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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Eine effektive Vorbehandlung von Baumwolle muss alle Stoffe entfernen, die nachfolgende Veredlungs-
schritte beeintrachtigen konnten. Dies geschieht bis heute zumeist in drei Stufen: Entschlichtung,
alkalisches Abkochen und Bleiche. Dabei werden unter Einsatz hoher Energie-, Wasser- und Alkali-
mengen die in der Weberei applizierten Hilfsmittel und die natiirlichen Faserbegleitstoffe unspezifisch
entfernt, was mitunter zu einer Schiadigung des cellulosischen Materials fiihrt. Im Rahmen des F&E-
Projektes sollte ein umfassendes enzymatisches Vorbehandlungskonzept zum Abbau der verschiedenen
Baumwollbegleitsubstanzen und zur Weiterverwendung der nativen Stdrkeschlichten erarbeitet werden.
Die drei konventionellen Teilprozesse sollten mdglichst unter Verwendung von Enzymmischpraparaten
in einem einzigen enzymatischen Gesamtprozess vereint werden.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Gemidl3 dem Projektantrag wurden verschiedene Arbeitsschritte von verschiedenen Projektpartnern
durchgefiihrt. Bei der CHT wurden die in der ersten Projektphase ausgewihlten technischen Enzym-
priparate in Verbindung mit den extremophilen Spezies der TUHH anhand einer statistischen
Versuchsplanung in unterschiedlichsten Kombinationen bei konstanter Prozesstemperatur im leicht
sauren und leicht alkalischen pH-Wert-Bereich auf ihre Fahigkeit untersucht, die Stdrkeschlichte und
natilirliche Baumwollbegleitsubstanzen in einer Flotte abbauen zu konnen. Am DTNW wurden
vergleichbare Versuche im Laborjigger durchgefiihrt, bei denen die Prozessfiilhrung (Verlauf der
Reaktionstemperatur, pH-Wert-Anderung, Reaktionszeit, Zeitpunkt der Enzymzugabe etc.) im Vorder-
grund standen. Als Kriterien fiir eine gelungene enzymatische Vorbehandlung wurden bei beiden
Partnern vor allem ein hoher Entschlichtungsgrad und eine ausreichende Benetzbarkeit herangezogen,
die fiir eine Weiterverarbeitung unerlésslich sind. Dariiber hinaus wurde die behandelte Baumwolle auf
ihren Restwachs- und Restpektingehalt untersucht und mit Proben verglichen, die konventionell vorbe-
handelt wurden. An der TUHH wurde die Herstellung und Aufbereitung thermophiler Lipasen fiir den
Abbau von Baumwollwachsen weiter vorangetrieben. Nachdem die optimalen Parameter fiir einen
kombinierten Einsatz von Enzymen in der Baumwollvorbehandlung im Labormafstab erarbeitet waren,
wurden die Versuche im groBtechnischen MaBstab bei der Textilveredlung an der Wiese nachgestellt und
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anschliefend unter den brancheniiblichen Bedingungen gebleicht. Sowohl die jeweiligen Zwischen-
produkte als auch die gebleichte Ware wurden einer betriebsinternen Materialpriifung unterzogen und
mit konventionell vorbehandelter Ware verglichen. Dariiber hinaus wurden Férbeversuche mit
enzymatisch und konventionell behandelter Ware durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Im Verlaufe des dreijéhrigen Projektes konnte eine erfolgreiche Strategie zum kombinierten Einsatz von
a-Amylase und Pektinase in der Baumwollvorbehandlung entwickelt werden. Dabei werden die
pektinspaltenden Enzyme der Entschlichtungsflotte zugefiihrt, so dass die Entschlichtung stattfinden kann,
wihrend gleichzeitig die Entfernung unerwiinschter Baumwollbegleitstoffe derartig vorbereitet wird, dass
sie letztlich in einer Bleichstufe génzlich mobilisiert und von der Baumwolle entfernt werden kénnen. Die
zundchst im Labor- und TechnikumsmaBstab gesammelten Ergebnisse konnten in der letzten Projektphase
erfolgreich auf den Einsatz im grofStechnischen MafBstab {ibertragen werden. Dabei zeigte sich, dass die
enzymatisch vorbehandelte Ware nach einer Bleiche die gleichen oder sogar bessere Qualitidtsmerkmale
aufweist als eine konventionell entschlichtete und alkalisch abgekochte Ware. Dies bedeutet, dass durch
den kombinierten Einsatz von o-Amylasen und Pektinasen auf das alkalische Abkochen génzlich
verzichten werden kann, ohne Kompromisse beim Vorbehandlungsergebnis in Kauf nehmen zu miissen.
Weder das Benetzungsverhalten, noch der Weiligrad und die Anfarbbarkeit der gebleichten Ware sind
schlechter als bei einer konventionell vorbehandelten Baumwolle, wobei es gleichzeitig zu einer deutlich
geringeren Schiadigung des Gewebes kommt. Die Einsparung eines Teilprozesses hat eine Einsparung von
Zeit, Hilfschemikalien, Energie und vor allem von Brauchwasser zur Folge. Daraus ergeben sich sowohl
okonomische als auch 6kologische Vorteile fiir den Anwender.

Offentlichkeitsarbeit und Prisentation

GemiB den Richtlinien der DBU wurde am 29.04.2004 in Lorrach ein Statusseminar abgehalten. Im
Friihjahr 2005 wird in Osnabriick ein Abschlussseminar zur Prisentation der erzielten Resultate
stattfinden. Des Weiteren sollen die Ergebnisse zu einem spiteren Zeitpunkt in der einschlidgigen
Fachliteratur veroftentlicht werden.

Fazit

In dem dreijahrigen von der DBU geforderten Forschungsvorhaben haben die Projektpartner DTNW, CHT,
TUHH und TV a.d.W. gemill der anfinglichen Zielsetzung eine Verfahrenstechnik zum kombinierten
Einsatz von Enzymen in der Baumwollvorbehandlung entwickelt. Dabei wurde die Partnerstruktur im
Vorfeld so gewihlt, dass ein ausgewogenes Verhdltnis aus Forschungseinrichtungen, Enzym- und
Hilfsmittelherstellern sowie Anwendern vorhanden war, die die Umsetzung der Fragestellungen vom
LabormaBstab in die industrielle Praxis gewéhrleistete. Gemi3 dem Projektantrag wurden die Labor- und
Technikumsversuche sowie die textilspezifischen Untersuchungen iiberwiegend am DTNW und bei der CHT
durchgefiihrt. Die TUHH beschéftigte sich mit der Herstellung und Reinigung von extremophilen Lipasen.
Die Uberfiihrung der gesammelten Ergebnisse in die groBtechnische Praxis wurde in Absprache aller
Projektpartner bei der TV a.d.W. durchgefiihrt. Die Zusammenarbeit der Partner erwies sich dabei als
fruchtbar und die durchgefiihrte Vorgehensweise hat sich bewéhrt, so dass im Verlaufe des Projektes nahezu
alle gesteckten Ziele erfiillt werden konnten. Das von den Projektpartnern entwickelte Verfahren ermdglicht
einem textilveredelnden Betrieb die Einsparung eines kompletten 6kologisch bedenklichen Arbeitsschrittes -
dem alkalischen Abkochen in der Baumwollvorbehandlung - und ist mit einer Vielzahl von 6kologischen
aber auch oOkonomischen Vorteilen verbunden. Aus dem erfolgreichen Projekt ergeben sich neue
Aufgabenstellungen fiir die Zukunft, wie etwa die Finbeziehung der vorgeschalteten Entmineralisierung in
den Entschlichtungsprozess durch den Einsatz von sédureresistenten o-Amylasen sowie die Generierung
potentieller Einsatzgebiete der von der TUHH entwickelten thermophilen Lipasen. Die richtungsweisenden
Versuche zur selektiven Inhibierung von Einzelaktivititen in Enzymmischungen sollten ebenfalls
konkretisiert werden.
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verwendete Abkilirzungen

