Enzyme verschiedene natirliche Hybrid-Carrageene, wie beispielsweise K2-

Carrageen oder Furcellaran zu modifizieren. Die zugrundeliegenden Reaktionen sind in Abbil-
dung 4 dargestellt.

L-carrageenan o-carrageenan
0803 0H so2  OH _OH
o] o)
(o) - ¥ f 0) - >4
(6] 0 o~ 0 O 0°
OH OH
080y 0S0y”
0SOyz 0H S04% OH _OH
o] o]
o) N - o) N -
o 0 0° & o sl o’
OH OH
OH OH
K-carrageenan B-carrageenan

Abbildung 4: Chemische Strukturen der Substrate und Reaktionsprodukte der identifizierten endo-G4S-Sulfatasen
CaCgS1 und CbCgS1.

Abbildung 5 zeigt die "H-NMR-Spektren der Reaktionsprodukte der Biotransformation ver-
schiedener Carrageene mit CaCgS1. Obwohl es mithilfe dieser Enzyme maoglich war, samtli-

che I-carrabiosen entlang der Polymerkette in a-Carrabiosen umzuwandeln, und somit reines
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a-Carrageen zu produzieren, konnten lediglich k/B-Carrageen Hybride als Endprodukt herge-

stellt werden.
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Abbildung 5: "H-NMR der Reaktionsprodukte (unterer Teil des Spektrums) der promiskuitiven G4S-Sulfatase
CaCgS1 nach Inkubation mit sulfatieren Galactanen (oberer Teil des Spektrums): I-Carrageen (a), k-Carrageen (b),
Furcellaran (c) und Kappa2-Carrageen (extrahiert aus Chondrus crispus) (d). Die griechischen Buchstaben in Klam-

mern bezeichnen die jeweiligen Carrabiose-Einheiten.

Weiterhin konnten eine Vielzahl an verschiedene neuartigen Sulfatasen identifiziert werden,
die teils promiskuitive exo-Aktivitat auf verschiedene Carrageen-Oligosaccharide zeigten. Be-
sonders hervorzuheben ist, dass auch erstmals eine DA2S-Aktivitat auf 1-Neocarrabiosen
nachgewiesen werden konnte, welche ein Indiz flr einen zusatzlichen, bisher unerforschten
Weg im Carrageen-Katabolismus sein kdnnte. AuRerdem konnten wir zeigen, dass diese Ak-
tivitat einen essentiellen Schritt fiir die zellfreie Biokonversion von Carrageenen zu Fein- und
Plattformchemikalien darstellt, wodurch das Nutzungsspektrum von Carrageenen erweitert

werden kann [4].
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1.4. Arbeitspaket 4: Expression und Charakterisierung von Laccasen
Das Arbeitspaket wurde vom ausschlie3lich von einem Mitarbeiter vom Partner UNESP durch-
gefuhrt, der dazu mehre Monate im Labor der TUM verbrachte. Im Wesentlichen wurde eine
vom Partner aus Umweltproben isolierte Laccase in P. pastoris hergestellt und diese charak-
terisiert und auf ihre Eignung beim Abbau von toxischen Stoffen aus Industrieabwassern ana-
lysiert. P. pastoris wurde fur die Herstellung ausgewahlt, da diese Hefe Enzyme sehr gut sek-
retieren kann und Laccasen typischerweise sekretierte Enzyme sind. Zunachst konnten nur
sehr geringe Enzymaktivitaten nachgewiesen werden, nach Verifikation und Anpassung der
Gensequenz gelang die funktionelle Expression jedoch noch gut, wobei sich hier die Nutzung

eines konstitutiven Promoters als geeignetsten erwies.

1.5. Arbeitspaket 5: Anwendung von marinen Enzymen zum Trimmen von biogenen und
biobasierten Produkten
In Arbeitspaket 5 wurden die erfolgreich identifizierten, neuen marinen Sulfatasen aus Arbeits-
paket 3 zur Modifikation von biogenen Polymeren verwendet. Da die charakterisierten Sulfa-
tasen bakteriellen Ursprungs waren, war eine Produktion der Biokatalysatoren mithilfe des La-
borstammes E. coli BL21(DE3) in funktionaler Form und ausreichender Menge fir anschlie-
Rende Biotransformationen in groRerem Malstab moglich. Die Spezifitdten der jeweiligen Sul-
fatasen wurden unter Arbeitspaket 3 dargestellt. Fur die Experimente zur Modifikation von
Carrageen im praparativen Mafstab wurde die in Arbeitspaket 3 identifizierte und ausfuhrlich

charakterisierte endo-G4S-Sulfatase von Cellulophaga algicola DSM14237 verwendet.

