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1. Urspriingliche Aufgabenstellung sowie den wissenschaftlich und technischen Stand, an den
angekniipft wurde

Eine von Wasserstoff getriebene Biokatalyse, in Form einer robusten, modularen und skalierbaren
Plattformtechnologie, stellt einen Eckpfeiler in der (groRtechnischen) chemischen Synthese dar. Da
bisher hochaktive, robuste und skalierbare H,-oxidierende Biokatalysatoren fehlen, die unter
industriell prozess-relevanten Bedingungen funktional sind, ist diese Technologie noch nicht
implementiert. [FeFe]-Hydrogenasen, eine Klasse hochaktiver und skalierbarer H,-oxidierender
Enzyme, sind vielversprechende Kandidaten um H; als Elektronendonor fiir die Synthese zu nutzen,
aber aufgrund ihrer hohen O,-Empfindlichkeit sind sie zu instabil fir eine technische Anwendung. In
SynHydro® werden neuartige biohybride katalytische Mikrodisks aus einem Redox-Hydrogel zur
stabilen und funktionalen Integration hoch-aktiver und O,-sensitiver [FeFe]-Hydrogenasen entwickelt.
Die skalierbaren Biokatalysatoren werden so stabilisiert und vor oxidativer Schadigung geschiitzt und
damit fiir H,-getriebene Enzymkaskaden zuganglich gemacht. Das Design des Hybridsystems soll die
Handhabung, Lagerung und Nutzung der [FeFe]-Hydrogenasen unter Luft und filir katalytische
Prozesse, die O, als Co-Substrat benétigen, ermdglichen. Ziel ist eine skalierbare Produktion von
Redox-Hydrogel-Beads, die alle fiir die Cofaktor-Regenerierung erforderlichen Enzyme enthalten, um
0,-abhangige Enzymkaskaden mit H, als Elektronenquelle zu betreiben. Biohybride Materialien, die
sich frei im Reaktionsmedium bewegen konnen, sind fiir Bulk-Anwendungen pradestiniert. Dies
unterscheidet sie von bspw. bioelektrokatalytischen Verfahren, bei denen die Elektronen Uber
Elektroden zugefiihrt werden und die Enzyme auf der Elektrodenoberflache fixiert sind. Dieses
recyclebare Biohybrid-System wird als kompatible Plattformtechnologie unter Nutzung bestehender
Bioreaktorinfrastruktur dienen und als solche die Dekarbonisierung biokatalytischer Prozesse
ermoglichen, indem klassische kohlenstoffreiche Elektronendonoren durch Wasserstoff ersetzt
werden.

2. Ablauf des Vorhabens

Das Vorhaben wurde im Zeitraum Oktober 2021 bis Dezember 2024 (39 Monate) durchgefihrt.
Aufgrund von Einschrankungen durch die Covid19-Pandemie haben sich leichte Verzogerungen in der
Erreichung der Gesamtziele im Projekt ergeben. Aus diesem Grund haben alle Projektpartner eine
kostenneutrale Verlangerung um 3 Monate von Oktober bis Dezember 2024 beantragt, um die
ausstehenden praktischen Arbeiten abzuschliefen, sowie den regelmaBigen Austausch mit den
Projektpartnern in der letzten Phase, bei der viele Arbeiten zusammenlaufen, gewahrleisten zu
kénnen. Regelmalig wurden Projekttreffen bzw. Onlinemeetings der Projektpartner durchgefiihrt. Es
erfolgte ein reger Austausch zum Stand der Arbeiten und zum weiteren Vorgehen per E-Mail oder
durch Telefonate.

Ziel von SynHydro® ist die Etablierung einer einzigartigen Biohybridmaterial-Plattform fiir die
nachhaltige Synthese. Diese katalytisch aktiven Biohybridmaterialien werden durch technischen
Wasserstoff aus erneuerbaren Quellen (Ersatz kohlenstoffreicher Elektronendonoren) angetrieben
und zur nachhaltigen Synthese von Fein- und Spezialchemikalien im industriellen MaRstab genutzt. Die
erforderlichen Hy-oxidierenden Biokatalysatoren sind fiir den Einsatz von H; als Reduktionsmittel nicht
mit industriellen biokatalytischen Prozessen in ausreichenden Mengen verfligbar, kompatibel und
einsetzbar. Eine Klasse von [FeFe]-Hydrogenasen erfillt viele Anforderungen, leidet jedoch unter
hoher 0,-Sensitivitdt, was ihre Anwendung einschrankt. Im Projekt SynHydro® werden diese
Hydrogenasen in redoxaktive Hydrogele eingebettet, um sie vor Sauerstoff zu schiitzen und ihren
Einsatz in H,-getriebenen chemischen Synthesen zu erméglichen. SynHydro® zielt darauf ab,
miniaturisierte  Biohybrid-Systeme flr die Implementierung einer Enzymkaskade aus
[FeFe]-Hydrogenasen, NAD(P)H-regenerierenden Enzymen und NAD(P)H-abhangigen Enzymen in
Redox-Hydrogel-Kompartimenten zu entwickeln. Die Hydrogel-Matrix besteht aus Redox-Polymeren
oder Redox-Dendrimeren, je nach notwendigem pH-Wert, und hat zur Aufgabe, die Enzymkaskade zu
immobilisieren. Dabei kommt bei der Entwicklung speziell der Nutzung hochaktiver Enzyme, dem
optimalen Massentransport, dem effizienten Ladungstransfer und einer langen Lebensdauer der



funktionalen Biohydridmaterialien ein besonderes Augenmerk zu. Das Kern des SynHydro3-Konzeptes
ist es, gleichzeitig O,-sensitive und O,-abhangige Biokatalysatoren in der Synthese von Fein- und