ACP

AP

CLP
DMSO

FPLC

GF
GOD

HPAEC-PAD

HPLC
L

n.b.
p-NPP
P

RT

SR

a-Amylase

ao-Amylase/Cellulase/Pektinase in Mischung
a-Amylase/Pektinase in Mischung
Cellulase

Cellulase/Lipase/Pektinase in Mischung
Dimethylsulfoxid

Fast Protein Liquid Chromatography (chromatographische Methode
zur Proteintrennung)

Grundflotte
Glucoseoxidase

Hochdruckanionenaustauschchromatographie mit gepulster ampero-
metrischer Detektion

Hochdruckflussigkeitschromatographie
Lipase

nicht bestimmt
para-Nitrophenylpalmitat

Pektinase

Trocknung bei Raumtemperatur

Trocknung im Spannrahmen

Abkirzungen zu speziellen Chemikalien werden in Tabelle 5 gesondert angegeben.
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10

1 Zusammenfassung

Im Verlaufe des von der DBU gefdrderten F&E-Projektes wurden die zunéchst im
Labor- und Technikumsmafstab gesammelten Ergebnisse auf ein verfahrens-
technisches Gesamtkonzept zur enzymatischen Baumwollvorbehandlung Uber-

tragen.

Dabei wurden technische Enzympraparate, die durch ein intensives, systema-
tisches Screening wahrend der ersten Projektphase anhand verschiedener Ge-
sichtspunkte (Aktivitat, Kompatibilitdt mit den angestrebten Prozessparametern,
Verfuigbarkeit etc.) ausgewéhlt wurden, in Verbindung mit thermophilen Lipasen,
die an der TUHH entwickelt wurden, eingesetzt. Anhand einer statistischen
Versuchsplanung wurde in der zweiten Projektphase die Fahigkeit der Enzym-
mischungen untersucht, die Starkeschlichte und natirliche Baumwollbegleitsub-
stanzen in unterschiedlichsten Enzymkombinationen und -konzentrationen bei
konstanter Prozesstemperatur im leicht sauren und leicht alkalischen pH-Wert-
Bereich in einer Flotte gleichzeitig abzubauen. Dabei stellte sich heraus, dass in der
Prozessgestaltung ein pH-Wert-Wechsel von leicht sauer nach leicht alkalisch, eine
modifizierte Temperaturfuhrung und eine heile Nachspilung vorteilhaft sein
konnen. Die Enzyme wurden dabei in ihren jeweiligen pH-Wert- und Temperatur-
optima der Flotte zugefligt. Allein mit technischen Enzympraparaten der Klassen
o-Amylasen, Cellulasen und Pektinasen konnte durch die optimierte Prozess-
fuhrung eine hohe Saugfahigkeit bei gleichzeitigem exzellenten Entschlichtungs-
grad im Laborjigger erzielt werden. Die Tropfeneinsinkzeiten lagen deutlich unter
10 s, so dass die derart enzymatisch vorbehandelte Baumwolle fir eine Weiter-
verarbeitung geeignet ist. Die im Labor- und Technikumsmalistab erzielten
Ergebnisse galten als Ubertragbar fir eine grof3technische Anwendung, so dass
entsprechende Versuche an der TV a.d.W. in der dritten Projektphase durchgefihrt

wurden.

Die grol3technischen Versuche ergaben, dass eine enzymatisch-katalysierte Baum-
wollvorbehandlung mit einer Kombination aus a-Amylase und Pektinase unter den
erarbeiteten Konditionen keines alkalischen Abkochens mehr bedarf. Nach einer

anschlieBenden Bleiche entsprechen alle textilspezifischen Parameter der Ware
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wie Benetzbarkeit, Polymerisationsgrad, Reil3festigkeit oder Weil3grad denen einer
konventionell behandelten Baumwolle. Dariiber hinaus lasst sich die enzymatisch
behandelte Ware ebenso gut farben. Das Wegfallen eines ganzen Arbeitsschrittes
fuhrt zu einer enormen Verkirzung des Gesamtprozesses und es kénnen grol3e
Mengen an Brauch- und Abwasser, Energie und aggressiven Chemikalien (vor
allem NaOH) eingespart werden, was einerseits die Umwelt entlastet, andererseits

aber auch fir den Textilveredler aus 6konomischer Sicht vorteilhaft ist.

An der TUHH wurden wéhrend der gesamten Projektlaufzeit Arbeiten zur Her-
stellung und Aufbereitung thermophiler Lipasen fur den Abbau von Baumwoll-
wachsen durchgefihrt. Es konnten zwei Praparate mit hoher Aktivitat bzgl.
unterschiedlicher Fettspezies isoliert werden, die in einem weiten Temperatur- und
pH-Wert-Bereich stabil sind. Wegen der aufwendigen Kultivierung der lipase-
produzierenden Stdmme und der komplizierten Reinigung der extremophilen
Enzyme standen die Lipasen allerdings nicht in genigend gro3en Mengen flr
Versuche im Industriemal3stab zur Verfligung. Des Weiteren zeigte sich, dass hohe
Calcium- und Magnesiumkonzentrationen, wie sie auch in Entschlichtungsflotten
auftreten, fur die thermophilen Lipasen stark aktivitatsherabsetzend sind, so dass
sie in realen Prozessen keine verbessernde Wirkung zeigen. Dennoch kénnten die
an der TUHH entwickelten Praparate zuklnftig in anderen enzymatisch-kata-

lysierten Prozessen von Interesse sein.