Zunachst wurde hier der Einfluss von biotechnologisch modifizierten Sulfatarchitekturen auf
die Rheologie kommerziell erhaltlicher Carrageene getestet, um dadurch Struktur-Funktions-
beziehungen abzuleiten. Dazu wurden Biotransformationen von I1- und k-Carrageen durchge-

fuhrt, und die Reaktionsprodukte anschlieffiend ausflihrlich rheologisch an einem Anton
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Paar MCR302 Rheometer untersucht. Zusammenfassend sind in Abbildung 6 die viskoelasti-

schen Moduli der jeweiligen Reaktionsprodukte bei verschiedenen Carrabiose-Verhaltnissen

gezeigt.
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Abbildung 6: Viskoelastische Eigenschaften von (a) I/a- und (b) k/B-Hybrid-Carrageenen bei unterschiedlichen
Verhaltnissen der jeweiligen Carrabiosen. Die komplexen Moduli G* (schwarze Quadrate) und die jeweiligen Ver-
lustfaktoren (rote Quadrate) wurden im linearen viskoelastischen Bereich (LVR) bei 20 °C unter Anwendung einer

Frequenz von 1 Hz und einer Polymerkonzentration von 1 % bestimmt.

Dabei wird ersichtlich, dass die Modifikation von 1-Carrageen zu a-Carrageen zu einem deutli-
chen Rickgang der viskoelastischen Moduli fuhrt, was sich generell mit einer Abschwachung
des Gelcharakters des Polymers bei zunehmender a-Carrabiose in der Polymerkette beschrei-
ben lasst. Im Gegensatz dazu konnte bei der Biotransformation von k- zu B-Carrageen eine
signifikante Zunahme der Gelstarke beobachtet werden. Dies ist insofern interessant, als dass
der strukturelle Unterschied zwischen a- und pB-Carrageen lediglich eine Sulfatgruppe betragt.
Es ist zu erwahnen, dass diese Versuche ohne externe Zugabe von Kationen durchgefihrt

wurden.

Weitergehend wurde der Einfluss der Polymermodifikation auf das thermische Verhalten der
Polymere untersucht. Parallel zum zunehmenden Verlust der Gelierfahigkeit von a-Carrageen
wurde ebenfalls eine geringere thermische Stabilitat beobachtet. Im Kontrast dazu konnte bei
der Biotransformation von k- zu B-Carrageen eine deutliche Zunahme der Schmelz- und Gel-
temperaturen mit zunehmender Desulfatierung beobachtet werden, sprich die thermische Sta-
bilitdt der Polymere wurde erhéht. Zudem wurde der Einfluss von Kationen auf Carrageene mit
neuen Sulfatierungen untersucht. Die Zugabe von 0,2 % CaCl, oder KCI erhdhte die Gelstarke
von I-Carrageen deutlich und flhrte zu elastischeren Gelen, wobei Calcium einen starkeren
Einfluss hatte. Mit steigendem Anteil von a-Carrageen beeinflussten die Kationen die visko-
elastischen Moduli von I/a-Hybrid-Carrageen weniger, was nur zu einem geringen Anstieg von

G’ fuhrte. Reines a-Carrageen bildete unter den getesteten Bedingungen keine Gelnetzwerke
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und zeigte ein flussigkeitsahnliches Verhalten. Wie bereits beschrieben korreliert der Gehalt
von B-Carrabionse innerhalb der Polymerkette mit héheren Gelier- und Schmelztemperaturen.
Die Zugabe von Calcium hatte jedoch einen geringeren Einfluss auf die Gelier- und Schmelz-

temperaturen von B-Carrageen, was zu einer insgesamt geringeren Hysterese flhrte.