Bulkchemikalien einsetzen zu kénnen.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. die Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Arbeits-
paket

Ziele

Ergebnis

APO

Projektkoordination, IP-
Strategie,
Verwertungsplan

Regelmalige Abstimmung und Prasentation der Ergebnisse bei
Projekttreffen mit allen Partnern und in zweiwochigen Arbeitsmeetings mit
TUM-EBT. Weiterhin erfolgte die Zwischenberichtserstellung, sowie die
Verfassung des Entwurfes zur Patenteinreichung. Die Verwertung der
Ergebnisse wurde zudem fokussiert, indem bereits Folgeprojekte erfolgreich
akquiriert werden konnten.

AP1

Produktion von Enzymen
und redoxaktiven
Polymeren und
Dendrimeren

Im Rahmen von AP1 erfolgte die Auswahl, Herstellung und Reinigung der
notwendigen Enzyme fir die Beadherstellung. Zur NADPH-
Cofaktorregenerierung steht eine breite Toolbox an FNR-Enzymen zur
Verfligung. Die Beadherstellung erfolgte bisher aber mit dem etablierten
ssFNR. Abhangig von den der Kinetik der weiteren eingesetzten Enzyme fir
die Produktherstellung stehen aber weitere FNRs zur Verfligung. Zur NADH
Regenerierung wurden zwei Enzyme gefunden, die in Lsung eine Aktivitat
zeigen, jedoch konnten diese noch nicht erfolgreich aktiv im Redoxpolymer
immobilisiert werden. Dieses Thema wird auch in den Folgeprojekten weiter
untersucht. Fiir das Proof of Concept der Co-Immobilisierung aller Enzyme
im Redoxpolymer und Produktherstellung unter Antrieb von Wasserstoff
wurden erfolgreich Enzyme ausgewahlt.

AP2

Elektrochemie fir die
Entwicklung und
Optimierung des
biohybriden katalytischen
Systems an der Elektrode

Zunachst wurde die Enzyme an der Elektrode mittels der Redoxpolymere
immobilisiert und elektroanalytisch untersucht. So konnten auch Enzym-
Verhaltnisse (zunachst fiir Hydrogenase und FNR) und weitere Parameter
optimiert werden. Dies diente als Grundlage fiir die Herstellung der frei
beweglichen Beads. Zusatzlich wurde eine GC-MS Methode entwickelt zur
Bestimmung der Umsatze in den Proof of Concept Versuchen.

AP3

Frei bewegliche biohybride
katalytische Mikrodisks

Zur Identifikation eines geeigneten Enzyms zur Verwendung fiir das Proof of
Concept der SynHydro3 Technologie wurden verschiedene Enzyme getestet.
Die Enzyme wurden hergestellt, gereinigt und zundchst im Polymer
immobilisiert und unter Zugabe von NADPH Umsatze beobachtet. Das
geeignetste Enzym wurde anschlieRend fiir alle weiteren Untersuchungen
eingesetzt. Schrittweise wurden die FNR und Hydrogenase co-immobilisiert
und erfolgreich eine Produktbildung unter Verwendung von Wasserstoff
demonstriert. Ein Parameterscreening gibt erste Hinweise, wie die Umsatze
dabei weiter optimiert werden kénnen.

AP4

Katalyse mit biohybriden
Mikrodisks in einem
Reaktor im Liter-Malstab

Parallel zum Parameterscreening wurde flr einen ersten Skalierungsversuch
auch eine gréRere Menge an Beads (200 Stiick) hergestellt, um den Ubertrag
in den von ESy Labs konzipierten Reaktor zu prifen.
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1. Ausfiihrliche Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten im Vergleich zur urspriinglichen
Vorhabenbeschreibung

1.1. Planung des Vorhabens

Das Vorhaben wurde im Zeitraum Oktober 2021 bis Dezember 2024 (39 Monate) durchgefihrt.
Aufgrund von Einschrankungen durch die Covid19-Pandemie haben sich leichte Verzogerungen in der
Erreichung der Gesamtziele im Projekt ergeben. Aus diesem Grund haben alle Projektpartner eine
kostenneutrale Verlangerung um 3 Monate von Oktober bis Dezember 2024 beantragt, um die
ausstehenden praktischen Arbeiten abzuschlieRen, sowie den regelmafRigen Austausch mit den
Projektpartnern in der letzten Phase, bei der viele Arbeiten zusammenlaufen, gewahrleisten zu
kénnen. RegelmaRig wurden Projekttreffen bzw. Onlinemeetings der Projektpartner durchgefiihrt. Es
erfolgte ein reger Austausch zum Stand der Arbeiten und zum weiteren Vorgehen per E-Mail oder
durch Telefonate.