Der angestrebte Einsatz von technischen Glucoseoxidase-Praparaten zur Gene-
rierung von bleichaktivem Wasserstoffperoxid aus Glucose zur nachgeschalteten
Bleiche der behandelten Baumwolle scheiterte an der zu hohen Katalaseneben-
aktivitat in entsprechenden Formulierungen. Zwar wurden vielversprechende Ver-
suche zur selektiven Inhibierung der Katalase im Zweikomponentensystem
GOD/Katalase durchgefiihrt, die allerdings gegen Ende der zweiten Projektphase in
Absprache mit der DBU eingestellt wurden, da eine befriedigende Ldsung des
Problems in der Projektrestlaufzeit fur wenig wahrscheinlich angesehen wurde.
Unabhéngig von diesem DBU-Projekt wird das DTNW in der Zukunft weiterhin das
Ziel verfolgen, die Aktivitdt einzelner Enzyme in Enzymmischungen selektiv zu

unterdriicken.
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Zusammenfassend wird das Projekt von den Partnern als auf3erst erfolgreich
bewertet, da das Hauptziel des Forschungsvorhabens, die Entwicklung einer
innovativen und umweltentlastenden Verfahrenstechnik zur kombinierten

enzymatischen Vorbehandlung von Baumwolle, erreicht wurde.

Durch die Substitution des alkalischen Abkochens durch den kombinierten
Einsatz von a-Amylasen und Pektinasen in der Entschlichtungsstufe im KKV-
Verfahren kdnnen bei gleicher Glite des Endproduktes in der Vorbehandlung
ca. 6 | Brauch- und Abwasser pro kg verarbeiteter Baumwolle eingespart
werden. Dartiber hinaus entféallt der Energieeintrag fir das Heizen der Abkoch-
flotte und der folgenden Spulprozesse sowie der Eintrag grof3er Mengen
Natronlauge in das Abwasser. Aus 6konomischer Sicht ergibt sich aus dem

neuen Verfahren eine Einsparung von mehr als 0,20 €/kg Baumwolle.



13

2 Anlass und Zielsetzung des Projektes

Eine effektive Vorbehandlung von Baumwolle soll alle Stoffe entfernen, die nach-
folgende Veredlungsschritte beeintrachtigen konnten. Dies geschieht bis heute
zumeist in drei Stufen: Entschlichtung, alkalisches Abkochen und Bleiche. Dabei
werden unter Einsatz hoher Energie-, Wasser- und Alkalimengen die in der Weberei
applizierten Hilfsmittel und die natirlichen Faserbegleitstoffe unspezifisch entfernt,

was mitunter zu einer Schadigung des cellulosischen Materials fuhrt [1].

Die Anwendung enzymatisch-katalysierter Verfahren gewinnt im Bereich der
Baumwollvorbehandlung zunehmend an Bedeutung. Die enzymatisch-katalysierten
Reaktionen besitzen gegenuber konventionellen, chemischen zahlreiche Vorteile. So
konnen die Enzyme zumeist bei moderaten Temperaturen in pH-Wert-Bereichen
nahe dem Neutralpunkt verwendet werden. Des Weiteren mussen sie als Bio-
katalysatoren nicht in stochiometrischen Verhéltnissen eingesetzt werden, so dass
oft kleine Mengen fir einen genigend hohen Umsatz ausreichend sind. Ferner
zeichnen sie sich durch eine hohe Substratselektivitat aus, so dass empfindliche
Substanzen im Reaktionsverlauf nicht angegriffen werden. Weitere Vorteile sind ihre
biologische Abbaubarkeit und ihre zumeist gefahrlose und einfache Handhabung
[2,3].

Enzymatische Prozesse haben sich in vielen Bereichen der Technik etabliert. In der
Textilindustrie zahlt die enzymatische Entschlichtung von Baumwolle mit a-Amylasen
seit vielen Jahrzehnten zu den grof3technisch angewandten Verfahren [4,5]. Des
Weiteren werden in der Baumwollveredlung u.a. Cellulasen, Pektinasen, Lipasen und
Katalasen eingesetzt [6]. Auch bei anderen Naturfasern setzt man Enzyme zur
Produktverbesserung ein. Beispiele sind das enzymatische Entbasten von Seide mit
Sericinasen [7], die enzymatische Filzfrei-Ausristung von Wolle mit Proteasen [8]
oder die Weichgriffverbesserung von Jute mit Cellulasen und Xylanasen [9]. In der
Zukunft wird man sich vermehrt mit der Moéglichkeit beschaftigen, auch Synthese-
fasern aus z.B. Polyester [10,11] oder Polyacrylnitril [12] enzymatisch zu modifi-

zieren.

Im Rahmen des F&E-Projektes sollte ein umfassendes enzymatisches Vorbehand-

lungskonzept zum Abbau der verschiedenen Baumwollbegleitsubstanzen und zur
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Weiterverwendung der nativen Starkeschlichten erarbeitet werden. Die drei konven-
tionellen Teilprozesse sollten moglichst unter Verwendung von Enzymmisch-
praparaten in einem einzigen enzymatischen Gesamtprozess vereint werden, wobei
das Hauptaugenmerk auf die Substitution des umweltbelastenden und kosteninten-

siven Alkalischen Abkochens gelegt wurde.

Am Ende des Projektes sollten Enzympraparate zur Verfigung stehen, welche unter
Anwendung einer erarbeiteten Verfahrenstechnik eine entschlichtete Baum-wolle
liefern, die eine gute Saugféahigkeit und einen weichen Griff besitzt. Dartiber hinaus
soll die Ware nach der enzymatischen Behandlung gegentber konven-tionellen
Prozessen eine deutlich verminderte Schadigung aufweisen, so dass

innerbetriebliche Retouren vermindert werden.

Aus Okologischer Sicht sollte die angestrebte Verfahrenstechnik zu einer
Verminderung von Brauch- und Abwassermengen flihren sowie mit einer
Verringerung des Chemikalienbedarfs einhergehen. Durch die Senkung der
Prozesstemperatur gegentuber konventionellen Verfahren wurde eine Verminderung

des Energiebedarfs angestrebt.
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3 Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

3.1 Arbeitsschritte

In der ersten Projektphase wurde ein intensives Screening verschiedenster tech-
nischer Enzyme durchgefiihrt, die fir einen Einsatz in der enzymatischen Baum-
wollvorbehandlung (Entfernung der applizierten Starkeschlichte und der nattrlichen
Baumwollbegleitsubstanzen) in Frage kamen. Einige wenige technische Enzyme der
zu untersuchenden Enzymklassen a-Amylasen, Cellulasen und Pektinase wurden
schliel3lich fur weitere Untersuchungen ausgewéhlt, wobei die Auswahlkriterien u.a.
Verfligbarkeit, Aktivitdt sowie die Einsetzbarkeit in den angestrebten pH-Wert- und
Temperaturbereichen waren. Ferner einigten sich die Partner auf eine einheitliche
Kombination von Textilhilfsmitteln, die die Benetzbarkeit der Baumwolle erh6ht, ohne
dabei die Aktivitat der eingesetzten Enzyme zu beeintrachtigen. An der TUHH

wurden extremophile Lipasen hergestellt.

