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1.1 Aufgabenstellung

Das Projektvorhaben PET-Rezya adressierte das Ubergeordnete Ziel, die heutige Wirtschaft zu einer
biodkonomischen Kreislaufwirtschaft umzugestalten, um einerseits dem Klimawandel durch erneute Nutzung
von Rohstoffen entgegenzutreten und um andererseits die Umweltverschmutzung durch Kunststoffabfalle
zu verringern. In diesem Projekt sollte ein biologisches Recyclingverfahren fiir flammgeschUtztes PET basierend
auf der enzymatischen Zersetzung eingesetzt und entwickelt werden und damit zu einer Verbreiterung der
Technologiebasis in der Bioverfahrenstechnik fihren, um deren Maoglichkeiten auch beim Recycling von
Stoffen, insbesondere Kunststoffen, auszunutzen. Speziell im Verkehrssektor, einschlieBlich der Luft- und
Raumfahrt, ist es unerlasslich zu mehr zirkularen Materialstromen Uberzugehen, um eine Kreislaufnutzung
aller eingesetzten Materialien zu gewahrleisten. Dabei spielen technische PET-Polymere, welche ein breites
Anwendungsspektrum aufweisen, eine wichtige Rolle. PET-Polymere werden momentan fir Anwendungen
in Flugzeug- und Zugkabinen als flammgeschitztes PET in verschiedensten Textilien eingesetzt. Dieses
Material wird im folgenden flame retardant PET (FR-PET) genannt. Heute ist das Recycling von diesen
Materialien durch Umschmelzen und Wiederaufbereitung maglich, dies ist jedoch nicht beliebig oft
wiederholbar, Griinde dafdr sind beispielsweise eine Oxidation des Polymers, Abbau der Polymerketten hin
zu kleineren Molmassen und allgemein die Degradation des Polymers durch die thermische Behandlung.
Neben diesem Verfahren werden heute die entsorgten FR-PET-Textilien nach der Kabinensanierung
hauptsachlich durch Schreddern zu preisginstigen Anwendungen wie Teppichunterlagen weiterverarbeitet.
Die Entwicklung eines vollstandigen wiederholbaren Kreislaufverfahrens fir flammgeschditztes FR-PET durch
enzymatische Zersetzung und Repolymerisation des FR-PET-Polymers kénnte mehr Anwendungsfalle fir ein
vollstandig kreislauffahiges Material fir sicherheitskritische Transportanwendungen erschlieBen und hier eine
groBe Menge von Textilien vollstandig rezyklierbar machen.

1.2 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Projekt wurde unter Beteiligung aller vier Projektpartner geplant und eine Durchfiihrung der Arbeiten
innerhalb von 36 Monaten vorgesehen. Bis auf eine leichte Verzdgerung der Arbeiten auf Seiten der
Universitdat Hamburg um 3 Monate konnten die Arbeitspakete in der vorhergesehenen Abfolge erfolgreich
bearbeitet werden.

1.3 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den
angekniipft wurde

Heutzutage wird insbesondere am enzymatischen Recycling von PET-Polymeren intensiv geforscht. Das
franzosische Unternehmen Carbios hat fir PET-Getrankeflaschen eine enzymatische zweistufige Hydrolyse
von PET in seine Monomere Ethylenglykol (EG) und Terephthalsaure (TPA) entwickelt, die anschlieBend
repolymerisiert werden, um neues PET mit der gleichen Qualitat wie das urspringliche erddlbasierte PET
herzustellen (Arnal et al. 2023). Diese erreichte Qualitat hat ihren Preis, ist aber fir die Herstellung klarer,
ungefarbter PET-Flaschen unerlasslich. Jedoch hat Carbios die Depolymerisation von PET mit
Flammschutzmitteln, die die vollstandige Hydrolyse maglicherweise storen konnten, nicht nachgewiesen und
die Recyclingtechnologie auch nicht auf CFK angewandt.
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Das Projekt PET-Rezya behandelt diese beiden Fragestellungen direkt. Die Ergebnisse sind in Abschnitt 1.4
kurz und in Teil Il des Berichts detailliert aufgefiihrt.

1.4 \Wesentliche Erkenntnisse

Im Projekt konnten die folgenden Ergebnisse erzielt werden: 1) es konnte nachgewiesen werden, dass die
Zersetzung von flammgeschiitzten Trevira CS FR-PET-Textilien maoglich ist, 2) diese Zersetzung konnte
optimiert und skaliert werden, 3) zudem wurde das wiedergewonnene TPA in einer Repolymerisation
gemeinsam mit neuwertigen TPA eingesetzt und das Polymer konnte mit typischen PET-Eigenschaften
polymerisiert werden, einzig die Farbe des rPET ist noch ein Hindernis fir den Wiedereinsatz, 4) es konnte
CFK mit dem FR-PET Polymer hergestellt und charakterisiert werden, 5) es konnte gezeigt werden, dass
Carbonfasern aus einem solchen CFK nach einer geeigneten Vorbehandlung mittels enzymatischer
Zersetzung der Matrix ohne Schadigung wiedergewonnen werden kénnen.

1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

In dem Projekt konnte insbesondere auf Expertise von Airbus und Indorama Ventures Fibers Germany, welche
als assoziierte Partner am Projekt teilgenommen haben, zurlickgegriffen werden. Airbus unterstltzte bei
Brandtests und der Einschatzung bezlglich der LCA Uber das enzymatische Recycling, und Indorama Ventures
Fibers Germany mit Materialbereitstellungen und Repolymerisationsversuchen. Innerhalb der Fraunhofer-
Gesellschaft wurden zudem Versuche am Fraunhofer ICT durchgefihrt, hier wurden vor allem die
Maéglichkeiten zur Extrusion von Kunststoffen am ICT genutzt. Des Weiteren konnte Ausschussware in Form
von Textilien von Webereien bezogen werden und flr das enzymatische Recycling genutzt werden, um die
Machbarkeit der entwickelten Recyclinglésung im gréBeren Mafstab aufzuzeigen.
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2.1 Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse im
Einzelnen, mit Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Im Rahmen des PET-Rezya-Projekts arbeiteten die vier Verbundpartner an verschiedenen Fragestellungen. Eine
schematische Darstellung (Abbildung 1) zeigt die verschiedenen Teilschritte einer moglichen zirkuldren
Verwendung von flammgeschiitzten Polyestertextilien (links) sowie von Polyester-Carbonfaser-Composites
(rechts).
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Abbildung 1: Schematische Projekt-Ubersicht, linker Kreislauf: Darstellung des enzymatischen Recyclingprozesses am
Beispiel von Textilien, insbesondere Vorhdngen, rechter Kreislauf: Darstellung des enzymatischen
Recyclingprozesses am Beispiel von CFK.

Im Zentrum des zirkularen Konzepts steht die enzymatische Hydrolyse des flammgeschitzten Polyesters,
sowohl des Textilmaterials als auch der Matrix der faserverstarkten Composites. Drei Projektpartner arbeiteten
an verschiedenen Aufgaben rund um das Enzym PETase. Die Universitdt Hamburg identifizierte neuartige
PETasen und charakterisierte diese im Vergleich zu bereits bekannten Enzymen. SeSaM-Biotech GmbH
verbesserte die Eigenschaften der neu identifizierten PETasen mit softwaregestiitztem Protein Engineering.
Die Enzymicals AG optimierte die fermentative Produktion der PETasen, etablierte und intensivierte den
Prozess der enzymatischen Polyester-Hydrolyse und skalierte ihn bis in den Kilogramm-MaBstab. Der vierte
Projektpartner, das Fraunhofer-Institut IGCV, sorgte fiir die Versorgung des Projekts mit vorbehandelten,
flammgeschUtzten PET-Materialien und deren physikochemische Charakterisierung. AuBerdem wurden hier
die ersten CFK-Materialien mit flammgeschitztem PET als Matrixmaterial hergestellt und charakterisiert.

Die dem Projekt angegliederten assoziierten Partner Airbus und Indorama Ventures Fibers Germany
unterstitzten maBgeblich die Versuche und Ergebnisse des Projekts. Airbus flihrte Flammschutztests mit den
CFK-Materialien durch und unterstitzte bei der okologischen und okonomischen Bewertung des
enzymatischen Recyclingverfahrens. Indorama Ventures Fibers Germany lieferte flammgeschitztes PET-
Material und fuhrte die Repolymerisierungsversuche durch.

Schlussbericht: PET-Rezya Seite 7 von 35



flammgeschitztem PET durch enzymatisches Recycling am Beispiel

KMU-innovativ-KMUi-BO03: PET-Rezya — Kreislaufnutzung von % } PET-Rezya
von Anwendungen in der Luftfahrt \

Inhaltliche Anpassung des Arbeitsplans

Im Rahmen des PET-Rezya-Projekts konnten keine PETasen identifiziert werden, die flr eine selektive Endo-
Hydrolyse, also einer Spaltung der Polymerketten in der Mitte der Kette und nicht am Ende der Polymerkette,
des PET-Materials geeignet sind. Dies liegt einerseits daran, dass Methoden zur Analyse von Oligomeren wie
z.B. Gelpermeationschromatographie (GPC) zur Trennung der Analyten nach dem Molekulargewicht nicht
fur die Analytik im Hochdurchsatz geeignet sind. Daher konnte im Rahmen des Enzym-Engineerings in diesem
Projekt nicht gezielt nach Endo-PETasen selektiert werden. Weiterhin haben alle bekannten PETasen sowohl
eine Endo- als auch eine Exo-Aktivitat, wobei Oligomere typischerweise bevorzugt abgebaut werden. Aus
diesem Grund konnten Oligomere nicht selektiv isoliert und folglich auch nicht charakterisiert werden. Daher
anderte sich im Projektverlauf diese - im Antrag beschriebene - Zielsetzung hinsichtlich der Generierung und
Anwendung von endo-PETasen, da die Monomere, welche durch den Abbau von FR-PET durch exo-PETasen
entstehen, ebenfalls fir eine Re-Polymerisation geeignet sind. Folglich wurde die Prozessentwicklung mit
leistungsstarken exo-PETasen fur den Abbau von FR-PET in den Fokus des Projekts gesetzt. Samtliche
Anpassungen erfolgten in Absprache mit dem Projekttrager, sowie in Einklang innerhalb des Konsortiums.