Ziel von SynHydro® ist die Etablierung einer einzigartigen Biohybridmaterial-Plattform fir die
nachhaltige Synthese. Diese katalytisch aktiven Biohybridmaterialien werden durch technischen
Wasserstoff aus erneuerbaren Quellen, der als Elektronendonor dient, angetrieben und zur
nachhaltigen Synthese von Fein- und Spezialchemikalien im industriellen Malistab genutzt. Diese
Technologie ist bisher nicht verfiigbar. Die erforderlichen H,-oxidierenden Biokatalysatoren sind fir
den Einsatz von H, als Reduktionsmittel nicht mit industriellen biokatalytischen Prozessen in
ausreichenden Mengen verfligbar, kompatibel und einsetzbar. Eine besondere Klasse an natdrlich
vorkommenden H;-oxidierenden Katalysatoren aus der Klasse der [FeFe]-Hydrogenasen erflllt viele
der benétigten Anforderungen. lhre hohe O,-Sensitivitdt schrankt ihre praktische Anwendung jedoch
gegenwartig stark ein. In SynHydro® werden die [FeFe]-Hydrogenasen in speziell entwickelte
redoxaktive Hydrogele eingebettet, um sie vor Sauerstoff zu schiitzen und deren Einsatz in der
H,-getriebenen chemischen Synthese im industriellen MaRstab zu ermoglichen. Die
[FeFe]-Hydrogenasen nutzen Wasserstoff als atomdkonomisches und speicherbares Reduktionsmittel
(Elektronendonor) und ersetzen kohlenstoffreiche (nicht sehr atomokonomische) Elektronendonoren.
Die SynHydro3-Technologie umfasst also innovative Biohybrid-Systeme, die einen einzigartigen
Mehrwert in Bezug auf Skalierbarkeit, Robustheit, Katalysatorausnutzung und Universalitdt der
Anwendungen aufweisen. Daneben sind sie aufgrund ihres modularen Aufbaus fiir spezifische
Anwendungen leicht weiterzuentwickeln. Um die Technologie zu implementieren zielt SynHydro3
darauf ab, miniaturisierte Biohybrid-Systeme fiir die Implementierung einer Enzymkaskade aus
[FeFe]-Hydrogenasen, NAD(P)H-regenerierenden Enzymen und NAD(P)H-abhdngigen Enzymen in
Redox-Hydrogel-Kompartimenten zu entwickeln. Die Hydrogel-Matrix besteht aus Redox-Polymeren
oder Redox-Dendrimeren, je nach notwendigem pH-Wert, und hat zur Aufgabe, die Enzymkaskade zu
immobilisieren. Dabei kommt bei der Entwicklung speziell der Nutzung hochaktiver Enzyme, dem
optimalen Massentransport, dem effizienten Ladungstransfer und einer langen Lebensdauer der
funktionalen Biohydridmaterialien ein besonderes Augenmerk zu. Das Kern des SynHydro3-Konzeptes
ist es, gleichzeitig O,-sensitive und O,-abhangige Biokatalysatoren in der Synthese von Fein- und
Bulkchemikalien einsetzen zu kénnen.

Das SynHydro3-Konsortium hat bereits in verschiedenen Teilen des Teams zusammengearbeitet und
verfligt Gber die erforderliche komplementare Expertise, um die Projektziele erfolgreich anzugehen.

Die Arbeitsplanung war in 4 Arbeitspakete unterteilt:

- APO: Projektkoordination, IP-Strategie, Verwertungsplan
Ziel: Projektmanagement, Organisation und Teilnahme an Projekttreffen, Berichterstellung,
Patenteinreichung und Verwertung

- AP1: Produktion von Enzymen und redoxaktiven Polymeren und Dendrimeren
Ziel: Auswahl, Herstellung und Optimierung aller notwendigen Enzyme und Redox-Polymere/-
Dendrimere als Ausgangsstoffe fiir die Biohybridmaterialien



- AP2: Elektrochemie fiir die Entwicklung und Optimierung des biohybriden katalytischen
Systems an der Elektrode
Ziel:  Entwicklung, Optimierung und Charakterisierung der katalytisch aktiven
Biohybridmaterialien, die zunachst auf einer Elektrode gecoated untersucht werden

- AP3: Frei bewegliche biohybride katalytische Mikrodisks
Ziel: Herstellung entkoppelter Enzym-Polymer-Filme zur Untersuchung als frei bewegliche
Mikrodisks in bestehenden Systemen (anaerobe und aerobe Enzymkaskade)

- AP4: Katalyse mit biohybriden Mikrodisks in einem Reaktor im Liter-MaRstab
Ziel: Skalierung in einen Reaktor im Liter-MaRstab und Kopplung mit technischen
Wasserstoffstromen nach Optimierung der Herstellung der frei beweglichen biohybriden
Hydrogel-Mikrodisks und Etablierung der Anwendung in anaeroben und aeroben
Modellreaktionen im kleinen MalRstab

1.2. Wissenschaftlicher Stand zu Beginn des Projektes

Eine Vielzahl enzymatischer Reduktionsreaktionen ist auf den Cofaktor NAD(P)H als Reduktionsmittel
angewiesen.! Die Regeneration des Cofaktors ist ein entscheidender Schritt fiir den robusten Einsatz
von NAD(P)H-abhdngigen Enzymen. Diese NAD(P)H-Cofaktoren sind teuer und schwer zu
synthetisieren oder zu reinigen, was ihren Einsatz in industriellen Prozessen wirtschaftlich unrentabel
macht, sofern sie nicht recycelt werden konnen. Die Regeneration dieser Cofaktoren in der
grolRtechnischen Biokatalyse erfordert eine hohe Aktivitat und Selektivitat, sollte nur wenige Abfalle
und Nebenprodukte erzeugen und gegenilber einem breiten Spektrum von Reaktionsbedingungen
tolerant sein.??