Gemald dem im Projektantrag vorgesehenen Arbeits- und Zeitplan wurden in der
zweiten Projektphase die Ergebnisse der ersten Projektphase in ein verfahrens-
technisches Gesamtkonzept Uberfihrt, wobei die Abstimmung der Verfahrenspara-
meter im Vordergrund stand. So wurden verschiedenste Kombinationen der Enzyme
in unterschiedlichen Mengen bei variierenden Prozesstemperaturen und -pH-Werten
auf ihre Wirkung bzgl. einer Entschlichtung und Hydrophilierung der Baumwollroh-
ware untersucht. Zur Prozessoptimierung wurden u.a. computergestitzte Verfahren
der statistischen Versuchsplanung eingesetzt, um Interaktionen zwischen verschie-
denen Enzympréparaten zu erkennen und um die Reproduzierbarkeit erzielter
Ergebnisse zu Uberprifen. Die Entwicklung und Charakterisierung extremophiler

Lipasen wurde weiter vorangetrieben.

In der dritten Projektphase wurden konkrete Praxisversuche unter den im Labor
entwickelten Parametern an geschlichteter Rohbaumwolle im Industriemalf3stab bei
dem Projektpartner Textilveredlung an der Wiese in Lorrach durchgefihrt.
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Gemald dem Projektantrag wurden verschiedene Arbeitsschritte von verschiedenen

Projektpartnern durchgefuhrt.

3.1.1 DTNW

Im ersten Jahr der Projektlaufzeit wurden am DTNW folgende Arbeiten verrichtet:

Screening einsetzbarer Enzympréaparate

Aktivitatsbestimmungen von a-Amylasen, Amyloglucosidasen, Pektinasen, Lipa-
sen, Cellulasen, Glucoseoxidasen und Katalasen

Entschlichtung von geschlichteter Rohbaumwolle mit a-Amylasen und Amylo-
glucosidasen im Linitester und Jigger

Versuche zur Entfernung der Baumwollbegleitsubstanzen von ungeschlichteter
Rohbaumwolle mit 0.g. Enzymen allein und in Mischungen im Vergleich zum
konventionellen Abkochprozess im Linitester

Versuche zur Glucoseoxidation mit GOD

Bleichsimulationen mit den bisher erzielten Wasserstoffperoxidkonzentrationen im
Linitester

Versuche zur Inhibierung von Katalase mit verschiedenen komplexierend

wirkenden Anionen

Dabei standen neben den Versuchen zur enzymatischen Entfernung unerwiinschter

Baumwollbegleitsubstanzen vor allem Untersuchungen zur enzymatischen Oxidation

des Starkeabbauproduktes Glucose mit Glucoseoxidase im Vordergrund. Abwei-

chend vom Projektantrag wurden zusatzliche Versuche an ungeschlichtetem Baum-

wollschussgarn durchgefuihrt, da so die Effekte der einzelnen Enzyme ohne die

storende Schlichtefracht besser beurteilt werden konnten.

Im zweiten Jahr der Projektlaufzeit wurden am DTNW folgende Arbeiten durch-

gefuhrt, bei denen die Optimierung der Prozessfiihrung Uber die Reaktionszeit im

Vordergrund stand:

- Charakterisierung der geschlichteten und nicht geschlichteten Baumwollrohware

(Benetzungsverhalten, Pektingehalt, Wachsanteil etc.)
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- Enzymatische Einbadbehandlung von Rohbaumwolle im Linitester und Jigger
- Variation der Prozesstemperaturen und -pH-Werte

- Variation der Prozessfihrung mit wechselnden Temperaturen und pH-Werten
- Einfluss der Spultemperatur auf das Benetzungsverhalten

- Einfluss der Trocknungstemperatur auf das Benetzungsverhalten

- Charakterisierung der enzymatisch behandelten Proben

- Vergleich mit konventionell entschlichteten und alkalisch abgekochten Proben

Nach der Sichtung und Auswertung aller bisher erzielten Ergebnisse wurden im
dritten Jahr der Projektlaufzeit in Zusammenarbeit mit den Partnern die Parameter
fur eine enzymatische Baumwollvorbehandlung im Industriemalfstab erarbeitet und
schlie3lich in Praxisversuchen bei der Textilveredlung an der Wiese umgesetzt. Die
Proben aus den Praxisversuchen wurden mit praxisrelevanten Analyseverfahren
charakterisiert. In Absprache mit der DBU wurden keine weiteren Versuche mehr zur
enzymatischen Weiterverwertung von Glucose aus der Entschlichtung mit

Glucoseoxidase durchgefihrt.

3.1.2 CHT

Im ersten Jahr der Projektlaufzeit wurden bei der CHT folgende Arbeiten verrichtet.

- Screening einsetzbarer Enzympraparate

- Aktivitatsbestimmungen von a-Amylasen, Amyloglucosidasen, Pektinasen, Lipa-
sen und Cellulasen

- Entschlichtung von geschlichteter Rohbaumwolle mit a-Amylasen und Amylo-
glucosidasen im Labomaten

- Versuche zur Entfernung der Baumwollbegleitsubstanzen von ungeschlichteter
Rohbaumwolle mit 0.g. Enzymen allein und in Mischungen im Vergleich zum
konventionellen Abkochprozess im Labomaten

- Versuche zur gleichzeitigen Entfernung der Schlichte und der Baumwoll-
begleitsubstanzen von geschlichteter Rohbaumwolle mit Enzymmischungen im
Labomaten

- Optimierung des Einsatz von textilen Hilfsmitteln
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Bei der CHT stand neben den Versuchen zur enzymatischen Entfernung uner-
winschter Baumwollbegleitsubstanzen vor allem die Auswahl geeigneter textiler

Hilfsmittel, deren mdgliche Kombination und Konzentration im Vordergrund.

Im zweiten Jahr der Projektlaufzeit wurden bei der CHT folgende Arbeiten
durchgefuhrt, wobei besonderer Wert auf eine statistische Versuchsdurchfuihrung

und -auswertung gelegt wurde:

- Enzymatische Einbadbehandlung von Rohbaumwolle im Labomat

- Breite Variation der Enzymgemischrezeptur bei konstanten Prozessbedingungen
(statistische Versuchsplanung) und Charakterisierung der enzymatisch behan-
delten Proben

- Variation des pH-Wertes

- Computergestiutzte Auswertung der Ergebnisse

Nach der Sichtung und Auswertung aller bisher erzielten Ergebnisse wurden im
dritten Jahr der Projektlaufzeit in Zusammenarbeit mit den Partnern die Parameter
fur eine enzymatische Baumwollvorbehandlung im Industriemal3stab erarbeitet und

schlielich in Praxisversuchen bei der Textilveredlung an der Wiese umgesetzt.

3.1.3 TUHH

Im ersten Jahr der Projektlaufzeit wurden an der TUHH folgende Arbeiten durch-

gefluhrt.

- Screening einsetzbarer Enzympraparate

- Aktivitatsbestimmungen von a-Amylasen, Amyloglucosidasen Pektinasen, Lipa-
sen und Cellulasen

- Entwicklung und Fermentierung von neuen, extremophilen Enzympréparaten

(Pektinasen und Lipasen)

An der TUHH stand neben den Aktivitatsbestimmungen der vorgesehenen tech-
nischen Enzyme vor allem die Suche nach geeigneten extremophilen Enzymen im

Vordergrund. Es konnten Pektinasen und Lipasen produziert werden, die in den
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kommenden Projektphasen am DTNW und bei der CHT auf ihre Wirksamkeit bzgl.

des Abbaus unerwiinschter Baumwollbegleitsubstanzen untersucht wurden.