Meilensteine des Projekts

Tabelle 1: Ubersicht des Gesamtprojektes zu den erreichten Meilensteinen und deren Erfillungstand.

MS Definition fallig Erfiillt?  Beschreibung / Besonderheiten

MSO1 Zersetzung von flamm-  M12 Ja -
geschltzten  FR-PET-Textilien
nachgewiesen

MS02 Repolymerisation der Oligomere  M24 Mit Anpas. Die Repolymerisation erfolgte mit aus enzymatischem
als Blend mit Monomer durch- sung erfillt PET-Abbau gewonnener Terephthalsdure statt mit
geflihrt — wurde angepasst zu: Oligomeren, da keine PETasen mit ausschlieBlicher
Repolymerisation der wieder- Endo-Spaltung identifiziert werden konnten. Es
gewonnenen Monomere als wurde die aus dem enzymatischen PET-Abbau
Blend mit neuen Monomeren stammende Terephthalsaure als Blend mit neuen
durchgefihrt Monomeren zur Repolymerisierung eingesetzt.

MSO3 FR-PET-CFK  hergestellt und M27 Ja Die mechanischen Kennwerte der CFK mit PET-Matrix
charakterisiert sind vergleichbar mit State-of-the-art-

Faserverbundwerkstoffen, mit beispielsweise Epoxy-
Matrix.

MS04  Zersetzung von flamm-  M30 Ja Hydrolyse vorbehandelter FR-PET-Textilien im kg-
geschitzten  FR-PET-Textilien MaBstab
optimiert und skaliert

MS05 Repolymerisation  allein ~ der M33 Nein Nach PET-Hydrolyse im kg-MaBstab, wurde die
Oligomere durchgeflhrt — wurde Repolymerisation eines hoheren Anteils
angepasst zu: Repolymerisation wiedergewonnener Monomere als Blend mit neuen
ausschlieBlich aus in der enzy- Monomeren bei Indorama erfolgreich durchgefihrt.
matischen  Hydrolyse gewon- Die Repolymerisation von alleinigem rezyklierten TPA
nenem TPA durchzufihren war in diesem Projekt nicht maoglich.
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MS06 Maogliche Zersetzung von FR-  M33 Ja Abbau nachgewiesen, inklusive Lang-
PET-CFK aufgezeigt zeitbiokatalyse.

AP 1: Enzym- und Prozessentwicklung zur Zersetzung von
flammgeschiitzten FR-PET-Textilien (Verantwortlich: Enzymicals AG)

In Arbeitspaket 1 wurde ein enzymatischer Recyclingprozess fir flammgeschitzte PET-Textilien entwickelt,
untersucht und im Kilogramm-MaBstab durchgefihrt. Die Universitat Hamburg und SeSaM-Biotech GmbH
entwickelten dabei ein neues Enzym, und Enzymicals flhrte die Depolymerisierung in groBerem MaBstab
durch, das Fraunhofer IGCV leitete die Versuche zur Vorbehandlung der PET-Materialien.

Fir die Versuche in PET-Rezya wurden folgende Materialien eingesetzt:

Tabelle 2: Eingesetzte PET-Materialien.

Material # Beschreibung Kristallinitat DSC [%]
Poly_1 FR-PET_Granulat 9,0
Poly_6 FR-PET_cryomilled_<125pum
Poly_7 FR-PET_ cryomilled_ 125-250um
Poly_8 FR-PET_cryomilled_250-500um
Poly_9 FR-PET_cryomilled_>500pum
Poly_10 FR-PET_cryomilled_<500um

ca. 3,5
Poly_11 FR-PET_cryomilled _>500um
Poly_12 FR-PET_cryomilled _<500pm_powder_main trial
Poly_13 FR-PET_cryomilled_500-710um_powder_main trial
Poly_14 FR-PET_cryomilled_710-1000pum_powder_main trial
Poly_15 FR-PET_cryomilled_>1000pm_powder_main trial
Poly_18 FR_PET_fibers_Type270_0,6dtex_4909 34,8
Poly_19 FR_PET_cryomilled_Type270_0,6dtex_4909 35,1
Poly_26 FR-PET_textile_white_1_100/m2_cryomilled 35,4
Poly_27 FR-PET_textile_white_2_90g/m2_cryomilled 36,5
Poly_28 FR-PET_textile_yellow_128g/m2_cryomilled 36,9
Poly_29 FR-PET_textile_brown-white-pattern_168g/m2_cryomilled 36,4

Schlussbericht: PET-Rezya Seite 9 von 35
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Poly_30 FR-PET_textile_grey-plaid_260g/m2_cryomilled 37,8
Poly_31 FR-PET_textile waste_Extruded_granulate 14,9
Poly_32 FR-PET_textile_waste_Extruded _granulate_cryomilled_<1mm 11,9
Poly_33 FR-PET_textile waste 38,9

AP 1.1.: Proteinengineering mittels KnowVolution (Lead: SeSaM-Biotech GmbH)

Die Exo-PET-Hydrolase PET46G wurde von der Universitat Hamburg identifiziert, als vielversprechend
eingestuft und an die SeSaM-Biotech GmbH zwecks Proteinengineering Ubergeben. Um die
Funktionsfahigkeit der Enzyme =zu gewahrleisten, erfolgten zu Beginn erste Mikrotiterplatten-
Produktionsversuche in Escherichia coli. Parallel wurde ein Mikrotiterplatten-basiertes Screening-System
entwickelt, bei dem mittels HPLC drei gangige PET-Abbauprodukte (TPA, MHET, BHET) analysiert werden
kdnnen. Die Leistungssteigerung fir FR-PET-Abbau erfolgte durch das KnowVolution-Konzept mit iterativen
Zyklen aus Mutagenese, Screening und Selektion. Computerbasierte 3D-Strukturanalysen der Enzym-
Substrat-Interaktionen sowie sequenz- und faltungsenergiebasierte Auswertungen ermdglichten die
Identifizierung geeigneter Aminosaurepositionen fir gezielte Mutagenese. Die Informationen aus jedem
Zyklus wurden genutzt, um den relevanten Sequenzraum einzugrenzen und die Effizienz zu steigern.
AbschlieBend wurden die leistungsstarksten Aminosaureaustausche kombiniert, um synergistische Effekte zu
erzielen (Abbildung 2).

Untersuchte Positionen Erkenntnisse
17, 27, 34, 39, 40, 42, 45, 46, 83, 89, Substrat-Docking ist
Computer-unterstiitzte Identifikation von 95, 100, 102, 114, 134, 142, 146, 147, eﬁi?;sz S;::]'esﬁ'sig'_‘&
potenziell relevanten Positionen via 148, 156, 158, 167, 170, 177, 191, basierte Mégthoder?fﬂr
Phase | Docking analysis, DCA, Rosetta, Literatur 207, 208, 209, 212, 213, 215, 234, die Erhéhung der
Identifikation 242, 247, 252, 255 Hydrolyseaktivitat

Individuelle SSMs Substitutionen an 5
21 SSMs (84 Varianten jeweils) 331’4401,:‘22’&5, ﬁTBZ?:I,4889,11700,117(;2, Positionen bewirken
Degenerierte NNK Codons ? . 146, ; 170, ’ erhshte
Phase Il 191, 207, 208, 247, 252 Hydrolyseaktivitét
Determination

3/5 Substitutionen mit
deutlich erh&hter

. A . . G83Q (3,1-fach), N170G (2,1-fach), Hydrolyseaktivitét
Fitness-orientierte Variantenselektion $207C (1,8-fach) wurden fur die
Phase Il Rekombination
Selektion ausgewahlt

Die beste (dreifach-substituierte) Variante PET46G-
G83Q/N170G/S207C zeigte eine 4.6-fach erhdhte
Hydrolyseaktivitit gegeniber FR-PET

Rekombination der individuellen

Phase IV Positionen 86, 170 und 207

Rekombination

Abbildung 2: Ubersichtsgrafik der KnowVolution-Kampagne zur Erhéhung der Hydrolyseaktivitat von PET46G
gegenuber FR-PET.
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Hotspotidentifizierung

Zur Identifikation mutationsrelevanter Positionen wurden Direct Coupling Analysis (DCA) und
kraftfeldbasierte AAG-Berechnungen (Rosetta) kombiniert, erganzt durch Substrat-Docking mit 2PET- und
3PET-Modellen. DCA diente der Bestimmung evolutionar gekoppelter Aminosauren; AAG-Analysen
bewerteten den Einfluss auf die Faltungsstabilitat. Nur Positionen mit stabilisierenden oder neutralen
Substitutionen (negative bzw. geringe AAG-Werte) wurden fir die Erstellung von 36 Sattigungsmutagenese-
Bibliotheken (SSM1-SSM36, siehe Zwischenbericht fir 2024) ausgewahlt. Zusatzlich wurden zwei Positionen
aus Vorarbeiten der Universitat Hamburg Gbernommen. Insgesamt konnten bis auf wenige Positionen, fir
die sich die Klonierungen als schwierig erwiesen, 33 Bibliotheken erfolgreich kloniert und in E. coli exprimiert
werden.

Hochdurchsatz-Screening

FUr die Aktivitatsanalysen wurde eine HPLC-Methode entwickelt, die die PET-Abbauprodukte TPA, MHET und
BHET in unter vier Minuten baseline-getrennt quantifizieren kann. Um den Screening-Durchsatz zu erhdhen,
erfolgte zunachst ein Vor-Screening auf dem Surrogatsubstrat pNP-C6, um inaktive Varianten auszuschlieBen.
AnschlieBend wurden aktive Klone auf Goodfellow-PET (Gf-PET) getestet, da die zunachst verwendeten
Poly14-/Poly19-Pulver zu einer hohen Standardabweichung bei Nutzung im MTP-Format flihrten.

Von 22 gepriften Bibliotheken konnten 41 Klone mit erhdhter Hydrolyseaktivitat identifiziert werden. Diese
wurden im Rescreening mit jeweils vier Replikaten sowohl auf Gf-PET Folie als auch Gf-PET Mikropartikeln
validiert, um Unterschiede in der Turnoverrate reproduzierbar zu erfassen.