Verschiedene Methoden zur Regeneration von Cofaktoren wurden vorgeschlagen: enzymatische
(gekoppeltes Substrat, z. B. Isopropanol, oder gekoppeltes Enzym, z. B. Glucose- oder Formiat-
Dehydrogenasen), chemische (z. B. Natriumdithionit, Natriumborhydrid), elektrochemische (direkt an
der Elektrode oder indirekt unter Verwendung organometallischer Komplexe als
Wasserstoffibertragungsmittel), photokatalytische (z. B. Kohlenstoffnitrid als Photokatalysator),
homogene (z. B. Rh-, Ru- oder Ir-komplexe) und heterogen katalytische (z. B. Pt/Al,03) Ansitze.*®
Enzymatische Regenerationssysteme sind derzeit auf industrieller Ebene Stand der Technik, wobei z.
B. Formiat- oder Glucosedehydrogenasen zum Einsatz kommen.? Allerdings werden bei diesem Prozess
kohlenstoffreiche Chemikalien verbraucht und unerwiinschte Nebenprodukte entstehen.>” Daher sind
die Atomokonomie und die Nachhaltigkeit der gesamten Reaktion nicht giinstig, und Systeme, bei
denen nur H; als Reduktionsmittel dienen wiirde, waren eine ideale Losung. Die wasserstoffgetriebene
Regeneration von Cofaktoren konnte kohlenstoffhaltige Elektronendonatoren wie Alkohole und
Zucker in der Biotechnologie ersetzen, um die hohen Kosten, die Bildung von Nebenprodukten und die
CO,-Emissionen zu vermeiden, die mit der Herstellung und Verwendung dieser Elektronendonatoren
verbunden sind.®

Edelmetalle wie Platin (Pt) sind zwar ausgezeichnete Katalysatoren fiir die Wasserstoffoxidation,
aufgrund ihrer Seltenheit und ihrer hohen Kosten sind jedoch alternative Katalysatoren mit
gleichwertigen Eigenschaften wiinschenswert. Darliber hinaus wird Pt durch CO und H,S irreversibel
inaktiviert, beides haufige Verunreinigungen von technischem Wasserstoff, der aus industriellen
Prozessen gewonnen wird.>® Wie oben erwihnt, weisen Hydrogenasen dhnliche Raten fiir die
Umwandlung von Wasserstoff zu Pt auf aktiver Basis auf,!! werden jedoch nur reversibel durch CO**3
und H,S¥™1 inhibiert. Spuren dieser Gase (<1 %) diirften die Effizienz unseres Biohybridsystems nicht
beeintrachtigen, was einen wesentlichen Vorteil von Hydrogenasen gegeniiber Pt darstellt. Fiir diese
Anwendung stehen verschiedene Arten von Hydrogenasen zur Verfiigung. [NiFe]- und [FeFe]-
Hydrogenasen sind die beiden Hauptklassen, innerhalb jeder dieser Klassen gibt es zahlreiche
Unterklassen, von denen einige anwendbar sind, andere hingegen nicht. Die O;-tolerante Unterklasse



der [NiFe]-Hydrogenasen ist grundsatzlich vielversprechend, da biotechnologische Prozesse
vorzugsweise unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt werden oder sogar O, als Reaktant
benétigen.’®'” Die Méglichkeit, Katalysatoren in Luft zu betreiben, erleichtert daher deren Einsatz
erheblich. Trotz liberzeugender Proof-of-Concept-Demonstrationen ist die industrielle Hochskalierung
der [NiFe]-Hydrogenase jedoch schwierig, da die Proteinausbeute derzeit auf weniger als 1 mg pro
Liter Zellkultur begrenzt ist und die Synthese der NiFe-Stelle von zahlreichen zusatzlichen Enzymen
abhangt.’®2° Derzeit gibt es keine Lésung, um die Hochskalierung dieses komplexen Metalloenzyms zu
erméglichen.l”> 2126 Dje [FeFe]-Hydrogenasen sind hochaktiv und skalierbar, aber ihre
Sauerstoffempfindlichkeit stellt eine grofle Herausforderung dar und hat ihre Verwendung in
biokatalytischen Prozessen bisher verhindert.

1.3. Durchfiihrung und wissenschaftlich-technische Ergebnisse des Vorhabens

Das Fraunhofer IGB, Institutsteil Straubing hat im Projektverlauf die Arbeitspakete 1.2 (Ferredoxin-
NAD(P)*-Reduktasen (FNR) und anaerobe Enzymkaskade), 2.3 (Elektrochemische und biochemische
Charakterisierung des biohybriden katalytischen Systems), 2.4 (Entwicklung einer HPLC-MS Analytik),
3.2 (Anwendung der Hydrogel-Mikrodisks: anaerobe Enzymkaskade) und 4.2 (Test eines wassrig-
organischen Zweiphasenystems) bearbeitet.

In SynHydro® wurden verschiedene neue FNRs identifiziert und hergestellt, um die bestehende Toolbox
zu erweitern. Dabei wurden zunachst 5 FNRs (FNR21 - 25) aus halophilen und thermophilen Stammen
(Archaeen) ausgewahilt.