Im zweiten Jahr der Projektlaufzeit wurden an der TUHH folgende Arbeiten ver-
richtet, die sich vordergrindlich mit der Charakterisierung der im ersten Jahr
hergestellten extremophilen Lipasen beschéftigten:

- Kultivierung von zwei thermophilen Lipasen

- Bestimmung der optimalen Kultivierungsbedingungen

- Reinigung der Enzympréaparate

- Aktivitatsbestimmung an verschiedenen Substraten

- Untersuchungen zur Aktivitdtsbeeinflussung durch anorganische oder organische
Additive

Im dritten Jahr der Projektlaufzeit wurden die Untersuchungen zu den an der TUHH
hergestellten Enzymen weiter vorangetrieben und konkretisiert. Insbesondere
wurden molekularbiologischen Arbeiten zur Klonierung und Expression von

thermostabilen Lipasen aus anaeroben Mikroorganismen durchgefuhrt.

3.1.4 TVadWw.

Im ersten Jahr der Projektlaufzeit beschrankte sich die Arbeit der Textilveredlung an

der Wiese auf die Beratung der Partner bzgl. praxisorientierter Fragestellungen.

Im zweiten Jahr der Projektlaufzeit wurden die ersten grof3technischen Versuche an
der TV a.d.W. vorbereitet. In Absprache mit den Partnern wurden die maschinen-
spezifischen Parameter festgelegt. Auf eine konkrete Durchfiihrung wurde allerdings
noch verzichtet, da sich erst gegen Ende des abgelaufenen Jahres aus den
Ergebnissen des DTNW und der CHT ein Versuchsplan fir die groR3technische
Umsetzung ergab. Wegen der grof3en Kosten der industriellen Versuche wurde
davon abgesehen, unausgereifte, wenig Erfolg versprechende Konzepte zu
realisieren, nur um den vorgesehenen Zeitplan abzuarbeiten. Fur die Partner auf3erst

wichtig war dagegen die stdndige Kommunikation mit der TV a.d.W., um die Gite der



20

bisher im halbtechnischen Mal3stab erzielten Ergebnisse aus Sicht des Anwenders

beurteilen zu kénnen.

Im dritten Jahr der Projektlaufzeit wurden schlie3lich Praxisversuche an geschlich-
teter Rohbaumwolle unter Einsatz von technischen Enzymen (a-Amylase, Pektinase
und Cellulase) durchgefuhrt. Dabei wurden sowohl Versuche nach dem Kalt-Klotz-
Verweil-Verfahren (KKV) als auch im Jigger durchgefuhrt. Die Ware wurde anschlies-
send gebleicht und gefarbt. Vergleichend wurden Versuche unter konventionellen

Bedingungen vorgenommen.

3.2 Finanzierung

Aus dem Projektantrag ergeben sich die in Tabelle 1 dargestellten Gesamtkosten flr
die gesamte Projektlaufzeit 2002 bis 2004.

Kosten [€] Forderquote [%] Fordersumme [€]
DTNW 527.013,58 60,0 316.206,93
CHT 126.289,09 0 0,00
TU HH 467.939,43 50,0 233.685,95
TV a.d.W. 110.950,34 55,0 61.099,38
gesamt 1.232.192,44 49,6 610.992,26

Tabelle 1: Gesamtkosten und Fordersummen laut Projektantrag Uber die gesamte
Projektlaufzeit.

Bis Ende 2004 wurden 560.992,26 € von der DBU fur die Jahre 2002, 2003 und 2004
ausgezahlt und vom DTNW gemafld dem Forderplan auf die einzelnen Partner verteilt
(Tabelle 2).
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Aufteilung [€]
DTNW 297.676,62
CHT 0,00
TU HH 218.535,95
TV a.d.W. 44.779,69
gesamt 560.992,26

Tabelle 2: Verteilung der Fordergelder auf die einzelnen Projektpartner.

Da die konkreten Abrechnungen der einzelnen Partner fir 2004 der Verwaltung des
DTNW noch nicht vorlegen, wird an dieser Stelle auf eine Aufstellung der bisher
tatsachlich bendétigten Gelder verzichtet.

Eine detaillierte Aufstellung der Arbeits- und Sachkosten geht bei der DBU
gesondert Uber die Verwendungsnachweise des Haushaltsjahres 2004 ein.
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3.3 Experimentelles

3.3.1 Herstellung, Reinigung und Charakterisierung von extremophilen

Lipasen

Kultivierung

Die anaerobe Kultivierung von Thermoanaerobacter brockii zur Herstellung einer
thermophilen Lipase erfolgte in einem Medium, das die in Tabelle 3 aufgefiihrten

Substanzen enthielt.

NacCl 3,009
KoHPO,4 1,609
NaH,PO,4 x H,0O 1,009
MgSO,4 x 7 HO 0,10 g
CaCl, x 2 H,0O 0,05¢
FeCl; x 6 H,O 0,01g
(NH4)2SOq4 1,509
SrCl, x 6 H,O 0,03 g
HsBO3 0,03 g
Na,WO, x 2 H,0 0,03 g
Hefeextrakt 1,509
Pepton 0,50 g
Spurenelementlésung 141 1,00 ml
Vitaminlbsung 141 1,00 ml
Resazurin 0,001 g

Tabelle 3: Inhaltstoffe des Mediums (1,01) zur Kultivierung von Thermoanaerobacter

brockii.
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Fur die anaerobe Kultivierung von Clostridium thermohydrosulfuricum wurde das in

Tabelle 4 aufgefiihrte Medium verwendet.

NacCl 3,009
Ko:HPO,4 2,509
NaH,PO,4 x H,0 0,809
MgSO4 x 7 H,0 0,10g
CaCl; x 2 H,0 0,059
FeCl; x 6 H,O 0,01g
(NH4)2S0O4 1509
SrCl; x 6 H,0 0,03 g
HsBO3 0,03 g
Na,WOQO, x 2 H,0O 0,039
Hefeextrakt 1,509
Pepton 0,50¢g
Spurenelementlésung 141 1,00 ml
Vitaminldésung 141 1,00 mi
Resazurin 0,001 g

Tabelle 4: Inhaltstoffe des Mediums (1,0 I) zur Kultivierung von Clostridium thermohydro-
sulfuricum.