Charakterisierung verbesserter Varianten

Die 17 vielversprechendsten Varianten wurden anschlieBend aufgereinigt und auf ihre Aktivitat gegenlber
Poly19-Pulver untersucht, um zu gewahrleisten, dass die erhohten Aktivitaten auf flammresistentes PET
Ubertragbar sind. Bei niedriger Katalysatorbeladung/enzymsaturierten Bedingungen (50 nM Enzym) zeigten
insbesondere Substitutionen an den Positionen G83, N170, S207, R146 und A46 verbesserte Aktivitat, mit
einer maximalen Steigerung um das 3,1-fache (G83Q), gefolgt von N170G (2,1x) und S207C (1,8x). Bei
substratsaturierten Bedingungen (2500 nM) fiel die Steigerung, wie erwartet, geringer aus.

Die Kombination dieser Einzelsubstitutionen fihrte zu deutlich verbesserten Varianten:

B G83Q/N170G/S207C: 4,6-fach erhohte Aktivitat gegentber Poly_19
B Doppelsubstitutionen (z. B. G83Q/N170G): bis zu 3,3-fache Aktivitat

Abbildung 3 zeigt die reprasentative Struktur des Enzym-Substrat-Komplexes von PET46G mit 2PET (orange)
und 3PET (hellorange). Die katalytische Triade ist magenta gefarbt. Die wichtigsten Aminosaurepositionen,
die in der besten Variante substituiert wurden, sind helltirkisfarben dargestellt. Weitere vorteilhafte
Substitutionen, die nicht in der besten Variante umgesetzt wurden, sind dunkel tlrkisfarben.
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Abbildung 3: Enzym-Substrat-Komplex von PET46G.

Thermische Stabilitat

Schmelztemperaturmessungen zeigen, dass die Einzelmutanten mit 71,6-77,7 °C alle ausreichend stabil sind
(Wildtyp: 75,9 °C). Besonders stabil sind G83Q (77,1 °C) und G83Q/N170G (78,0 °C). Somit eignen sich die
besten Varianten flr thermisch anspruchsvolle Prozesse bei Temperaturen > 60 °C.

Fazit

Durch die Kombination evolutionarer Analysen, strukturbasierter Stabilitdtsbewertungen und Hochdurchsatz-
Screenings konnten mehrere stabile PET46G-Varianten mit deutlich erhdhter FR-PET-Hydrolyseaktivitat
identifiziert werden. Die rekombinanten Enzyme (insbesondere G83Q/N170G/S207C) wurden den
Projektpartnern zur Validierung tGbergeben.

AP 1.2.: Enzymentwicklung (bezgl. Umsatzgrad, Selektivitat, Bestandigkeit)
(Lead: Uni Hamburg)

Im Rahmen des Projekts konnte gezeigt werden, dass die Materialien von Indorama Ventures durch das
Referenzenzym Leaf-compost Cutinase (LCC-ICCG) im gleichen MaBe wie herkdmmliches PET abgebaut
werden kdnnen und das Flammschutzmonomer keinen weiteren Einfluss auf die Hydrolyse hat. Da das Enzym
LCC-ICCG durch ein Patent fir kommerzielle Anwendungen geschitzt ist, war es notwendig, andere
Scaffolds zu finden, die nicht durch das Patent gedeckt sind. Daflr wurden von der Universitat Hamburg 34
putative PETasen auf Material von Indorama Ventures getestet. Mittels einer HPLC-Methode konnten sowohl
die Abbauprodukte Terephthalsdure (TPA), Mono-(2-hydroxyethyl)-terephthalsdure (MHET), Bis-
(hydroxyethyl)-terephthalsdure (BHET) als auch das Flammschutzmonomer detektiert werden. Am
vielversprechendsten erweisen sich die Enzyme PET44 und PET46. Mit PET44 konnte gezeigt werden, dass
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die PartikelgréBe einen erheblichen Einfluss auf die Hydrolysierbarkeit des Materials hat. So konnte bei
kleinerer PartikelgroBe mehr Abbauprodukt detektiert werden.

Tabelle 3: PartikelgréBe der verschiedenen Polymerfraktionen.

Material # PartikelgréBe [pm]
Poly_1 <125

Poly_6 125-250

Poly_7 250-500

Poly_8 > 500

Poly_9 <500

Poly_10 > 500

Einfluss der Partikelgr6Re beim enzymatischen Abbau von
FR-PET mit PET44 nach 24h bei 40 °C

10 4 T

Released product [mM]

Sample

ETPA ®MHET ©BHET

Abbildung 4: Enzymatischer Abbau von Poly_6 bis _11 durch PET44.

Um den Einfluss der PartikelgroBe auf den Abbau von FR-PET zu untersuchen, wurde FR-PET Granulat mittels
einer Cryomuhle gemahlen und nach verschiedenen PartikelgroBen fraktioniert. Der Abbau wurde dann mit
PET44 in der HPLC untersucht. Die hochste Aktivitat kann bei der kleinsten PartikelgroBe (Poly_6, <125 pm)
beobachtet werden. Mit zunehmender PartikelgréBe nimmt die Aktivitat ab (Poly_7, 125-250 um; Poly_8,
250-500 pm; Poly_9, > 500 um). Poly_10 enthalt alle PartikelgréBen von Poly_6 bis _8, womit sich die héhere
Aktivitat erklaren lasst.
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Da beide Enzyme nicht die Aktivitdt des Referenzenzyms erreichen, war es nétig die Aktivitat durch Enzym-
Engineering zu verbessern. Dazu wurden bekannte, die Aktivitat steigernde Aminosauren des Enzyms LCC-
ICCG auf PET46 Ubertragen. Die vielversprechendste Mutante PET46G wurde an SeSaM-Biotech GmbH zur
weiteren Mutagenese Ubergeben.

Die von der SeSaM-Biotech GmbH erstellten Varianten S4 (G83Q/N170G), S5 (N170G/S207C), S6
(G83Q/S207C) und S7 (G83Q/N170G/S207C) wurden nochmals auf Poly_8, _12, _14 und _19 getestet. Dabei
konnte aufgrund der geringen PartikelgréBe von Poly_12 die meiste Aktivitat auf Poly_12 mittels HPLC
gemessen werden. Da PET46 als MHETase bekannt ist und mit den Mutationen die Aktivitat im kleinen
ReaktormaBstab auf Polymer nicht gesteigert werden konnte, wurde die Variante S7 als im Verhaltnis 1:1 mit
LCC-ICCG auf Poly_12 getestet. Es wurden 1 g Poly_12 mit 20 nM LCC ICCG mit 20 nM LCC-ICCG und 20
nM PET46 S7 verglichen. Dabei konnte der Umsatz von 20 % auf 80 % innerhalb von 24 h gesteigert werden
(Abbildung 5). Es stellte sich heraus, dass durch den besseren Abbau des MHETs mit der von SeSaM-Biotech
hergestellten S7-Variante die Aktivitat der LCC-ICCG signifikant gesteigert wird.

PET46G Poly12

= 20 nM LCC-ICCG + 20 nM PET46 57
= 20nM LCC-ICCG

100

Umsatz [%]

t[h]

Abbildung 5: Enzymatischer Abbau von 1g Poly_12 bei 60 °C und pH 8 im 30 mL Reaktor.

AP 1.3: Enzymherstellung und Skalierbarkeit der Herstellung (Lead: Enzymicals AG)

Im Rahmen des EU-Projekts upPE-T wurde von Enzymicals eine neue PETase entwickelt, welche eine mit dem
Referenzenzym LCC-ICCG vergleichbare Aktivitdt aufweist. Da die im Rahmen des PET-Rezya-Projektes
neuentwickelten Enzymvarianten der PET46G keine vergleichbare Aktivitat aufwiesen, wurde dieses Enzym
neben dem Referenzenzym fiir weitere Tests zur Skalierbarkeit der Enzymherstellung und des enzymatischen
Abbaus verwendet.

Um PET-Abbauprozesse in groBeren MaBstab zu ermdglichen, wurden zunachst fir das Referenzenzym LCC-
ICCG, und spater auch flr die von Enzymicals neu entwickelte PETase, Strategien zur Herstellung im
Fermenter entwickelt und auch alternative Expressionswirte untersucht. Bei beiden PETasen ist zu
beobachten, dass insbesondere nach der Induktion (Start der Enzymproduktion) nur noch ein geringes
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Wachstum erreicht wird und die Zelldichte teilweise deutlich abnimmt. Folglich kann die bereits zu Beginn
der Hauptkultivierung / Fermentation in den Zellen vorhandene Cutinase die Zellmembranen von £. coli
schadigen und somit die Eignung dieser Kulturen als Starterkultur fir groBere Kultivierungen verringern. Um
dieses Problem zu lésen, wurde Glukose zur Kultur hinzugefligt, um durch Katabolitrepression die
unerwinschte Grundexpression der Cutinase zu verringern. Die Herstellung der PETase konnte in einem
Fermenter mit 15 Liter Kulturmedium skaliert werden.

AP 1.4: Vorbehandlung der Textilien zur Optimierung der enzymatischen
Zersetzung (Lead: Fraunhofer IGCV)

Um zu zeigen, dass auch Alttextilien oder schon verarbeitete Fasern enzymatisch recycelt werden konnen,
wurde Ausschussware von Webereien angefragt und diese manuell zu Streifen zerkleinert. Diese konnten
direkt in den Extruder eingezogen und ohne weitere Zerkleinerung extrudiert werden (siehe Abbildung 6).
Hierbei wurde ein moglichst geringer Granulatdurchmesser angestrebt, um zu untersuchen, ob eine weitere
kryogene Vermahlung nétig ist oder nicht unbedingt durchgefiihrt werden muss, um eine effiziente
enzymatische Depolymerisation zu erreichen. Die Kristallinitdt lag nach der Extrusion bei etwa 15 %, diese
konnte somit signifikant gesenkt werden (siehe Abbildung 7).