Ein wichtiges Ziel bei der Herstellung ist eine ausreichend hohe Ausbeute an |6slichem Protein pro g
mikrobieller Biomasse, um hinsichtlich einer industriellen Anwendung eine effiziente
Enzymproduktion zu gewahrleisten. Da bei ersten Versuchen im Vektor pET28a nur FNR21, 22 und 25
in geringen Konzentrationen l6slich hergestellt und Giber His-Tag aufgereinigt werden konnten, wurden
FNR21-25 in den Vektor pGEX-4T-1 umkloniert. Die erhaltenen rekombinanten Fusionsproteine
tragen dann nach Gen-Expression einen GST-Tag. Der GST-Tag ist ein Protein, das sich wahrend der
Translation schnell in ein stabiles und leicht 16sliches Protein faltet und so die Loslichkeit und Faltung
des gesamten Fusionsproteins unterstiitzen soll. Die Klonierung und Sequenzierung von FNR21 - 25
war erfolgreich und Expressionstests konnten durchgefiihrt werden. Im Anschluss konnten die pGEX-
4T-1 FNR21 - 25 Enzyme hergestellt und gereinigt werden.

Die Kinetik der hergestellten pGEX-4T-1 FNR21 - 25 Proteine wurde anschlieBend mit der in House
etablierten Methode in Lésung unter Verwendung von NADP* gemessen und berechnet. Im Vergleich
zur Negativkontrolle ohne FNR zeigt sich, dass FNR21 und 23 nicht aktiv sind, wahrend bei FNR22, 24
und 25 eine geringe Aktivitdt festgestellt werden kann. Eine Verbesserung der Aktivitat im Vergleich
zu den bereits hergestellten und in House verfligbaren FNRs 1 - 20 konnte jedoch nicht gezeigt werden.
Neben der bioelektrochemischen Regenerierung des Cofaktors NADPH wurde auch NADH fokussiert,
um die SynHydro3- Biohybridmaterialien spater méglichst breit anwenden zu kénnen. Dazu wurden die
bereits existierenden FNRs (bereits mit NADP* getestet) auch mittels der Kinetikmethode in Losung mit
NAD* charakterisiert. Basierend auf den gemessenen Daten, die keine oder nur sehr geringe Aktivitat
hinsichtlich NADH Regenerierung zeigen, war es notwendig neue Enzyme zu recherchieren. Hierzu
wurden literaturbekannte Enzyme ausgewahlt, die sich somit leicht herstellen lassen sollten. Mit Hilfe
von Expressionstests konnten 16sliche Mengen an FNR 26 - 30 hergestellt werden.

Diese neuen FNRs wurden ebenfalls mittels der Kinetikmethode in Losung und mit NAD*
charakterisiert. Uberraschenderweise zeigen auch die neuen literaturbekannten Enzyme keine oder
nur eine leichte Aktivitat hinsichtlich der NADH Regenerierung. Basierend auf diesen Ergebnissen
wurden einige Optimierungen versucht. Wahrend die Umklonierung von FNR28 in den Vektor pET22b
die Expression deutlich verbessert hat und auch die Kinetikwerte im Vergleich noch die besten
Ergebnisse geliefert haben, hat die Umklonierung bei FNR26 und FNR27 weder bei der Expression noch
bei der Kinetik-Messung zu einer Verbesserung gefiihrt. Um auszuschlieRen, dass das Fehlen von FAD
als Cofaktor fiir die geringen Aktivitaten der rekombinanten FNRs verantwortlich ist, wurde zusatzlich
eine Beladung mit FAD nach der Expression untersucht. Aufgrund der hohen Enzymausbeuten in der



rekombinanten Expression wurde FNR29 fiir diese Beladungsversuche ausgewahlt, jedoch konnte die
Aktivitat auch durch die nachtragliche FAD-Beladung nicht gesteigert werden. Zusammenfassend
haben somit alle FNRs keine oder nur eine geringe Aktivitat hinsichtlich der NADH Regenerierung
gezeigt. Auch verschiedene Optimierungsmethoden hatten keine Verbesserung gezeigt. Die Kinetik-
Messungen in Losung ermoglichen es, die Aktivitdt der FNRs untereinander zu vergleichen und
einzuschatzen, ob die Enzyme generell aktiv sind, kdnnen aber keine Aussage liefern, wie gut die
Performance der Enzyme dann immobilisiert in den Hydrogelen ist.

Exemplarisch wurden somit die in pET28a ssFNR, pET22b FNR26 und pET28a FNR29 codierten Enzyme
hergestellt, in einem geeigneten redoxaktiven Polymer immobilisiert und die Aktivitdt hinsichtlich
NADH-Recycling mit Hilfe einer Chronoamperometrie-Messmethode untersucht.

ssFNR, obwohl die Kinetikmesswerte dhnlich schlechte Ergebnisse im Vergleich mit den anderen FNRs
zeigen, hat in diesem Versuch eine Aktivitdt gezeigt und kann somit zur NADH Regenerierung
eingesetzt werden. Dies bestdtigt auch die elektroanalytische Untersuchung mittels
Cyclovoltammetrie und eine Chronoamperometrie-Messung mit anschlieBender UV/VIS-Bestimmung
des Cofactors NADH.