Die Medienbestandteile wurden jeweils in einem Liter dest. H,O gel6st, 20-30 min
gekocht und unter Biogon-Begasung (80% N»/20% CO,) abgekihlt. Nach dem
Abkuhlen wurden dem Medium Cystein (0,3 g) und NaHCO3; (1,0 g) zugeflugt, der
pH-Wert mit 5 N NaOH auf pH 7,2-7,4 eingestellt und das Medium in zuvor mit
Biogon begaste KulturgefaRe (Serumflaschen) abgefillt. Die Sterilisation erfolgte bei
121°C uber 20 min. Nach der Sterilisation wurden Na,S x 9 H,O (0,1 g/l), Na,S,03
(2,5 g/l) und Glucose (5,0 g/l) zugefugt. Der Stamm wurde anschliel3end 36 h auf
einem Rotationsschittler (160 U/min) bei 65 °C in 50 ml Serumflaschen mit je 20 ml

des oben beschriebenen Mediums inkubiert.

Enzymaufbereitung/Reinigung

Die enzymhaltigen Medien wurden durch Zentrifugation vom Bakterienstamm

getrennt. Der jeweilige Uberstand wurde liber Nacht gegen einen 25 mM Tris-HCI-
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Puffer (pH 8,0), der 1 M KCI enthielt, dialysiert. Alle Reinigungsschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt.

- Reinigungsschritt 1: Phenylsepharose

Die dialysierte Loésung wurde auf eine Phenylsepharose-Saule (20,0 cm x 2,6 cm,
gepackt mit 60 ml 6F substituiertem Harz) gegeben, welche mit einem KCI (1 M)
haltigen 25 mM Tris-HCI-Puffer (pH 8,0) konditioniert war. Die Saule wurde mit dem
zweifachen Saulenvolumen des Puffers mit einem linearen KCI-Gradienten von 1 M
zu 0 M gewaschen. Anschlielend wurde mit einem linearer DMSO-Gradient (von
0% zu 50 %) im Tris-HCI-Puffer eluiert (Gesamtvolumen 255 ml). Die Flussrate

betrug 1,5 ml/l. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden gesammelt.

- Reinigungsschritt 2: Hydroxylapatit

Die enzymhaltigen Fraktionen aus Schritt 1 wurden auf eine Hydroxylapatit-Séule
(10,0 cm x 2,6 cm, konditioniert mit einem 10 mM Phosphat-Puffer pH 6,8) gegeben.
Die Saule wurde mit dem doppelten Saulenvolumen gewaschen (s.0. Phosphat-
Puffer). Gebundenes Protein wurde mit einem linearen Natriumphosphat-Gradienten
von 10 mM zu 500 mM (pH 6,8) eluiert, welcher 10 % DMSO enthielt (Gesamt-
volumen 150 ml). Die Flussrate war 0,8 ml/min. Die proteinhaltigen Fraktionen

wurden gesammelt.

- Reinigungsschritt 3: Gelchromatographie

Die enzymhaltigen Fraktionen wurden auf einer Superdex 200-Saule (Pharmacia,
160 cm x 16 cm) mit einem 25 mM Tris-HCI-Puffer mit 100 mM NaCl und 10 %
DMSO bei einer Flussrate von 1ml/min eluiert (FPLC). Das gereinigte Enzym wurden
bei - 20 °C aufbewahrt.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung von enzymhaltigen Proben wurde gemaf} der Methode nach
Bradford durchgefiihrt [13]. Als Proteinstandard diente Albumin aus Rinderserum.
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Aktivitdtsbestimmung der Lipase mit p-Nitrophenylpalmitat (p-NPP) als Substrat

Die enzymatische Hydrolyse von p-NPP wurde bei 70 °C in einem 0,025 M Tris-HCI-
Puffer pH 8,0 nach der Methode von Winkler und Stuckmann verfolgt [14]. Eine
p-NPP-Emulsion wurde fiur zwei Minuten bei Raumtemperatur im Ultraschallbad
behandelt. Nach der Zugabe der Lipase wurde eine Blindabsorption bei 410 nm
gemessen. Eine Unit der Lipaseaktivitdt wird definiert als die Enzymmenge, welche
1 mmol p-NPP pro Minute unter den Testbedingungen abbaut. Die Aktivitat
gegenuber anderen p-Nitrophenylestern wurde gleichermal3en bestimmit.

Aktivitatsbestimmung der Lipase mit Oliven6l als Substrat

Die oben beschriebene Methode fir p-NPP wurde mit Olivendl oder Mono- und
Triglyzeriden durchgefuhrt, wobei die Absorption der Losung abweichend bei 430 nm

gemessen wurde.

Untersuchungen zur Lipaseaktivitdt in Gegenwart von aktivititsbeeinflussenden
Additiven

Die Aktivitdtsanderung der thermophilen Lipasen durch die Gegenwart verschiedener
Metallionen, Detergenzien, Losemittel und organischer Hemmstoffe wurde unter-
sucht, indem die enzymhaltige Losung zunachst mit der jeweiligen Substanz
inkubiert wurde. Anschlie3end wurde das Substrat p-Nitrophenylpalmitat fir 15 min
bei 70 °C mit dem Enzym umgesetzt. Die Aktivitdt wurde wie oben beschrieben

bestimmt.

In Tabelle 5 werden alle Chemikalien aufgefuhrt, die fur die Untersuchungen zu
deren Einfluss auf die Lipaseaktivitat verwendet wurden. Alle Chemikalien wurden in

der hochsten kommerziell erhaltlichen Reinheitsstufe eingesetzt.

Inkubation fir Lipase aus Thermoanaerobacter brockii:
T=30°C, t=30min

- Metallkationen und Hemmestoffe je ¢ = 10 mmol/I



26

- Detergenzien ¢ = 10 mmol/l (fur Polyvinylalkohol PVA und Triton X-100 mit nicht
genau definierter Molmasse ¢ = 0,1 Vol.-%)

- Organische Losemittel ¢ = 25 Vol.-%

Inkubation fir Lipase aus Clostridium thermohydrosulfuricum:

T=30°C, t=90 min

- Metallkationen, organische Lésemittel und Hemmestoffe je ¢ = 1 mmol/I

- Detergenzien ¢ = 1 mmol/l (fur Polyvinylalkohol PVA und Triton X-100 mit nicht

genau definierter Molmasse ¢ = 0,01 Vol.-%)

Reagenz Name Formel/Abkiirzung
Natrium Na*
Kalium K"
Magnesium Mg**
Metallkationen Calluum Ca::
(als Chloridsalze) Eisen Fe
Kobalt Co
Mangan Mn?*
Kupfer cu®
Aluminium A%
Polyvinylalkohol PVA
Ethylendiamintetraessigséaure EDTA
Natriumdodecylsulfat SDS
Detergenzien Triton X-100® -
Tween® 20 -
Tween® 80 -
3-[N-(3-Cholanamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat CHAPS
Methanol CH30OH
Ethanol C2HsOH
Tert. Butylalkohol C4HOH
P — Amylalkohol CsH1.0H
Heptan C7Hise
Hexadecan Ci6H3a
Heptadecan Ci7Hss
Benzol CsHs
2-Mercaptoethanol C2HeOS
lodacetamid C,H4INO
o-Dithiothreitol DTT
Hemmstoffe Guanidinhydrochlorid CHsN3 HCI
Harnstoff CH4N0
4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluoridhydrochlorid Pefablock
p-Chlormercuribenzoat PCMB
Phenylmethylsulfonylfluorid PMSF

Tabelle 5: Verwendete aktivitdtsbeeinflussende Chemikalien.
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Molekulargenetische Untersuchungen zur Klonierung und Expression von Lipasen

Zur Herstellung der rekombinanten Lipasen wurden die korrespondierenden Lipase-
Gene aus der genomischen DNA der anaeroben Bakterien Clostridium
thermohydrosulfuricum, Thermoanaerobacter brockii und Thermoanaerobacter
tencongensis mit Hilfe spezifischer Primer amplifiziert. Die vollstandigen Gene

wurden anschlieRend durch Inverse PCR erhalten.