Abbildung 6: Links: Textil und links mitte: Vorgeschnittenes Textil; mitte rechts und rechts: Textilstreifen werden in den
Extruder eingefihrt, eine weitere Zerkleinerung ist nicht notwendig.

e
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e | ‘a Bk §2 : Extrudat Extrudat gemahlen
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Abbildung 7: Links: Amorphisiertes Granulat mit circa T mm Durchmesser und 3-4 mm Lange, rechts: Kristallinitdten
des Textils vor der Amorphisierung, des granulierten Textils und des noch weiter vermahlenen Granulats.
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AP 1.5 und AP 1.6: Zersetzung von flammgeschiitzten FR-PET als Neufaser und
Alttextil (Lead: Enzymicals AG)

Textilfasern, wie die in diesem Projekt getesteten FR-PET-Fasern, befinden sich normalerweise in einem
teilkristallinen Zustand mit Kristallinitdtsgraden zwischen 30 und 40%, der sowohl hochgeordnete
Mikrostrukturen (Kristalle) als auch glasartige amorphe Domanen enthalt. Der Kristallinitatsgrad wird dabei
durch den Anteil der Kristalle, d.h. der Grad der hochgeordneten kristallinen Mikrostrukturen definiert. Es
wird in der Literatur angenommen, dass durch die hoch-aktiven PETasen nur die amorphen Anteile des
halbkristallinen Materials hydrolysiert werden, wobei die weiter von den kristallinen Mikrostrukturen
entfernten mobilen amorphen Regionen bevorzugt werden (Wei et al 2019). Daher sind Textilfasern ein
anspruchsvolleres Material in Hinblick auf die enzymatische Zersetzung als amorphes FR-PET-Granulat,
woraus wie in der Literatur fir typische PETasen beschrieben eine geringere Abbaugeschwindigkeit resultiert.
FUr eine sinnvolle Untersuchung des Abbaus dieser Materialien ist daher ein hoch-aktives Enzym erforderlich.
Da im Frihling / Sommer 2024 noch kein ausreichend aktives Enzym zur Verfligung stand, welches im
Rahmen des PET-Rezya-Projekts entwickelt wurde, wurde fir die Versuche mit der Neufaser das
Referenzenzym LCC-ICCG verwendet.

Die kryogen vermahlenen Textilproben unterscheiden sich primdr im Hinblick auf die den Geweben
zugesetzten Farbstoffe und in ihrer Grammatur (Dichte des Stoffes, gemessen in g/m?), weisen aber auch
geringfligige Unterschiede im Hinblick auf ihre Kristallinitat im Bereich zwischen 35 und 38 % auf (siehe
Tabelle 2).

Die vorwiegend teilkristallinen Textilmaterialien wurden in den enzymatischen Abbauversuchen wie zu
erwarten deutlich langsamer abgebaut als das amorphe PET, jedoch schneller und mit einem hdheren
Hydrolysegrad als die teilkristalline Vergleichsprobe (ES30-PD-000132, Goodfellow Ltd.) mit > 40 %
Kristallinitat. Die pH-Stat-Kurven zeigen in den ersten 5-10 Stunden einen deutlich steileren Anstieg als im
anschlieBenden Verlauf der Reaktion. Mdglicherweise ist das darauf zurlickzuflhren, dass zunachst
freiliegende PET-Enden und amorphe Teile des teilkristallinen Materials abgebaut werden. Im weiteren Verlauf
wird die Reaktion dann langsamer, da die kristallinen Mikrostrukturen erst durch ein Verdauen der
angrenzenden amorphen Bereiche aus der Struktur , herausgeldst” werden mdssen.

Vergleicht man den Abbau der unterschiedlichen Textilien, so ist zumindest auf Basis der gemessenen Proben
kein signifikanter Einfluss der Farbe oder Grammatur des Materials ersichtlich. Vielmehr scheint sich die
Abbaubarkeit mit steigender Kristallinitdt des Materials zu verringern. Dies wird in Abbildung 8 dargestellt:
Die Punkte stellen den durch den NaOH-Verbrauch gemessenen PET-Depolymerisierungsgrad in % dar. Dabei
wird angenommen, dass nur TPA und EG produziert werden (2 mol NaOH werden verbraucht, um 1 mol
der Disaure Terephthalsaure zu titrieren). Die Kristallinitdt und Grammatur der Textilproben sind in
Tabelle 2 dargestellt.
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Einfluss der Kristallinitat auf die PET-Hydrolyse beim
Abbau von Textilmaterialien
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Abbildung 8: Einfluss der Kristallinitat von Textilproben auf den Abbau.

Mit Hilfe einer zwischenzeitlich entwickelten, proprietaren PETase von Enzymicals AG wurden 1,6 kg
amorphisiertes Trevira CS-Ausschussmaterial vollstandig in einem 10 L-Chemiereaktor abgebaut. Folglich
konnte gezeigt werden, dass die Enzymicals-PETase flr einen skalierbaren Abbau vorbehandelter PET-Fasern
geeignet ist. Die Terephthalsdure wurde isoliert und fir eine Repolymerisation bei Indorama Ventures Fibers
Germany eingesetzt.

AP 1.7: Skalierbarkeit des Recyclingprozesses (Lead: Enzymicals AG)

Es wurden unterschiedliche Laugen zur Titration der bei der PET-Hydrolyse freigesetzten Saure getestet, wobei
der Okologische FuBabdruck in die Entscheidungsfindung einbezogen wurde. Natriumhydroxid (NaOH) ist
bisher der Standard-Titrant fUr die PET-Hydrolyse, wird jedoch durch die energieintensive Chlor-Alkali-
Elektrolyse hergestellt, bei der sowohl CO, als auch Chlorgas freigesetzt werden — ein signifikanter Faktor in
der Okobilanz. Als alternative Basen wurden Ammoniumhydroxid (NH,OH) und Natriumcarbonat (Na,COs),
die pro Basenaquivalent 45 % bzw. 55 % weniger CO,-Aquivalente verursachen, fir den PET-Abbau im
10-Liter Chemiereaktor getestet. Beide Basen sind sowohl flir einen PET-Abbau mit dem Referenzenzym LCC-
ICCG als auch mit der von Enzymicals entwickelten PETase geeignet. Da Ammoniumterephthalat fur die
Repolymerisierung schlechter geeignet erschien, wurde in den finalen Upscaling-Experimenten im Rahmen
des PET-Rezya-Projekts Na,COs als Base eingesetzt.

Schlussbericht: PET-Rezya Seite 17 von 35



—

KMU-innovativ-KMUi-BO03: PET-Rezya — Kreislaufnutzung von =
flammgeschitztem PET durch enzymatisches Recycling am Beispiel \% } PET Rezya
von Anwendungen in der Luftfahrt

Tabelle 4: Vergleich der Umweltauswirkungen (CO>-Aquivalente) verschiedener Basen als Titranten bei der Hydrolyse
(Quelle: https://carboncloud.com). Die Werte sind pro mol Base und pro Aquivalent (1N) angegeben, wobei letzteres der
entscheidende Wert zur 6kologischen Beurteilung ist.

Base MW (g/mol) Normalitat kg CO. eq/kg kg CO, eg/mol kg CO, eq/1N
(eq/mol)

NaOH 40,00 1N (1 eg/mol) 1,12 0,0448 0,0448

NH; 17,03 1N (1 eg/mol) 1,69 0,02878 0,02878

Na,COs 105,99 2N (2 eg/mol) 0,46 0,04876 0,02438

Kdrzlich veréffentlichte Ergebnisse mit Ammoniumhydroxid als Base zeigen jedoch, dass durch die Isolierung
von Terephthalsaure (TPA) mittels Thermolyse und gleichzeitiger Riickgewinnung des Ammoniaks fir die
Titration eine Reduktion zentraler Umweltwirkungen — darunter Treibhausgasemissionen — um 46-72 % im
Vergleich zur Herstellung von Neu-PET mdglich ist (Murphy, N. P. et al.). Diese erst zum Projektende
veroffentlichten Ergebnisse zeigen, dass Ammoniumhydroxid (NH,OH) die geeignetste Base fir die Titration
darstellt.

Um Material fir eine Repolymerisierung der Terephtalsdure fir Indorama Ventures Fibers Germany zur
Verfligung zu stellen, wurde ein Abbau in einem gréBeren MaBstab mit dem sehr gut hydrolysierbaren
amorphen flammgeschitzten PET Poly_14 sowie mit dem aus amorphisierten Alttextilien gewonnenen
Poly_31 durchgefihrt. Frihere Abbaureaktionen mit LCC-ICCG fUhrten gelegentlich aufgrund von
physikalischer Alterung (Rekristallisation) des PET wahrend der Reaktion zu einer unvollstdndigen Umsetzung.
Um dem entgegenzuwirken, wurde erfolgreich eine Substratzufitterungsstrategie etabliert, bei der PET
schrittweise zugegeben wurde. Dadurch konnte mit Natriumcarbonat als Base ein vollstandiger Abbau
(> 99 %) von 1,6 kg flammgeschiitztem PET in einem 10-Liter-Chemikalienreaktor bei 65 °C erreicht werden.
Dieser Erfolg zeigt die Robustheit des Abbauprozesses mit der von Enzymicals entwickelten PETase und deren
Eignung fur die Skalierung hin zur industriellen Anwendung.

Abbildung 9 zeigt den Reaktionsverlauf des Abbaus von 800 g Poly_14: Die durchgezogene Linie stellt den
Umsatz basierend auf dem Verbrauch an Na,COs dar (ein Vollumsatz entsprache 4,163 mol). Die Punkte
stellen die Daten der HPLC-Messungen dar (Umsatz nach Summe der aromatischen Produkte). Bedingt durch
Ausgasen von CO; ist der mit pH-Stat gemessene Basenverbrauch hoher als 100 %, was aber nicht durch die
HPLC-Daten bestatigt wird.
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Abbildung 9: Reaktionsverlauf des Abbaus von 800 g Poly_14.

AP 2: Repolymerisation: Wiedereinsatz der Oligomere aus der FR-PET-
Zersetzung (Verantwortlich: Enzymicals AG)

Nach der Wiedergewinnung der Monomere in AP1 sollten diese auf ihre Eignung fir eine Repolymerisierung
untersucht werden, dies ist in folgendem Abschnitt gezeigt.