FNR28 zeigte von den fiinf neuen FNRs (FNR26 - 30) zunachst noch die besten Kinetikwerte und wurde
somit noch genauer untersucht. Mittels photometrischer Messung wurde die NADH-Oxidation
untersucht, um erste Hinweise mittels einfacher Experimente zu erhalten, ob das Substrat NADH
generell erkannt wird. Hier zeigt FNR28 in Losung eine Aktivitdat und der Cofaktor NADH nimmt (iber
die Zeit ab.

FNR28 zeigt jedoch bisher keine Aktivitat, wenn es in Redoxpolymeren immobilisiert ist. Dabei wurden
verschiedene Polymere mit unterschiedlichen Potentialen und sowohl NADH-Oxidation als auch NAD*-
Reduktion untersucht.

Somit wurden weitere Enzyme untersucht, um die NADH-Regenerierung zu verbessern. Dazu wurden
Diaphorasen fir weitere Testungen ausgewahlt. FNR31 ist eine literaturbekannte NADH-
regenerierende Diaphorase und das Plasmid zur Herstellung von FNR32 sowie 33 wurde vom
Projektpartner TUM-CBR erhalten. Um die Expression und Aufreinigung zu vereinfachen sowie im
besten Fall die Ausbeute zu steigern, wurden die Diaphorase-Gene zunachst in pET28a erfolgreich
kloniert (FNR32).

Nach erfolgreicher Klonierung, wurde ein Expressionstest in E. coli BL21(DE3) durchgefiihrt unter
Variation verschiedener Bedingungen (Medium, Zeit, IPTG-Konzentration, Temperatur). Bei der
Expression einer groReren Menge konnte jedoch kaum l6sliches Protein produziert und aufgereinigt
werden. Die elektrochemische Kinetik-Messung hat keine bzw. nur sehr schlechte Aktivitat von FNR32
hinsichtlich NADH Regenerierung gezeigt. Zur Optimierung der Enzymausbeute und einer erneuten
Kinetik-Messung wurde ein weiteres Zellpellet unter den oben angegebenen Bedingungen hergestellt
und verschiedene Aufschlussmethoden (French-Press, chemischer Zellaufschluss mit CellLytic,
Sonotrode) und Aufreinigungsmethoden (FPLC, Inclusion Body Aufreinigung) gescreent. Alle
Methoden haben kaum Einfluss auf die Ausbeute an l6slichem Enzym gezeigt. Aus diesem Grund
wurden die Expressionsbedingungen noch einmal variiert und das Zellpellet mittels French-Press
aufgeschlossen. Diese Methode flihrte zu einer gesteigerten Ausbeute an |6slichem Enzym. Die Kinetik-
Messung hat jedoch erneut bestatigt, dass das neu hergestellte FNR32 keine Aktivitdt hinsichtlich
NADH Regeneration aufweist. Um sicherzustellen, dass das Enzym FNR32 ebenfalls nicht aktiv ist,
wenn es im Redoxpolymer immobilisiert ist, wurde FNR32 im Polymer auf einer Elektrode
immobilisiert. Im Anschluss wurden Cyclovoltammetrie (CV) Messungen, sowie eine
Chronoamperometrie-Messung durchgefihrt mit anschlieBender UV/VIS-Messung. Es konnte jedoch
weder ein Anstieg des katalytischen Stroms in den CV-Messungen noch eine Cofaktor-Bildung in der
UV/VIS-Messung beobachtet werden. Dadurch wird bestéatigt, dass FNR32 gegentiber NAD* nicht aktiv
ist.

Als weiterer Ansatz, genug losliches und aktives Enzym zu erhalten, wurde FNR32 in einen anderen
Vektor - pACY — kloniert (FNR33). Zunachst wurden bekannte Expressionsbedingungen eingesetzt. Die
Aufreinigung erfolgte mittels FPLC und einer Strep-Tactin Saule. Jedoch konnte kein Enzym



aufgereinigt werden, da die Untereinheit an dem der Strep-Tag gebunden ist, nicht exprimiert wurde.
Somit wurden Expressionstests durchgefiihrt. Bei den besten Expressionsbedingungen konnten beide
Untereinheiten 16slich exprimiert und aufgereinigt werden. Die elektrochemische Kinetik-Messung hat
ebenfalls sehr vielsprechende Ergebnisse geliefert mit dem bisher héchsten k..-Wert flir die NADH
Regeneration.

Um die Aktivitdt zu bestatigen, wurde das FNR33 Enzym in Losung getestet. Hierzu wurde eine
spektroskopische Methode zur einfacheren Beurteilung der hergestellten FNRs im Vergleich zur
elektrochemischen Methode entwickelt. Hierbei dient ein Viologen-basierter Redoxmediator mit
einem positiven Redoxpotential gegen NAD(P)/NAD(P)H als Elektronenvermittler zwischen dem Enzym
und O, das als endgiiltiger Elektronenakzeptor fungiert. Der Verbrauch von NAD(P)H kann
spektroskopisch bei 340 nm verfolgt werden, was auf die Aktivitat des Enzyms hinweist. Eine Aktivitat
bei dieser Methode ist aber keine Garantie, dass das Enzym auch nach Immobilisierung in den
Redoxpolymeren aktiv ist, da hier die Oxidationsreaktion durchgefiihrt wird und spater die NAD(P)*-
Reduktion von Interesse ist. Dennoch kann so mit wenig Aufwand Uberpriift werden, ob das Enzym
generell NAD(P)H als Substrat erkennt. Mittels dieser spektroskopischen Methode konnte fiir FNR33
eine Aktivitat gegenliber NADH nachgewiesen werden.