a-Carrageen bildete bei der Zugabe von 0,2 % der getesteten Kationen keine Gelstrukturen,
und daher konnten keine Schmelz- und Gelier-Temperaturen bestimmt werden. Untersuchun-
gen des FlielRverhaltens von I- und a-Carrageen zeigten fir alle Varianten ein scherverdiin-
nendes Verhalten. Die Zugabe von Calcium und Kalium hatte eine verdickende Wirkung auf I-
Carrageen, welche bei I/a-Hybrid-Carrageen deutlich geringer ausfiel. Die vollstdndige Desul-
fatierung zu a-Carrageen flhrte zu einem signifikanten Rickgang der Viskositat, und auch die

Zugabe von Kationen beeinflusste das Flieverhalten nicht wesentlich.
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Abbildung 7: Rheologische Charakterisierung von 1%igen-Ldsungen von 1- und k-Carrageen (carr) bei unterschied-
lichen Sulfatierungsleveln der Galactose mit und ohne Kationen. (a) Viskoelastische Moduli G’ (rote Balken) und
G” (blaue Balken) von I1-Carrageen, I/a-Carrageen und a-Carrageen ohne Zugabe von Salzen und mit 0,2 % KCI
und CaClz im LVR bei 20 °C. (b) Viskoelastische Moduli G’ (rote Balken) und G” (blaue Balken) von k-Carrageen,

k/B-Carrageen und B-Carrageen ohne Zugabe von Salzen und in Anwesenheit von 0,1 % KCI und CaClz im LVR
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bei 20 °C. (c) Schmelz- (rote Balken) und Geliertemperaturen (blaue Balken) von 1-Carrageen, /a-Carrageen und
a-Carrageen ohne Zugabe von Salzen und mit 0,2 % KCI und CaClz. (d) Schmelz- (rote Balken) und Geliertempe-
raturen (blaue Balken) von k-Carrageen, k/B-Carrageen und 3-Carrageen ohne Zugabe von Salzen und mit 0,1 %
KCl und CaClz.

Wir konnte zudem zeigen, dass die enzymatische Desulfatierung von k-Carrageen die Mog-
lichkeit zur zeitabhangigen in-situ Produktion von Carrageen-basierten Gelen bietet (siehe Ab-
bildung 8.) Die spezifischen Geleigenschaften dieser kénnen spezifisch durch verschiedene
Parameter wie Reaktionszeit, Polymerkonzentration, oder Enzymmenge moduliert werden,
wodurch die Produktion von mafigeschneiderten Gelen ausgehend von nicht gelieren k-Carra-

geen-Ldsungen moglich ist.
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Abbildung 8: In-situ Modulation von Carrageen-Eigenschaften. (a) Freigesetztes Sulfat bestimmt durch Sulfat-
Assay. (b) Viskoelastische Eigenschaften und (c) thermisches Verhalten der Reaktionsprodukte. (d) "H-NMR der

Reaktionsprodukte zu verschiedenen Zeitpunkten. (e) Optisches Erscheinungsbild der Reaktion nach 0 h und

24 h.

Es konnte gezeigt werden, dass die Rheologie von Carrageenen enzymatisch durch gezielte

Entfernung von Sulfatgruppen angepasst werden kann. Die in unseren Experimenten verwen-

deten kommerziellen Carrageene sind jedoch typischerweise von hoher Reinheit, wodurch sie

nur teilweise mit Produkten aus industriellen Extraktionsprozessen vergleichbar sind (Webber
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et al., 2012). Um das Potenzial der enzymkatalysierten Desulfatierung fur nicht-kommerzielle
Carrageene zu bewerten, wurde die Anwendbarkeit von CaCgs1 fur die direkte Modifikation
von Carrageenen mit unterschiedlichen Sulfatierungsmustern aus verschiedenen industriell

relevanten Rotalgen getestet, die als Quelle fir diverse Carrageene dienen.

Fir kommerzielle Anwendungen werden hauptsachlich Carrageene aus Kappaphycus alvare-
Zii, Kappahycus striatus, Chondrus crispus und Eucheuma spinosum verwendet. Diese repra-
sentieren die primaren Quellen von k-, Kappa2- und 1-Carrageen und wurden daher als repra-
sentative Substrate flir unsere Experimente ausgewahlt [5]. Da die Enzymeigenschaften von
CaCgS1 die Verwendung der Sulfatase wahrend der herkdbmmlichen Extraktion in einer stark
alkalischen Umgebung unter hohen Temperaturen nicht erlaubten, wurde die Eignung von
CaCgS1 fur die direkte Integration in einen wassrigen Extraktionsprozess als Machbarkeits-
studie getestet. Die fir diese Studie verwendeten Galaktane konnten bereits unter milden Be-
dingungen bei 37 °C schonend ohne Zusatz von Lauge extrahiert werden. Daher war eine
kombinierter Prozess von und enzymatische Modifikation mdglich. Die Analyse der Kationen-
zusammensetzung und des Molekulargewichts der extrahierten Carrageene ist in Tabelle 1

gezeigt.