3.3.2 Verwendete Enzyme zur Baumwollvorbehandlung

Fur die folgenden Versuche wurden im zweiten und dritten Projektjahr die nach dem
ersten Jahr ausgewahlten, technischen Enzympréaparate weiterhin eingesetzt.
Wegen unterschiedlicher Fragestellungen, wurde die jeweilige Palette am DTNW und

bei der CHT um wenige, von einander abweichende Enzyme erweitert:

DTNW:

Grundenzyme

- Beisol T 2090 (CHT), a-Amylase fur den gesamten Temperaturbereich

- Beizym UL (CHT), Cellulase fir den leicht sauren pH-Wert-Bereich

- Beisol DHP (CHT), Pektinase fur den leicht sauren bis neutralen pH-Wert-Bereich
- Beisol DAP (CHT), Pektinase fir den leicht alkalischen pH-Wert-Bereich

- thermophile Lipasen (TUHH)

zusatzlich am DTNW

- Glucoseoxidase (Serva), aus Aspergillus niger, GOD/Katalase-Verhéltnis > 2000

- Glucoseoxidase G-29® (ASA), aus Aspergillus niger, GOD/Katalase-Verhaltnis
10:1
- Katalase (Fluka), aus Rinderleber

CHT:

Grundenzyme

- Beisol T 2090 (CHT), a-Amylase fur den gesamten Temperaturbereich
- Beizym UL (CHT), Cellulase fir den leicht sauren pH-Wert-Bereich
- Beisol DHP (CHT), Pektinase fur den leicht sauren bis neutralen pH-Wert-Bereich
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Beisol DAP (CHT), Pektinase fur den leicht alkalischen pH-Wert-Bereich
thermophile Lipasen (TUHH)

zusatzlich bei der CHT

Rohapect S (AB Enzyms), Amyloglucosidase fir den leicht sauren bis neutralen
pH-Wert-Bereich

Carezyme 4500 L (Novozymes), Cellulase fur den leicht sauren bis neutralen
pH-Wert-Bereich

thermophile Pektinase (TUHH)

3.3.3 Baumwolle

geschlichtete Baumwollgewebe

Baumwollgewebe Artikel 11.1269 (Hecking Sohne/Wendler), L 1:1, 24/24 -
28/28 Nm, 160 cm breit, Schlichteauflage ca. 8 Gew.-%, Schlichterezeptur: 9,0 kg
E 4,1,5kgE 11 K, 0,3 kg Wachs auf 100 I.

Baumwollgewebe Artikel 11.1217 (Hecking Séhne/Wendler), L 1:1, 35,5/32,5 -
60/60 Nm, 220 cm breit, Schlichteauflage ca. 8 Gew.-%, Schlichterezeptur:
11,0kg E 4, 3,0 kg E 11 K, 1,5 kg Horsil NV/U, 0,3 kg Wachs auf 100 I.

Schlichtemittel

Emsize E 4: Kartoffelstarkederivat (Emsland-Stéarke)
Emsize E 11 K: verethertes Polysaccharid (Emsland-Starke)

Horsil NV/P: Natriumcarboxymethylcellulose (Henkel)

ungeschlichtete Schussfaden

Baumwoll-Rotorgarn Nm 28,1 (Hecking S6hne/Wendler)
Baumwoll-Ringgarn Nm 60,1 (Hecking S6hne/Wendler)

Die ungeschlichteten Schussfaden wurden vor der enzymatischen Behandlung zu

einem Endlosstrumpf gestrickt.



29

3.3.4 Hilfschemikalien

Es wurden folgende textile Hilfsmittel verwendet:

- Felosan Jet (CHT), nichtionisches Tensid, Wirkstoffgehalt 90 %

- Beixon NE (CHT), Komplexbildner, biologisch abbaubar

- Lufibrol KB (BASF), dispergierendes und komplexbildenes Extraktionsmittel

- Leophen U (BASF), Kombination aus nichtionischen und anionischen Tensiden

Zur Einstellung der pH-Werte der Behandlungsflotten wurden folgende L&sungen
verwendet:

- sauer: Neutracid NVM (CHT), Puffer, nichtfliichtige organische Sauren

- alkalisch: Na,CO3/NaHCO3-Lésung (0,1 M/0,2 M)

3.3.5 Enzymatische Baumwollbehandlung im Labomat oder Linitester

Geschlichtete Rohbaumwolle oder gestrickte ungeschlichtete Schussgarne wurden
im Labomat oder im Linitester bei einem Flottenverhaltnis von 1:7,5 bis 1: 10 mit
verschiedenen Enzymen umgesetzt. Fur die Flotte wurde weiches Wasser (3 °dH)
verwendet, sie beinhaltete jeweils 1 g/l der textilen Hilfsmittel Felosan Jet und
Beixon NE. Der pH-Wert wurde mit Neutracid NVM auf einen Wert von 5,5 oder mit
einer Soda/NaHCO3-L6sung (0,1 M/0,2 M) auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Die
so hergestellte Flotte ohne Enzyme wird als Grundflotte (GF) definiert. Die Enzyme
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt, die Behandlungszeiten und

-temperaturen variierten ebenfalls (s. Ergebnisteil).

Nach der Behandlung wurden die Baumwollproben je 5 min heif3 (mit der maximalen,
vorherigen Behandlungstemperatur), dann 5 min bei 40 °C und anschliel3end noch
zweimal 5 min kalt gewaschen. Die Proben wurden geschleudert, an der Luft bei
Raumtemperatur Gber Nacht oder im Spannrahmen bei 120 °C tber 30 s getrocknet

und dann klimatisiert.
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3.3.6 Enzymatische Baumwollbehandlung im Jigger

Die Baumwolle wurde in 20 cm Breite bei einem Flottenvolumen von 1,5 | eingesetzt.
Das Flottenverhaltnis war 1 : 10. Die Enzyme wurden in verschiedenen Mischungen
eingesetzt, wobei deren Einzelkonzentration jeweils 4,0 ml/l betrug. Die Reaktions-
bedingungen (Hilfsmittel, pH-Werte, Temperatur, Behandlungszeit, Flottenverhaltnis
etc.), die Spilung und die Trocknung entsprechen denen der Behandlung im

Labomat bzw. Linitester (s. 3.3.5).
3.3.7 Alkalisches Abkochen mit NaOH im Jigger