Im nachsten Schritt wird FNR33 in einem geeigneten Redoxpolymer immobilisiert und untersucht, ob
das Enzym aktiv ist. Nach Immobilisierung von FNR33 in diesem Polymer zeigt die Elektroanalytik keine
Aktivitat des Enzyms. Anschliefend wurden weitere verschiedene Polymere aus der vorhandenen
Toolbox von TUM-EBT gescreent, jedoch konnte das Enzym bisher nicht erfolgreich aktivimmobilisiert
werden.

Anaerobe Enzymkaskade

Ein geeignetes Redox-Polymer und ein Redox-Dendrimer mit unterschiedlichen Redox-Potenzialen
wurden so modifiziert, um die Vernetzung zur Bildung von Hydrogel-Beads zu induzieren. Die Redox-
Hydrogelbeads fungieren als Immobilisierungsmatrix fir die Redox-Enzyme und vermitteln den
Elektronentransfer zwischen ihnen. Um zu zeigen, dass jedes Material in der Lage ist, Elektronen
zwischen Hydrogenase und FNR zu (ibertragen, wurden die katalytischen Strome fir die H,-Oxidation
und die NADP*-Reduktion mittels Cyclovoltammetrie gemessen. In jedem Fall werden beide
Redoxprozesse erfolgreich durchgefiihrt. Die Beads wurden durch Dropcasting einer Mischung aus
Polymer und Enzymen hergestellt. Wenn sowohl Hydrogenase als auch FNR gemeinsam in den
Polymerbeads immobilisiert sind, kann die kontinuierliche Bildung des reduzierten Cofaktors NADPH,
wahrend gasfoérmiger Wasserstoff in einer gepufferten Losung mit NADP* und den Beads zugefiihrt
wurde, beobachtet werden.

Nachdem die potenzielle Anwendung des synthetisierten Redoxpolymers und Dendrimers bei der
Immobilisierung von Enzymen, der Beadbildung und dem Elektronentransfer zwischen Hydrogenase
und FNR nachgewiesen werden konnten, wurden die Filme hinsichtlich des Polymer/Enzym-
Verhaltnisses und der Filmdicke optimiert, um die hochstmdglichen Stromdichten zu erreichen, wobei
zunachst die Bedingungen fir den hochsten 0,-Schutz angestrebt wurden. Die Filmbedingungen
wurden mit Hilfe von Cyclovoltammetrie und Chronoamperometrie optimiert.

Die optimierten Bedingungen an den Elektroden werden dann auf die frei diffundierenden Beads
Gbertragen und mit weiteren Enzymen fiir verschiedene Anwendungsbeispiele gekoppelt.

Es wurden Redoxpolymer-Beads hergestellt, in denen alle eingesetzten Enzyme co-immobilisiert sind
und die Reaktion mittels Wasserstoff angetrieben. Nach 24 h konnte mittels GC-MS eine
Produktbildung nachgewiesen werden, wahrend die Negativkontrollen keinen Umsatz zeigen,
wodurch das Proof of Concept der SynHydro3-Technologie gezeigt werden konnte. Im nichsten Schritt
wurden verschiedenste Parameter variiert und optimiert, um den Produktumsatz zu verbessern. Zur
Auswertung des Parameter-Screenings wurde eine geeignete GC-MS-Methode und entsprechende
Kalibriergeraden fiir das Edukt und Produkt entwickelt. Da die Stabilitdt der Enzym-Polymer-Beads
entscheidend fiir eine vergleichende Auswertung der verschiedenen Parameter hinsichtlich
Beadherstellung und Reaktionsdurchfiihrung ist, wurden hier erst einige Untersuchungen




durchgefiihrt, um gleichbleibend stabile Beads zu erhalten.

Zusammenfassend hat das anschlieRend durchgefiihrte Screening ergeben, dass Umsatze zum Produkt
Uber 80 % erreicht werden. Geplant ist es diese Messreihe noch einmal zu wiederholen. Es konnte
jedoch eindeutig gezeigt werden, dass eine Co-Immobilisierung aller Enzyme in den Redoxpolymeren
moglich ist und eine fast vollstdndige Produktbildung in kurzer Zeit erreicht wird.

Parallel zum Parameterscreening wurde fiir einen ersten Skalierungsversuch auch eine grofRere Menge
an Beads (200 Stiick) hergestellt, um den Ubertrag in den von ESy Labs konzipierten Reaktor zu priifen.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Die Position 0838 (Reisekosten) wurde verwendet fiir die Reisekosten zum Statusmeeting in Berlin im
Oktober 2023 und fir eine Fahrt zur Firma ESy Labs, um einen gemeinsamen Skalierungs-Versuch
durchzufiihren. Die meisten Projekttreffen wurden aufgrund der Corona-Pandemie zunachst online
durchgefiihrt. Sobald personliche Treffen wieder moéglich waren, fanden diese in Straubing statt, somit
sind keine Reisekosten entstanden. Die Investitionsmittel konnten wie geplant fiir die Anschaffung
einer FPLC verwendet werden. Diese Anschaffung wurde direkt zu Projektbeginn in die Wege geleitet
und dann auch im Laufe des Projekts fiir die Aufreinigung der verwendeten Enzyme regelmafig
eingesetzt.