Tabelle 1: Kationen- und Molekulargewichtsanalyise der kommerziellen und extrahierten Carrageene.

Extraktions-

Carrageen K Na Ca MW
methode

K-carrageenan Commercial 9.62 +0.27 0.50 + 0.001 0.16 £ 0.03 3.2
I-carrageenan Commercial 3.90 £ 0.766 2.0 £ 0.005 46026 2.2
Kappahycus alvarezii KOH 7.50 £0.08 n.d. 0.11 £ 0.006 1.9
H20 3.63+£0.105 1.18 £ 0.01 0.20 £ 0.007 23

Kappahycus striatus KOH 7.24+£012 0.082+0.0007 0.13+0.006 3.5
H20 3.804 £+0.095 0.86 +£0.002 0.28 £ 0.004 2.79
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Chondrus Crispus KOH 7.99+0.21 0.058+0.0006 0.15+0.02 4.8
H20 3.15+0.11 1.60 £ 0.012 0.45 £+ 0.008 n.d.

Eucheuma spinosum KOH 11.65+0.17 0.275+0.0008 0.131+0.014 6.0
H20 6.40 £ 0.20 1.92 £ 0.008 0.32 £+ 0.007 5.37

n.d.: Nicht bestimmt

Nach Biotransformationen im praparativen MalRstab konnte spektroskopisch eine erfolgreiche
Biotransformation und damit die katalytische Aktivitat von CaCgS1 in der komplexen Extrakti-
onsmatrix bestatigt werden. Die anschlieRende rheologische Analyse der Reaktionsprodukte
bestatigte die erwartete Zunahme der Viskoelastizitat sowie erhdhte Schmelz- und Gelier-
punkte, wenn k-Carrageen zu 3-Carrageen-Einheiten desulfatiert wurde. Umgekehrt ging die
Gelierfahigkeit verloren, wenn Uberwiegend a-Carrageen als Reaktionsprodukt im Polymer
vorhanden war, was unsere bereits beschriebenen Beobachtungen fiir die kommerziellen Sub-

strate bestatigte (siehe Abbildung 9).

Modifizierte Polymere, die aus K. striatus und K. alvarezii Biomasse extrahiert wurden, erga-
ben dabei die héchsten Gelstarken, da hier hybride k/B-Carrageene ohne nachweisbare An-
teile an a-Carrabiose produziert wurden. Die Modifikation von hybridem k/I-Carrageen aus C.
crispus flihrte zu moderat niedrigeren Gelstarken des Polymers aufgrund héherer Mengen an
a-Carrageen im Reaktionsprodukt (infolge der Desulfatierung von 1-Carrageen). Analog dazu
zeigte das Biotransformationsprodukt von 1-Carrageen aus E. spinosum einen starken Ruck-
gang von G’ und G” und einen Verlust des gelartigen Verhaltens, da das Reaktionsprodukt
fast reines a-Carrageen war. Dies unterstitzt unsere bisherigen Erkenntnisse und die daraus

abgeleitete Struktur-Funktions-Beziehung.

Trotz erfolgreicher Desulfatierung von Carrageenen wahrend ihrer Extraktion fanden wir her-
aus, dass die enzymatische Modifikation von zuvor alkalisch extrahierten und gereinigten Po-
lymeren zu bis zu mehr als zehnfach héheren viskoelastischen Moduli sowie erhéhten Gelier-
und Schmelztemperaturen fuhrte (siehe Abbildung 9 f). Wir vermuten, dass dies auf das Feh-
len der alkalischen Umwandlung von restlichen, nicht-gelierenden (nicht-cyclisierten) u- und
v-Carrabiose-Einheiten in gelbildende k- und I1-Carrageene zuriickzufiihren ist, die nach dem
wassrigen Extraktionsprozess in der Polymerstruktur vorhanden waren. Das Vorhandensein