AP 2.1: Aufbereitung und Vorbehandlung der wiedergewonnenen
Hydrolyseprodukte (Veranwortlich: Enzymicals AG)

Die Aufarbeitung der Hydrolysemischung wurde mit der Zielsetzung der Isolation der erhaltenen
Terephthalsaure durchgefihrt. Um die Terephthalsaure isolieren zu kénnen, muss die Reaktionsldsung
zunachst von allen Partikeln (dazu zahlt hauptsachlich nicht hydrolysiertes PET-Material) und der Biomasse
befreit werden. Daher wurde die Reaktionsldsung zunachst Giber ein 100 um-Mesh Siebmaterial filtriert, um
die Partikel aus der Losung zu entfernen. Dies erlaubte eine deutlich schnellere Filtration im Vergleich zu
einem Faltenfilter. In einem zweiten Filtrationsschritt mit einem kalzinierten Filterhilfsmittel auf Basis von
Kieselgur (Celite®545) wurden weitere Feststoffe, insbesondere Biomasse entfernt. Da bei vorhergehenden
Versuchen zur Isolierung der Terephthalsdure flr eine Repolymerisierung ein zu hoher Grad an
Verunreinigungen in der Terephthalsaure verblieb, wurde die filtrierte Losung zusatzlich zur Entfernung
niedermolekularer organischer Verbindungen und / oder Peptide mit Aktivkohle behandelt und filtriert. Die
Aufarbeitung der partikelfreien Reaktionsldsung wurde dann mit drei verschiedenen Prozeduren getestet.
Zum einen wurde die Losung mit dem gleichem Volumen Ethanol versetzt, wobei Na,TPA und Na,COs als
weiBer Feststoff ausfallen und mit einem Glasfilter abgetrennt werden. Durch Ansduern mit H,SO4 wurde
daraus anschlieBend die Terephthalsaure isoliert (Prozedur 1). In einer zweiten Prozedur wurde die
Reaktionslésung mit 140 g/L NaOH versetzt. Hierbei fallt Na,TPA als weiBer Feststoff aus, wurde mit einem
Glasfilter abgetrennt und durch Ansdauern mit H,SO, Terephthalsdure isoliert. In einer dritten Prozedur wurde
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die Terephthalsaure durch Zusatz von 10 % Essigsaure zur Reaktionslosung ausgefallt. Hierbei fallt TPA als
weiBer Feststoff aus und wird mit einem Glasfilter abgetrennt.

Die so erhaltenen TPA-Fraktionen enthalten keine in der HPLC sichtbaren Verunreinigungen und wurden
daher getrocknet und gemischt.

Auch wenn die Aufreinigungsstrategie Uber das gesamte Projekt durch die zusatzlichen Schritte mit
Celite®545 und Aktivkohle verbessert wurde, ist die Aufreinigung nicht ausreichend fir eine Repolymerisation
ohne unspezifische Verfarbungen des repolymerisierten PETs. Hierzu kann im technischen MaBstab
beispielsweise eine Sublimierung der Terephthalsaure eingesetzt werden.

AP 2.2: Weiterverarbeitung der Sekundarrohstoffe (Repolymerisation,
Fermentation) (Lead: Enzymicals AG)

Die aus dem Recyclingprozess gewonnene Terephthalsdure und Ethylenglycol kénnen entweder zur
Repolymerisation verwendet werden, wodurch recyceltes PET mit den Eigenschaften von Neuware entsteht,
oder einem fermentativen Upcycling zugeflhrt werden, etwa zur Herstellung von Bioplastik oder
hochwertigen organischen Verbindungen wie beispielsweise Vanillin (Amalia et al. 2024).

Im Rahmen des PET-Rezya-Projekts lag der Fokus auf einer Repolymerisierung. Die Monomere
unterschiedlicher Aufreinigungsprozeduren mit und ohne Einsatz von Celite®545 und Aktivkohle wurden dem
assoziierten Projektpartner Indorama Fibers Ventures Germany zur Verfligung gestellt. Es wurden zwei
Strategien flr die Repolymerisation getestet: 1) die Zugabe einer relativ geringen Menge in Hohe von 5 %
der aus der PET-Hydrolyse gewonnenen Terephthalsdure zu einer Mischung frischer Monomere in einem
normalen Polymerisationsprozess und 2) Eine Testreine zur Erhohung des Anteils der recycelten
Terephthalsaure auf signifikante Mengen. Dabei wurde untersucht, wie das resultierende Polymer seine
Eigenschaften verandert.

Bei der ohne Verwendung von Celite®545 und Aktivkohle gewonnenen Terephthalsdure ist bereits mit 5 %
Beimischungsanteil eine deutliche Braunfdrbung des Endprodukts zu verzeichnen, obwohl das
Reaktionsverhalten wahrend der Polykondensation normal war und die Viskositat des Polymers
erwartungsgemal anstieg. Weiterhin entstand wahrend der Polykondensation ein intensiver, unangenehmer
Geruch sowie ein braunes Kondensat in der Kaltefalle. Dies weist auf Spuren organischer Nebenprodukte in
der recycelten Terephthalsdure (rTPA) hin. Daher wurden von diesem Material keine hoheren
Beimischungsanteile getestet.

Die unter Verwendung von Celite®545 und Aktivkohle gewonnene Terephthalsaure wurde fir

Polykondensationsexperimente mit 5, 10 und 15 % Beimischungsanteil verwendet. Neben den
Polymerkennwerten wurde dabei auch die Farbung des gewonnenen rPETs nach der CIELab-Skala beurteilt.
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Abbildung 10: Ergebnisse der Farbraummessung nach CIELab an den repolymersierten FR-PET Varianten.

Die CIELab-Skala beschreibt Farbe und Helligkeit von beispielsweise Polymeren. L* ist die Helligkeit (0 =
schwarz, 100 = weil3), a* beschreibt den Rot-Griin-Wert (positive Werte Rot, negative Werte Griin) und b*
beschreibt den Gelb-Blau-Wert (positive Werte Gelb, negative Werte Blau). Typische Werte fir PET liegen fir
L* oft UGber 70, a* liegt meist um -2, kann aber bei recycelten Polymeren oder Polymeren mit Bioanteil auch
positiv ausfallen, b* ist idealerweise bei ca. 1-2, tolerierbar aber bis ca. 8, wobei Flaschen oft tendenziell
negative Werte aufweisen oder sogar gelegentlich blauer Farbstoff hinzugefligt wird. Die ermittelten Werte
(Abbildung 10) liegen somit auBerhalb der gangigen Werte fir PET und zeigen, dass hier noch
Entwicklungsarbeit nétig ist, um das Polymer ohne Braunfarbung zu repolymerisieren.

Die Beimischung von rTPA zur Repolymerisation erwies sich als technisch erfolgreich. Die erzielten
Polymerkennwerte liegen im erwarteten Bereich und entsprechen den Anforderungen an die Materialqualitat.
Allerdings flhrt die Verwendung von rTPA zu einem deutlichen Farbeintrag, der die optischen Eigenschaften
des Endprodukts beeintrachtigt. Durch gezielte Aufreinigungsschritte der TPA mit Celite®545 und Aktivkohle
kann dieser Farbeintrag reduziert und die Qualitdt des Polymers verbessert werden. Insgesamt lasst sich
festhalten, dass die Repolymerisation von rTPA technisch mdglich ist, jedoch weiterer Optimierungsbedarf
besteht.
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AP 3: Einsatzszenarien fiir flammgeschiitztes FR-PET als recyclebares
Material (Verantwortlich: Fraunhofer IGCV & Airbus)

Fir flammgeschitztes PET-Material gibt es neben der Anwendung als Textil eine weitere
Anwendungsmaglichkeit, und zwar als Matrix flr Carbonfaserkunststoffe, was in AP 3 untersucht wurde,
sowie darlber hinaus auch die Madglichkeit der enzymatischen Zersetzung der PET-Matrix zur
Wiedergewinnung von recycelten Carbonfasern.

AP 3.1: Herstellung von carbonfaserverstarkten FR-PET Priifkorpern
(Lead: Fraunhofer IGCV)

Am Fraunhofer IGCV wurden mittels Heizpressen CFK Platten hergestellt, folgende Materialien wurden dazu
verwendet: Hexcel Primetex Gewebe (100% T700 Carbonfaser) und Tenowo S1003 Vliesstoff (50 % Pyrofil,
50 % T700 Carbonfaser). Beispiele flir die hergestellten Platten sind in Abbildung 11 zu sehen. Abbildung 12
zeigt die sehr hohe Impragnierqualitat der hergestellten Platten; sowohl beim CFK aus Vliesstoff, als auch
beim CFK aus Gewebe sind keine Lufteinschlisse erkennbar.

Abbildung 11: Beispiel fir die mittels Heizpressen hergestellten CFK-Platte mit FR-PET Matrix, links: CFK aus Vliesstoff,
rechts: CFK aus Gewebe.
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Abbildung 12: Schiiffbilder der hergestellten Carbonfaserkunststoffen, links: CFK aus recycelten Carbonfasern, eingesetzt
in Form eines Vliesstoffs, rechts: CFK aus Neufasern, eingesetzt in Form eines Gewebes.

Biegeversuche

Es zeigt sich kein Einfluss, wenn die Proben getrocknet oder nach 5-tatiger Lagerung im Prifklima (23 °C und
50 % r. F., im Folgenden konditioniert genannt) geprift werden (Abbildung 13 und Abbildung 14). Wichtig
ist jedoch, dass das PET vor der Verarbeitung zu CFK getrocknet wird (180 °C, 30 mbar, 4 h), um einen Abbau
des Polymers wahrend der Verarbeitung maoglichst zu verhindern. 0271_Pan_05 ist ein CFK aus Vliesstoff
(recycelte Carbonfasern) und 0272_Pan_05 ein CFK aus Neufasergewebe. In Abbildung 13 und Abbildung
14 sind die erzielten mechanischen Biegekennwerte dargestellt.
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Abbildung 13: Vergleich der Biegefestigkeit von getrockneten und konditionierten Proben (TD: Transverse direction, MD:
Machine direction) [Bachelorarbeit Felix Staber, Fraunhofer IGCV / Universitat Augsburg].