Die restlichen Positionen wurden ebenfalls wie geplant verwendet.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Im Rahmen von SynHydro® wurden komplett neue Innovationen erschlossen und die Realisierung der
biohybriden Materialien wird eine einzigartige synthetische Plattform bieten, die fir verschiedene
Markte diversifiziert werden kann. Die einfache und modulare Architektur des Materials und seine
Funktion stellen zusammen eine Verkoérperung der nachhaltigen Chemie fur die Zukunft dar und
kombinieren Energiespeicherung, wasserstoffgetriebene Biokatalyse, Wiederverwendbarkeit und
sollen schnell skalierbar sein.

Obwohl das Anwendungspotential hoch ist und einzelne Module bereits etabliert sind, waren
vielfiltige Arbeiten notwendig, um den Ubergang in die Anwendung in der Biokatalyse erfolgreich zu
meistern. Durch die ausgewahlten Strategien zur Realisierung der biohybriden Materialien fir die
chemische Synthese, wodurch einzigartige Eigenschaften der Polymerwissenschaften, der Biokatalyse
und der Elektrochemie kombiniert wurden, konnte ein technologischer Durchbruch erreicht werden.
Dieser Durchbruch wird aufgrund seiner Modularitdt und Skalierbarkeit von unmittelbarem Interesse
fir die chemische Industrie sein, ebenso wie die Tatsache, dass er auf anspruchsvolle chemische
Reaktionen bei geringem Bedarf an erneuerbarer Energie abzielt. Aufgrund der Komplexitat konnten
die geplanten Arbeiten aber nicht von einem einzelnen Partner durchgefiihrt werden, sondern
erfordern zwingend die Beteiligung der Experten aus den verschiedenen wissenschaftlichen
Disziplinen. Das Projekt hatte gewisse technische Risiken, da biologische Komponenten nicht
vollstandig vorhersehbar sind und somit biohybride Materialien nicht unbedingt einem Engineering by
Design-Ansatz folgen. Aus diesem Grund wurde das SynHydro3-Konsortium gebildet, das die gesamte
Entwicklungskette abdeckt und so die notwenigen Arbeiten optimal aufteilen konnte. Das Konsortium
hat verschiedene Redox-Polymere und -Dendrimere, sowie Enzyme fiir die Elektronenbereitstellung
(Hydrogenasen), Cofaktor-Regenierung (FNRs) und die Anwendung in der anaeroben und aeroben
Kaskade hergestellt. Ein GroRteil der Arbeit ist ebenfalls in die erfolgreiche und stabile Entwicklung der
SynHydro3-Mikrodisks geflossen. Am Fraunhofer IGB konnten diese dann fir ein ausfihrliches
Parameterscreening in der Anwendung einer anaeroben Kaskade erfolgreich eingesetzt werden.

4. Voraussichtliche Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses - auch konkrete
Planungen fiir die ndhere Zukunft - im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Ziel fur alle Partner ist der Schutz der beschriebenen Technologie bereits in einer friihen Phase des

Projektes. Dies ist wichtig bevor erste Ergebnisse veroffentlicht werden. Die Patenteinreichung in

Zusammenarbeit von der TU Miinchen und dem Fraunhofer IGB ist im Juli 2025 erfolgt. Damit stellt

die Verwertung von Ergebnissen nach individuellen Lizenzvereinbarungen eine Option dar.



Ziel fur die Forschungspartner war es auch, die SynHydro3-Technologie und den zunehmenden
Bekanntheitsgrad zu nutzen, um weitere Projekte, Partner oder Kunden zu akquirieren und somit dann
langfristig direkte Forschungsauftrage aus der Industrie zu erhalten. Die erfolgreiche Entwicklung und
Erprobung der Biohybrid-Materialien starkt die bestehende Expertise der Partner in einzigartiger
Weise und sorgt flr internationale Sichtbarkeit. Eine vielfaltige Anzahl von Folgeprojekten ist zu
erwarten: ECOMO (HORIZON-EIC-2022-PATHFINDERCHALLENGES-01, Project: 101115403) und
eCO,DIS (BMBF, FKZ 031B1405) konnte bereits erfolgreich akquiriert werden und diese beiden
Projekte laufen bereits. Neue weitere Projekte sind von den Partnern einzeln (BMFTR, eCO,Chem) oder
von Teilen des Konsortiums gemeinsam (BMFTR, eVOBIMA) eingereicht worden. Es ist weiterhin
geplant die Ergebnisse in Fachzeitschriften zu veréffentlichen (Ergebnisse der einzelnen Partner, sowie
Gemeinschaftsergebnisse), nachdem die Patenteinreichung erfolgt ist.

5. Wahrend der Durchfilhrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger bekannt gewordenen
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Es sind wahrend der Durchfiihrung des Projektes keine Veroffentlichungen bekannt geworden, weder

in der Fachliteratur noch auf Patentebene, die den Partnern bekannt wéaren und fiir das Vorhaben

relevant waren.

6. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen der Ergebnisse nach Nr. 5 der NKBF

Es sind keine Veroffentlichungen in der Projektlaufzeit erfolgt. Das Screening zur anaeroben
Enzymkaskade in den SynHydro3-Beads wird aber nach Projektabschluss noch zusammengefasst und
veroffentlicht.
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