dieser Strukturen konnte spektroskopisch bestatigt werden. Die UnregelmaRigkeiten in der
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Struktur, die durch signifikante Mengen an p- und v-Carrageen-Einheiten verursacht werden,
behindern die Helixbildung der Polymerstrange und unterdriicken die Gelierung (Vilén et al.,
2010). Dies ist nicht der Fall, wenn die Algen nach alkalischer Vorbehandlung extrahiert wur-
den. Es ist daher in Zukunft sinnvoll, einen alternativen und nachhaltigeren Weg verglichen mit
der alkalischen Extraktion durch die Integration von D-Galactose-Sulfurylasen anzustreben,
um 3,6-Anhydro-D-Galactose-Reste enzymatisch zu produzieren und damit die Carrageen-
Qualitat zu erhéhen. Obwonhl solche Transferasen bereits identifiziert und aus einigen Rotal-
genarten isoliert wurden (Genicot-Joncour et al., 2009; Wang et al., 2014), wurde bisher keine

heterologe Produktion erfolgreich durchgefihrt.

Seite 14 von 18



GEFORDERT VOM

% Bundesministerium
&g fiir Bildung
und Forschung

a b
1000 1000 5
100, yuuEEEEEEEEEEEEEEEREEEEE] 100 jEEENSEENENEENNEEENEENEEEEE]
g bQ...Q..O.........QQ......; g DOOOOQ.QQQQQQQQQQQQ...OOOéé
e e
s peEEB2 : ] BE @@@
o 10 EEEEE%%@E&EE@?@EE;@@ 000®® o 1 mmgm[ﬁ[ﬂ@m[ﬂgggg%g%@@)%%%
o 0006000000 90? o 2000000®®
1 1
0.1 0.1
0.1 1 10 0.1 1 10
Frequency (Hz) Frequency (Hz)
c d
1000 1000
100 100
_  EEEEEEEEEEEENEENEENEEEEEED _  0000000000000000000000000(
© [\]
o Pl a 10
g PPPYYYY T T 1tk = 00®%;
5 10.999999990999;55@@@ e 5 20e0000000°%? E
O e, 0ee090° 5 1poe0eeod® _goaeee
[@1E) S n ..-.
0000000e%® el T
! 0.1] . g0 E@?GF
fry it
0.1 0.01 :
0.1 1 10 0.1 1 10
e Frequency (Hz) f Frequency (Hz)
80 10000 T T T 1.00
E. spinosum E
- C. Crispus g
o 6o K. alvarezii 2
° K. striatus 3 _
5 3 )
£ 40 K =
g- = -
£ 3
o o
~ 20 £
o
o
0 K. striat K. al ii C.Cri
N N NN N N N N . striatus K. alvarezii C. Crispus
S5 S5 S8 S8

Abbildung 9: Rheologische Eigenschaften modifizierter Carrageene nach kombinierter Extraktion und Biotransfor-
mation von Algenbiomasse. Frequency-Sweeps von 1 %-Ldsungen gereinigter Carrageene aus Kappahycus stri-
atus (a), Kappahycus alvarezii (b), Chondrus Crispus (c) und Eucheuma spinosum (d). Blaue Symbole reprasen-
tieren modifizierte Polymere nach Desulfatierung durch CaCgS1; rote Symbole reprasentieren Kontrollproben
ohne Zugabe von CaCgS1. Offene Symbole reprasentieren Speichermoduli G, geschlossene Symbole reprasen-
tieren Verlustmoduli G”. (e) Schmelz- (rote Balken) und Geliertemperaturen (blaue Balken) modifizierter Carra-
geen im Vergleich zu Kontrollproben ohne Zugabe von CaCgS1. Die Carrageen-Quellen sind Uber den jeweiligen
Balken angegeben. Carrageene aus E. spinosum wurden mit 10 mM CaClz erganzt, um die Gelbildung zu for-
dern; alle anderen Polymere wurden mit 10 mM KCI erganzt. (f) Vergleich der komplexen Moduli G* und des Ver-
lustfaktors tan(d) bei 1 Hz von CaCgS1-modifizierten Carrageene nach wassriger Extraktion (blaue Balken) oder

vorheriger alkalischer Extraktion (rote Balken). n. d.: nicht bestimmt, da die Messung nicht mdglich war.
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1.6. Arbeitspaket 6
Arbeitspaket 6 umfasste die Verbreitung der relevantesten Ergebnisse als Publikationen. Sei-
tens der TUM konnten hierbei bereits zwei Verdéffentlichungen publiziert werden [6, 7]. Eine
weitere Publikation in Zusammenarbeit mit UNESP ist noch geplant. Zudem sollen die Ergeb-

nisse zur in-situ Produktion von Carrageen-Gelen noch veréffentlicht werden.