Sowohl die Biegefestigkeit als auch das Biegemodul fiir das CFK aus Hexcel Gewebe (0272_Pan_05, 62% FMG)
liegen auf dem Niveau von Standard Epoxy-CFKs, diese erreichen laut Granta Datenbank (Ansys Granta Materials
Data Datenbank der Version Granta Ml 2023 R2 (23.2.709.0)), bei einem FMG von 60 % bis 65 %, etwa
Biegefestigkeiten von 627 MPa bis 910 MPa und Biegemodule von 63 GPa bis 69 GPa. Das CFK aus Vliessstoff
(0271_Pan05, 32% FMG) liegt im Vergleich zu Epoxy Vliesstoffkennwerten aus friheren Forschungsarbeiten des
Fraunhofer IGCV, welche Biegefestigkeiten von 357 MPa bis 427 MPa und Biegemodule von 21,3 GPa bis 31,3
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GPa erreichten, ebenfalls auf einem dhnlichen Niveau. Dies verdeutlicht, dass die PET-Matrix flir eine Anwendung
mit sowohl Neu-, als auch Recyclingfasern geeignet ist.
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Abbildung 14: Vergleich des Biegemoduls von getrockneten und konditionierten Proben (TD: Transverse direction, MD:
Machine direction) [Bachelorarbeit Felix Staber, Fraunhofer IGCV / Universitdt Augsburg].

Untersuchungen zur Interlaminare Scherfestigkeit mittels ILSS-Test

Mittels ILSS-Tests wird die interlaminare Scherfestigkeit bestimmt, ist diese zu niedrig flhrt das zu wenig
belastbaren Bauteilen. Die ILSS-Versuche zeigen, dass die Interlaminare Scherfestigkeit beim Gewebe
(0272_Pan_05) in beide getesteten Richtungen bei etwa 36-40 MPa liegt (Abbildung 15), dieser Wert ist
etwas niedriger als bei Epoxy-CFK (etwa 50 — 55 MPa) (Nie H.-J. et. al., 2019), jedoch immer noch auf einem
guten Niveau. Die Werte fir das CFK aus Vliesstoff liegen etwas hoher, jedoch wurde festgestellt, dass das
Bruchverhalten der Vliesproben nicht normgerecht war, wodurch diese Kennwerte nicht verlasslich sind.
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Abbildung 15: Ergebnis der ILSS-Tests an getrockneten und konditionierten Proben (TD: Transverse direction, MD:
Machine direction) [Bachelorarbeit Felix Staber, Fraunhofer IGCV / Universitdt Augsburg].

Untersuchungen zum Brandverhalten des FR-PET-CFKs
Um das Brandverhalten der hergestellten FR-PET-CFKs zu untersuchen, wurden UL94 V Tests durchgeflhrt. Dieser
Test wird eingesetzt, um friih im Entwicklungsprozess eines neuen Materials die Flammschutzeigenschaften zu
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untersuchen, da der Test relativ einfach ist und keine groBen Probengeometrien erfordert. Abbildung 16 zeigt die
Vliesproben nach dem UL94 V Test.

Es stellte sich heraus, dass die CFK mit FR-PET aus Carbonfaservliesstoff bessere Eigenschaften im UL94V Test
aufweisen als das CFK aus Carbonfasergewebe. Beim UL 94 V Test wird die Probe von unten mit einem
Bunsenbrenner entziindet und die Brenndauer gemessen. Bei den CFK-Vliesstoffproben mit FR-PET Matrix wurde bei
2 von 3 Proben die bestmagliche Klassifizierung UL 94 V-0 erreicht und bei einer Probe UL 94 V-1, bei dem CFK aus
Vliesstoff mit einer Matrix aus PET ohne Flammschutz hingegen brannte die Probe komplett ab und fiel durch den
Test. Bei der CFK-Gewebeprobe mit der FR-PET Matrix war das Brandverhalten schlechter als bei der CFK-Vliesprobe
mit FR-PET Matrix. Die Gewebeproben brannten komplett ab und bestanden den Test nicht. Da bei den
Gewebeproben sogar die Proben mit Flammschutz durch den Test fielen wurden keine Referenzproben ohne
Flammschutzmittel untersucht. Die Tests zeigen, dass insbesondere fir die CFK-Vliesstoffproben eine Eignung der FR-
PET Matrix flr ein flammgeschltztes CFK besteht. Es zeigte sich zudem ein deutlich verbessertes Brandverhalten wenn
das PET mit Flammschutz verwendet wird [Masterarbeit Sara Potyka, Fraunhofer IGCV / TH Nirnberg].

Abbildung 16: Viiesproben nach dem UL94 V Brandtest, links wurde das PET von Indorama Ventures Fibers Germany
GmbH mit Flammschutz verwendet, rechts wurde ein PET ohne Flammschutzmittel verwendet.

AP 3.2: Vorbehandlung der FR-PET-CFK-Strukturen fiir die enzymatische
Zersetzung (Lead: Fraunhofer IGCV)

NaOH-Vorbehandlung der CFKs fiir ein enzymatisches Recycling

Es zeigte sich, dass eine Vorbehandlung von CFK mit Natronlauge dazu fuhrt, dass die fir die Enzyme
zugangliche Oberflache stark erhoht wird. Dies ist insbesondere flr die CFK-Materialien aus Vliesstoff der Fall,
da sich hier die Vlieslagen mit zunehmender Behandlungsdauer voneinander separieren und das PET
zunehmend pords wird. Zudem kommt es durch die NaOH-Vorbehandlung auch zu einem Abbau des PETSs,
wodurch ein Masseverlust zustande kommt (Tabelle 5). Das kompakte PET-Material ohne Carbonfasern wird
auBerdem deutlich weniger stark durch die NaOH-Vorbehandlung abgebaut bzw. beeinflusst. Der Grund ist,
dass beim CFK das NaOH aufgrund der Carbonfasern besser in das Material eindringen kann und das PET somit
leichter zuganglich ist. Fir die CFKs aus Vliesstoffen kann damit eine deutliche Erhéhung der fir die Enzyme
zuganglichen Oberflache festgestellt werden, da mit zunehmender Vorbehandlungsdauer die CFK beginnen zu
expandieren, da die Matrix die Carbonfasern nicht mehr zusammenhalt und somit deutlich besser zuganglich
flr den enzymatischen Abbau werden. Die Proben, die mit T M NaOH bei 30 °C (24 h, V1) oder 60 °C (6,5 h,
V2) vorbehandelt wurden, wurden nachfolgend auf die Eignung fir den enzymatischen Abbau untersucht.
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Tabelle 5: Masseverlust durch NaOH-Vorbehandlung von CFK und FR-PET Proben [Bachelorarbeit Felix Staber, Fraunhofer
IGCV / Universitat Augsburg]

Matrixverlust / % Vo V1 V2 V3

cin mol/l 10 1 1 0,1
Tin°C RT RT 60 60

t 1d 1d 6,5h 6,5h
Gewebe CFK (0272_Pan05) 27,23 6,45 + 1,95 36,25 + 3,33 - 0,073
Vliesstoff CFK (0271_PanQ5) 45,24 20,95 + 3,80 43,95 + 0,54 - 0,006
FR-PET Panel 4,52 0,72 0,83 +0,03 - 0,056

Kristallinitaten nach der NaOH Vorbehandlung

Die Kristallinitat des PET konnte durch die NaOH-Vorbehandlung jedoch nicht signifikant beeinflusst, bzw.
gesenkt werden (Tabelle 6). Laut dem Paper ,Accelerated Polyethylene Terephthalate (PET) Enzymatic
Degradation by Room Temperature Alkali Pre-treatment for Reduced Polymer Crystallinity” (Giraldo-Narcizo,
S. et al.) sollte die Kristallinitat eigentlich sinken, dies konnte bei den durchgefihrten Versuchen jedoch nicht
festgestellt werden.

Tabelle 6: Kristallinitdten nach der NaOH-Vorbehandlung von CFK und FR-PET Proben [Bachelorarbeit Felix Staber,
Fraunhofer IGCV / Universitat Augsburg]

Kristallinitat / % unbehandelt VO V1 V2 V3

cin mol/l 10 1 1 0,1

Tin°C RT RT 60 60

t 1d 1d 6,5h 6,5h
Gewebe CFK 23,80 £ 2,25 Nichtuntersucht 30,32 + 3,72 28,89 + 3,47  Nicht untersucht
(0272_Pan05)

Vliesstoff CFK 28,14 £ 0,76  Nichtuntersucht 2531 + 0,43 26,88 £ 0,27  Nicht untersucht
(0271_Pan05)

FR-PET Panel 25,40 £ 0,73  Nichtuntersucht 27,39+ 1,16 26,43 +0,68 27,10+ 0,55
FR-PET Granulat tempered 28,33 +0,83 27,83 +0,34  Nicht untersucht  Nicht untersucht  Nicht untersucht
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Vorbehandlung der CFKs fiir ein enzymatisches Recycling mittels subkritischem Wasser

Die CFK Proben aus Carbonfasergewebe und FR-PET (0272_Pan05) wurden unter verschiedenen
Bedingungen im Novoclave Druckreaktor vorbehandelt. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 7 und
Abbildung 17 gezeigt.

Tabelle 7: \Vorbehandlung der PET-CFK Proben mit subkritischem Wasser

Probenname T Reaktor [°C] Umsatz [%] Haltezeit [min] Druck [bar]
0272_Pan05 248,8 99 30 39
0272_Pan05 239 92 30 33
0272_Pan05 218 81,7 30 23
0272_Pan05 199 25,4 30 15
0272_Pan05 248,8 99 30 39
__100 o ®
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Abbildung 17: Umsatz der Polymerzersetzung im Druckreaktor in Abhangigkeit von der Reaktortemperatur

Es zeigte sich, dass bei ca. 250 °C sich die PET-Matrix vollstandig von den Fasern ablost und zersetzt wird.
Das Ziel ist jedoch, dass die Matrix nur angelost wird, um sie anschlieBend enzymatisch abzubauen. Die HPLC-
Analyse zeigte bei allen getesteten Temperaturen die Abbauprodukte TPA, MHET und BHET. Die
enzymatischen Abbauversuche basieren auf Proben aus dem Reaktor mit einer Reaktortemperatur von 199 °C.