Seite 16 von 18



GEFORDERT VOM

% Bundesministerium
AN fiir Bildung
und Forschung

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaligen Nachweises

Der Finanz- und Zeitplan musste aufgrund der Covid-19-Pandemie deutlich geandert werden.
Es gab Einschrankungen im Laborbetrieb und es waren keine Dienstreisen méglich. Unter
Bericksichtigung der kostenneutralen Verlangerung um 12 Monate konnte der Zeitplan einge-
halten werden. Auch der Finanzplan wurde unter Bericksichtigung der Umwidmung von Mit-

teln grofRenteils eingehalten.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die im Laufe des Projektes erfolgten Forschungsarbeiten waren notwendig fiir das Erreichen
der Projektmeilensteine und das Ziel des Vorhabens, neue Sulfatasen fir die Modifikation von
Biopolymeren bereitzustellen, um deren Anwendungsspektrum zu erweitern. Wesentliche Pro-
jektziele wurden mit den unternommenen MalRnahmen erreicht. Insbesondere die Identifika-
tion von Sulfatasen aus den Stammsammlungen des Projektpartners und Sulfatasen fir Nit-
rocellulose erwies sich jedoch schwieriger als gedacht. Dass dadurch weiterer Forschungsbe-
darf und Aufwand entstand, erklart wieso einige Meilensteine im Projekt (insbesondere zu Nit-
rocellulose) nicht vollstandig erreicht werden konnten. Die Arbeiten zu den Carrageen-Sulfa-
tasen erwiesen sich hingegen als sehr erfolgreich, und bietet die Grundlage fiir weiter Folge-

arbeiten und fir die Entwicklung kommerzieller Anwendungen.

4. Voraussichtlicher Nutzen und konkrete Planung fur die Zukunft

Aus den erzielten Ergebnissen ergibt sich die Moglichkeit weitere Forschung im Bereich der
Nutzung der neuen Carrageene zu verfolgen. Da insbesondere 3-Carrageen in der Lage ist,
bereits in geringen Konzentrationen und wahrend der Biotransformation sehr starke Gele aus-
zubilden, liegt hier aus unserer Sicht das gréte kommerzielle Potential. Als sehr niedrigvisko-
ses Biopolymer ist es zudem aussichtsreich, sich mit potentiellen Anwendungen von a-Carra-

geen zu beschéftigen.

5. Bekannt gewordener Fortschritt bei anderen Stellen

Wahrend der Projektdauer sind Arbeiten bekanntgeworden, die sich mit der Rheologie von a-
Carrageen beschaftigen [8]. Der Fokus lag dabei jedoch nicht auf der Identifizierung neuer
Sulfatasen und deren Nutzung in nachhaltigen Prozessen zur Modifikation von Carrageenen,
sondern auf der molekularen und strukturellen Grundlage des FlieRverhaltens von Carragee-
nen, und steht daher nicht in Konkurrenz zum vorliegenden Vorhaben. Vielmehr wurden un-

sere Ergebnisse hier unabhangig in einem anderen Kontext bestatigt. Zudem wurden wahrend
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des Projektes verschiedene weitere Carrageen-Sulfatasen in anderen Arbeiten entdeckt [9,
10]. Diese Arbeiten entstanden jedoch im Kontext der Aufklarung des Carrageen Katabolismus
verschiedener heterotropher Bakterie, und waren ebenfalls nicht fur die Modifikation von Bio-

polymeren in unserem Vorhaben relevant.

6. Erfolgte und geplante Veroéffentlichungen

Im Rahmen des Projektes sind bisher zwei wissenschaftliche Veréffentlichungen erfolgt [4, 7].
Eine weitere Veroffentlichung soll noch erfolgen. Zudem wurde ein Artikel Gber die Anwendung
von Sulfatasen fir die Biotechnologie, der auf den Ergebnissen des Projektes BioTrim beruht
und der dieses Thema der Allgemeinheit vermitteln soll, im Magazin B/Ospektrum veroffent-
licht.
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