AP 3.3: Erste Versuche zur Enzymatischen Zersetzung der FR-PET-CFK
(Lead: Enzymicals AG)

FR-PET-CFK ist ein anspruchsvolles Material und durch die Vermengung des PETs mit Carbonfasern schlecht
fir einen Abbau in Hinblick auf die enzymatische Zersetzung zuganglich. Die Carbonfasern und die PET-
Matrix bilden ein kompaktes Material, welches schlecht flr die Enzyme zuganglich ist und eine sehr kleine
spezifische Oberflache aufweist. Weiterhin weist der PET-Anteil in FR-PET-CFK eine eher hohe Kristallinitat
auf, was den Abbau ebenfalls erschwert. Da zum entsprechenden Zeitpunkt innerhalb des Projektverlaufs
(Q2 2024) noch kein ausreichend aktives Enzym zur Verfligung stand, welches im Rahmen des PET-Rezya-
Projekts entwickelt wurde, wurde fir die Versuche mit den in AP 3.2 vorbehandelten und zerkleinerten FR-
PET-CFK Teilen bei Enzymicals das Referenzenzym LCC-ICCG verwendet.
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Um die am besten fur einen Abbau geeigneten Verbundmaterialien zu identifizieren, wurden zunachst
verschiedene Vlies- und Gewebeproben von FR-PET-CFK, sowie mit 1 M NaOH bei 30 °C (24 h, V1) oder
60 °C (6,5 h, V2) vorbehandelte Varianten dieser Proben getestet (siehe Tabelle 5). Insbesondere die
Vliesproben zeigten nach der Vorbehandlung eine sehr deutliche VolumenvergréBerung (,, Lofting”), wodurch
die Fasern freigelegt und so die firr das Enzym zugangliche Substratoberflache vergroBert werden konnte.
Obwohl alle CFK-Materialien deutlich langsamer als vergleichbares amorphes und auch gemahlenes
halbkristallines PET-Material abgebaut werden, konnte gezeigt werden, dass der PET-Anteil von mit
geeigneten Bedingungen vorbehandeltem FR-PET-CFK sowohl von Vliesmaterialien als auch
Gewebematerialien enzymatisch abgebaut werden kann (Meilenstein 6). So kann mit NaOH-vorbehandelten
Vliesproben (0271_Pan05) lber 4 Tage eine 8-prozentige Depolymerisation und bei Gewebeproben eine
6-prozentige Depolymerisation des PET-Anteils erreicht werden. Um einen hoheren Depolymerisationsgrad
zu erreichen, wurden die Abbauversuche auf 20-30 Tage verlangert. Hierbei kann mit NaOH-vorbehandeltem
Vlies ein Depolymerisationsgrad von 35% nach 29 Tagen erreicht werden.

Als Alternative zur NaOH-Vorbehandlung wurde am Fraunhofer IGCV eine Vorbehandlung mit Wasser unter
erhohtem Druck und Temperatur (15 bar, Reaktorinnentemperatur 199 °C) durchgefihrt (Tabelle 7). Das so
vorbehandelte FR-PET-CFK wurde enzymatisch abgebaut, wobei die Kohlefasern erfolgreich freigesetzt
wurden (Abbildung 18).

Abbildung 18: Links: Novoclave (Blichi) zur Vorbehandlung bei erhbhtem Druck und Temperatur. Mitte: Bei 15 bar /
199°C  vorbehandeltes  FR-PET-CFK;  Rechts:  freigesetzte  Carbonfasern nach  Abbau  mit  PETase.

In Abbildung 19 sind die Ergebnisse der Einzelfaserzugversuche zu sehen. Getestet wurden Carbon-
Neufasern, mittels Solvolyse unter subkritischen Bedingungen bei 249 °C freigelegte Carbonfasern und
mittels Solvolyse bei 199 °C plus einer enzymatischen Behandlung freigelegte Carbonfasern.

Sowohl die freigelegten Fasern bei 249 °C als auch die Fasern, welche bei 199°C und anschlieBender
enzymatischer Behandlung separiert wurden, zeigen keine signifikante Degradation in der Bruchspannung
und im E-Modul. Dies verdeutlicht, dass eine Vorbehandlung mit subkritischem Wasser mit anschlieBender
enzymatischer Behandlung eine vielversprechende Recyclingmethode fiir Carbonfasern darstellt.

Schlussbericht: PET-Rezya Seite 28 von 35



p—
KMU-innovativ-KMUi-BOO03: PET-Rezya — Kreislaufnutzung von =
flammgeschltztem PET durch enzymatisches Recycling am Beispiel } PET Rezya
von Anwendungen in der Luftfahrt

6 250,00
G 200,00
(W) —~
o 4 &
c O 150,00
= =
3 g
100,00
) >
S i
= 50,00
o
0 0,00
Neufaser Tr 249°C Tr 199°C + Neufaser — Tr 249°C  Tr 199°C +
Enzym Enzym

Abbildung 19: Bruchspannung (links) und E-Modul (rechts) der Neufaser und mit unterschiedlichen Verfahren recycelten
Carbonfasern.

AP 3.4: Bewertung von FR-PET-CFK als nachhaltiges Material in der Luftfahrt und
FR-PET-rCFK als nachhaltiges Material fiir Sekundarstrukturen (Lead: Fraunhofer IGCV)

Die durchgefiihrten mechanischen Versuche zeigen, dass das Material mit den mechanischen Kennwerten
von State-of-the-art Epoxy-Materialien vergleichbar ist. Das verdeutlicht, dass die PET-Matrix eine Alternative
zu der herkdmmlichen hochvernetzten Epoxy-Matrix sein kann. Fir spezielle Anwendungen in der Luftfahrt
sind jedoch hohe mechanische Kennwerte bei héheren Temperaturen von mindestens Uber 80°C vor allem
flr Strukturbauteile unerlasslich. Die Glaslibergangstemperatur von PET liegt jedoch unterhalb von 80°C,
wodurch dieses Material bei hdheren Temperaturen beginnt, weicher zu werden. Epoxy-Harze welche in der
Luftfahrt eingesetzt werden, haben deshalb beispielsweise Glasibergangstemperaturen von teilweise groBer
150°C. Daher sind Composites in der Luftfahrt aus PET flr Strukturbauteile nicht geeignet, fir weniger stark
belastete Bauteile und Bauteile, die wahrend der Anwendung nicht so warm werden kdnnen, ist jedoch
insbesondere das Material aus recycelten Carbonfasern (rCF) interessant. Dieses konnte beispielsweise
eingesetzt werden, um Glasfaserkunststoff-Bauteile in der Flugzeugkabine zu ersetzen.

AP 4: Charakterisierung (Verantwortlich: Enzymicals AG & Fraunhofer IGCV)

Die Ergebnisse aus AP4 sind in den einzelnen Arbeitspakten 1-3 direkt genannt und werden hier deshalb
nicht noch einmal gesondert aufgefiihrt werden.

AP 5: Wirtschaftlichkeitsanalyse in Hinblick auf die
Geschaftsentwicklung (Verantwortlich: Enzymicals AG)

Als letzter wichtiger Punkt ist eine 6kologische und 6konomische Einordnung der Forschungsergebnisse zu
nennen. Die entsprechenden Ergebnisse sind nachfolgend beschrieben.
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AP 5.1: Okologische & Okonomische Bewertung des Recyclingverfahrens
(Lead: Enzymicals AG & SeSaM-Biotech GmbH)

Das enzymatische Recycling von PET und Produkten daraus ist als Recyclingmethode technisch durchfihrbar,
auch fur spezielle PET-Varianten, wie die im Projekt untersuchte flammgeschitzte Variante. Fir CFK konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Matrix mit einer geeigneten Vorbehandlungsmethode enzymatisch
abgebaut werden kann. Jedoch ist fir eine industrielle Anwendung des Verfahrens entscheidend, wie hoch
die Kosten sind und wie gro3 der 6kologische FuBabdruck des wiedergewonnenen Monomers und des neu
polymerisierten PETS ist.

Im Basisfall (wie bei Uekert et al.) erfolgt eine mechanische Vorbehandlung von PET fiir die Hydrolyse durch
Cryomilling und die Nutzung von NaOH als Titrant. Hier weist die enzymatische Hydrolyse bislang groBere
Umweltbelastungen als Virgin PET auf. Murphy, N. P. et al. zeigen jedoch, dass relevante Prozessinnovationen
diese Belastungen mindern konnen, so dass die Umweltwirkungen von rPET durch enzymatische Hydrolyse
ahnlich oder sogar geringer als die Virgin-PET-Produktion sein kénnen. Dabei wird eine Reduktion von 46—
72% der zentralen Umweltwirkungen, einschlieBlich der Treibhausgasemissionen, gegentiber der Virgin-PET-
Produktion durch alternative Vorbehandlungen von PET, die Nutzung von Ammoniumhydroxid als Titrant,
sowie die Rickgewinnung der Base Ammoniak und Isolierung der TPA mittels Thermolyse des ausgefallenen
Ammoniumterephthalats erreicht. Andere chemische Recyclingprozesse kdnnten jedoch noch niedrigere
UmweltfuBabdriicke haben (Gracida-Alvarez et al.; DesVeaux J.S et al.), doch ist dies aufgrund groBer
Unsicherheit in Hintergrunddaten und unterschiedlicher Bewertungsmethoden/Prozessumfange nicht
endgultig bestatigbar.

Aufgrund der LCA und der neu erschienenen Analyse zur 6konomischen und 6kologischen Einordnung
verschiedener chemischer PET-Recyclingverfahren kénnen wir die Einschatzung abgeben, dass das
entwickelte Verfahren in einen 6konomisch sinnvollen Bereich entwickelt werden kann (Murphy, N. P. et al.).
Zum Zeitpunkt des Projektabschlusses war dies noch nicht méglich. In Bezug auf die 6kologische Bewertung
kann gezeigt werden, dass das enzymatische PET-Recycling von PET-Reinmaterial im Vergleich zu anderen
chemischen Verfahren auf einem ahnlichen Niveau liegt. AuBerdem kann die enzymatische Hydrolyse eine
selektive Hydrolyse von PET aus Gemischen unterschiedlicher hydrolysierbarer Polymere ermdglichen, was bei
einer chemischen Hydrolyse schwerer moglich ware. Ein weiterer Vorteil, auch bei der Hydrolyse von PET-
Reinmaterial, kann zudem in Bezug auf die notwendigen Prozessanlagen (keine Uberdruck-Reaktoren) und
die anzuwendenden Bedingungen (niedrige Temperaturen und weniger gefahrliche Chemikalien) gesehen
werden, wodurch eine generell héhere Prozesssicherheit méglich ist.

AP 5.2: Lessons learned und Ausblick (Lead: Enzymicals AG)

Im Rahmen des PET-Rezya-Projekts konnte gezeigt werden, dass FR-PET enzymatisch abgebaut werden kann,
einschlieBlich FR-PET-CFK-Materialien nach geeigneter Vorbehandlung. Prozessseitig bestehen dabei keine
Unterschiede zu nicht flammgeschitztem PET: samtliche industriellen und akademischen Entwicklungen, die
mit post-consumer Standard-PET und PETasen erzielt wurden, kénnen auch auf FR-PET angewendet werden.
Allerdings hat sich mit zunehmender Projektdauer herausgestellt, dass ein Screening auf PET-Oligomere
freisetzende Enzyme nicht im ndétigen Durchsatz durchfihrbar war. Zudem ist die Aufarbeitung einer
Oligomermischung aus dem Hydrolysat gegeniber einer Monomermischung prozesstechnisch deutlich
komplexer, sodass der angenommene Vorteil der Wiederverwendung von Oligomeren anstelle von
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Monomeren nicht besteht. Dennoch konnte die prinzipielle Rezyklierbarkeit von FR-PET nachgewiesen
werden — auch fir das Flammschutzmonomer besteht eine potenzielle Rezyklierbarkeit, wenngleich hierfir
weitere Untersuchungen erforderlich sind. Eine zentrale Herausforderung bleibt die Aufreinigung der
Terephthalsaure auf eine Reinheit, die flr die Repolymerisation geeignet ist. Aus Sicht des assoziierten
Industriepartners Indorama Ventures Fibers Germany ist entscheidend, dass sowohl der Preis als auch die
Qualitat des recycelten Materials konkurrenzfdhig bleiben. Dies betrifft insbesondere Aspekte wie die
Farbqualitdt im  Vergleich zu chemischen Recyclingverfahren. Eine Wiedergewinnung des
Flammschutzmonomers ist zwar grundsatzlich von Interesse, sollte jedoch den Aufwand und die Kosten des
Prozesses nicht unverhaltnismaBig erhohen.

Dartber hinaus zeigt sich, dass die Etablierung eines enzymatischen Prozesses, der mit alternativen Verfahren
wie chemischer Hydrolyse, Glycolyse, Methanolyse sowie mit neu hergestelltem PET wettbewerbsfahig ist,
herausfordernd ist. Dies wird auch durch die aktuelle Review-Literatur belegt. Fiir die Depolymerisierung von
FR-PET-CFK reicht bereits eine Behandlung mit mittel konzentrierter Natronlauge ohne Enzyme aus, um die
Carbonfasern freizulegen. Ein mogliches Einsatzfeld fir die enzymatische Depolymerisierung liegt daher eher
in Szenarien, in denen PET in Mischung mit anderen hydrolysierbaren Kunststoffen vorliegt. Hier kann der
chemoselektive Vorteil der enzymatischen Hydrolyse gezielt genutzt werden, um die einzelnen
Kunststoffbestandteile getrennt zu hydrolysieren und so ein reineres Hydrolysat fir ein nachfolgendes
Recycling zu erreichen.

2.2 Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Die Projektkosten bestehen im Wesentlichen aus Personalkosten. Der groBte Aufwand wurde hier fir die
Durchfihrung von Laborarbeiten und Laborprifungen aufgewandt, beispielsweise folgende:

Enzymatische Screening- und Abbauversuche
Analyse von Abbauprodukten durch HPLC-Messungen
Herstellung von Composites aus FR-PET

Mechanische Priifungen der Composites.

Vorbehandlung des PETs und der CFKs flr eine anschlieBendes enzymatisches Recycling

2.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Arbeiten der Projektpartner waren zielfihrend und haben das Erreichen der Meilensteine unterstltzt. Es
wurden keine Arbeiten, die nicht projekt- und prozessorientiert waren, durchgeflhrt. Der geleistete
Arbeitsaufwand war daher sowohl notwendig als auch angemessen. Samtliche Arbeiten konnten innerhalb
des vorhergesehenen Aufwandsrahmen durchgefihrt werden. Insbesondere ist hier der hohe personelle
Aufwand im Labor zu sehen.
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2.4 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere Verwertbarkeit des
Ergebnisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die PETase-Technologie wird weiterhin erfolgreich durch Enzymicals AG vermarktet. Potenzial wird hier vor
Allem in der Kooperation mit Branchen gesehen, bei denen die vorkommenden Kunststoffe mit vertretbarem
Aufwand amorphisierbar sind. Insbesondere beim Abbau von Gemischen unterschiedlicher hydrolysierbarer
Polymere kann die PETase-Technologie aufgrund ihrer Chemoselektivitat einen Vorteil gegentber einer
chemischen Hydrolyse bieten. Die wirtschaftliche Anschlussfahigkeit des Enzyms kdnnte weiterhin durch
Enzym-Engineering verbessert werden.

Die entwickelte Depolymerase-Engineering-Infrastruktur fir PET sowie auf andere Polymere Ubertragbare
Engineering-Strategien ermdglichen der SeSaM-Biotech GmbH als Dienstleister schnellere und
kosteneffizientere Engineering-Zyklen. Dadurch werden technische und wirtschaftliche Einstiegshirden flr
deutsche Biotechnologieunternehmen im Textil- und Mischpolymerrecycling reduziert und langfristig die
regionale Biodkonomie sowie der Sektor nachhaltiger Materialien gestarkt.

Wie die Versuche der Universitat Hamburg gezeigt haben, kann das Enzym PET46-S7 den enzymatischen PET-
Abbau mit hoch aktiven PETasen durch den Abbau von Zwischenprodukten weiter verbessern, wenngleich
hier eine Validierung der Prozesstauglichkeit im PilotmaBsstab noch aussteht. Sowohl die generierten Daten
als auch die entwickelten Enzymvarianten sollen in weiteren Projekten verwertet werden.

Das Fraunhofer IGCV profitiert von dem durch das Projekt neugeschaffenen Know-How, da nun neben dem
klassischen Pyrolyse-Recyclingprozess auch der enzymatische Recyclingprozess und der Vorbereitung der
Polymere dafir, insbesondere fir Polyester, weiterentwickelt werden kann. Dies verbreitert somit deutlich die
Technologie, welche den Firmen in Deutschland vom Fraunhofer IGCV angeboten werden kann. Zudem
konnte Know-How im Umgang mit subkritischem Wasser zur Solvolyse von Polymeren aufgebaut werden.
Die individuellen Aspekte zur Verwertung sind in im Detail in Teil 3 dargestellt.

2.5 Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt
gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei
anderen Stellen

Das Forschungsfeld des enzymatischen Polymerabbaus entwickelt sich auBerst dynamisch, und wahrend der
Projektlaufzeit wurden zahlreiche relevante Ergebnisse publiziert. Zahlreiche neuartige oder durch
Enzymengineering optimierte PETasen wurden verdffentlicht und/oder patentiert, die hinsichtlich Aktivitat,
Thermostabilitat und Substrattoleranz so weit verbessert wurden, dass ein industrieller Einsatz beim
PET-Abbau auch mit dem Bau der weltweit ersten industriellen PET-Biorecyclinganlage durch die franzésische
Firma Carbios nun Realitat wird (Arnal et al. 2023, Tournier et al. 2023). Im Gegensatz dazu liegen bislang
keine Veroffentlichungen zum Einsatz oder Engineering von Enzymen fir die Hydrolyse von FR-PET vor.
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Auch im Bereich der endo-selektiven Hydrolyse von PET wurden weiterhin keine Enzyme beschrieben, die PET
gezielt zu gréBeren Oligomeren als Dimeren hydrolysieren, die flr eine Repolymerisierung zu
Flammschutzmonomer-haltigen Oligomeren oder Copolymeren unmittelbar nutzbar waren (Acosta et al.
2025).

Deutliche Fortschritte wurden dagegen kdirzlich mit neuen Ansatzen zur Steigerung der Prozesseffizienz
gemacht. Eine Reduktion zentraler Umweltwirkungen um 46-72 %, einschlieBlich  der
Treibhausgasemissionen im Vergleich zur Herstellung von Virgin-PET, ist mdglich durch den Einsatz groBerer
amorphisierter PET-Stlicke (Pellets statt mikronisiertem Material) sowie durch den Wechsel der verwendeten
Base von Natriumhydroxid zu Ammoniak (Murphy et al. 2025). Das dabei entstehende ausfallende
Ammoniumterephthalat kann thermolysiert werden und liefert sowohl Terephthalsaure als auch Ammoniak,
das anschlieBend erneut fir die Titration eingesetzt werden kann. Dadurch wird der Basenverbrauch des
gesamten Prozesses erheblich reduziert. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch fir die in diesem Projekt
entwickelten PET-Abbauprozesse erhebliche Effizienzsteigerungen maoglich sind. Da die Publikation erst im
Mai 2025 und damit gegen Ende der Laufzeit dieses Projekts verflighar war, flhrte dies nicht mehr zu einer
Anpassung oder Neuausrichtung der im Vorhaben verfolgten Strategie.

2.6 Erfolgte und geplante Veroffentlichungen der Ergebnisse

Das Fraunhofer IGCV stellte die Ergebnisse der NaOH-Vorbehandlung und der enzymatischen Zersetzung auf
der DGM Materialsweek 2025 vor: Leitner B., Staber F., Leipold F. (2025). , Enzymatic degradation of carbon
fiber reinforced PET": DGM-Materialsweek-Konferenz, Frankfurt

Die Universitat Hamburg plant im Jahr 2026 Ergebnisse in Form eines Papers zu veroffentlichen.

Enzymicals wird ab 2026 die Ergebnisse aus dem PET-Rezya-Projekt in Konferenzbeitrdgen und
Onlinebeitragen (z. B. LinkedIn) fir Marketingzwecke nutzen.
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