Die alkalischen Abkochversuche wurden bei 95 °C, einem Flottenverhaltnis von
1: 30, einer NaOH-Konzentration von 5 g/l unter Zugabe von 3 g/l Lufibrol KB® und
1 g/l Leophen U® unter Flottenbewegung (iber 45 Minuten durchgefiihrt. Die
Baumwollware wurde anschlieBend 10 min mit Wasser gewaschen und 2 h mit
verdunnter wassriger Essigsaure (2 ml/l) geriihrt. Danach wurde die Baumwolle noch

zweimal je 5 min mit destilliertem Wasser gewaschen.
3.3.8 Bestimmung des Pektingehaltes der Baumwolle

16 g Baumwolle wurden mit 192 ml 0,05 M Ammoniumoxalatlosung (FV 1:12) 1 h
bei 90 °C geruhrt. Anschlie3end lieR man den Ansatz bei Raumtemperatur abkihlen.
Unter Eiswasserkihlung wurden 0,5 ml konz. Schwefelsdure hinzugefiigt. Der
Ansatz wurde Uber Nacht in den Kihlschrank gestellt. Nach dem Erwarmen auf
Raumtemperatur wurde der Uberstand von ausgefallenem Pektin mit einer Pipette
aufgenommen. Der Ruckstand wurde 10 min bei 3000 U/min zentrifugiert. Die
Uberstehende Losung wurde mit der Pipette entfernt und durch 4-5ml
Ethanol/Wasser (70:30) ersetzt. Es wurde erneut zentrifugiert, die Spullésung wieder
ersetzt und der Vorgang nochmals wiederholt. Das gereinigte Pektin wurde
gesammelt. Dieselbe Baumwolle wurde mit frischer Ammoniumoxalatldsung (192 ml)
versetzt und die gesamte Prozedur so oft wiederholt, bis kein Feststoff mehr aus der
Extraktionslosung mehr ausfallt (nach Schwefelsaurezugabe und Kihlung Uber
Nacht). Die Pektinrickstande wurden vereinigt, ca. 7 h im Trockenschrank bei

105 °C getrocknet und nach dem Auskuhlen im Exsikkator gewogen.
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3.3.9 Bestimmung des Wachsgehaltes der Baumwolle

16 g klimatisierte Baumwolle wurden mit 400 ml Chloroform im Soxhlet Uber 5 h (ca.
16 Umlaufe) extrahiert. Das Extrakt wurde eingeengt und der Rickstand ca. 7 h im
Trockenschrank bei 105 °C getrocknet und nach dem Auskuhlen im Exsikkator

gewogen.

3.3.10 Bestimmung des Calcium- und Magnesiumgehaltes der Baumwolle

Material: mit Chloroform extrahierte Baumwolle

Ca. 8 g ungeschlichtete, extrahierte Baumwolle werden mit 160 ml 0,1 N Salzséure
60 min bei 40 °C geschuttelt. Die Baumwolle wird abgequetscht und noch zweimal
mit je 70 ml 0,1 N HCI fir 1 min gespdult. Die Extrakte werden vereinigt.
Extraktionslosung: 300 ml = 160 ml + 2 x 70 ml

Titration der Extraktionsldosung:

50 ml der Extraktionslésung werden als Titrationsvorlage genommen. Die Lésung
wird mit 3 ml 15 %-iger Natronlauge und 0,3 ml einer 0,4 %-igen methanolischen
Calconcarbonsaurelosung versetzt. Es wird mit 0,01 M Titriplex® Ill-L6ésung unter

Ruhren von violettrosa nach reinblau titriert.

1 ml 0,01M Titriplex® lllI-Lésung = 0,4008 mg Ca

Nach Zugabe von 1,5 ml 30 %-iger Wasserstoffperoxidlosung wird die Losung bis zur
Farblosigkeit erhitzt und in Eiswasser wieder abgekuhlt. Der Magnesiumhydroxid-
niederschlag wird mit 20 %-iger Salzsaure geldst (pH ca. 7) und nach Zugabe einer
Indikator-Puffertablette und einiger Tropfen 16 %-iger Ammoniaklésung mit 0,01 M

Titriplex® IlI-L6sung von rot nach grin unter Ruhren titriert.

1 ml 0,01M Titriplex® Ill-Lésung = 0,2431 mg Mg
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3.3.11 Analysegerate und -methoden

TEGEWA-Tropftest

Die Saugfahigkeit der textilen Proben wurde durch Messung der Einsinkzeit einer

wassrigen Farbstofflosung nach TEGEWA-Vorschrift bestimmt [15]. Bei diesem Test
wird ein Tropfen definierten Volumens (0,05 ml einer 2 %-igen Losung des Farbstoffs
Amidoblau V-PW) aus einer Fallhéhe von 40 mm auf die Probe aufgetropft und die

Zeit bis zum vollstandigen Einsinken als ,Einsinkzeit* festgestellt.

TEGEWA-Jodtest

Der Entschlichtungsgrad eines mit einer Jodlosung angefarbten, starkegeschlich-
teten Baumwollgewebes wird durch Vergleich mit einer Normfarbskala nach
TEGEWA-Vorschrift bestimmt [16]. Demnach erhalten die Baumwollgewebe in
Abhéangigkeit von ihrer Blaufarbung eine Note von 1 bis 9. Die Note 1 bezeichnet
dabei ein Gewebe mit hoher Starkeauflage, mit steigender Note wachst die Glte der
Entschlichtung. Bei einer Note von 6 oder mehr gilt die Ware als gentgend

entschlichtet.

Standardisierte Aktivitatsbestimmung der verwendeten technischen Enzyme

Die Aktivitaten der verwendeten technischen Enzyme wurden nach Ublichen
Methoden der Laborpraxis bestimmt. Dabei wurden die vom Hersteller angegebenen
Aktivitaten bestatigt. Nach gewissen Lagerungszeitraumen wurden die Aktivitaten
Uberpruft. Innerhalb der Anwendungszeitraume der Praparate war der Aktivitats-

verlust dabei kleiner als 5 % und wurde vernachlassigt.

HPAEC-PAD zur Bestimmung der Reaktionsprodukte aus den enzymatischen

Umsetzungen

Alle Analysen wurden mit einem HPLC-System der Fa. Dionex (ldstein) erstellt. Die
Elution erfolgte in einer temperierten (T = 35 °C) Anionentauschersaule (Carbo Pac
PA 1®) mit einer 0,15 M Natronlauge und einer Flussrate von 1 ml/min. Nach 5 min
wird dem Eluenten Uber eine Mischvorrichtung eine kontinuierlich wachsende
Natriumacetatmenge zugefihrt, bis der Eluent nach 60 min eine Acetatkonzentration
von 0,5 mol/l besitzt. Die quantitative Beurteilung des Glucose-, Gluconséaure- bzw.

Wasserstoffperoxidgehalts der Proben erfolgte tber Kalibrierung der amperome-
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trischen Detektoranzeige mit Losungen der drei Substanzen bekannter Konzentration
und anschlieBender linearer Regression.

3.3.12 Praxisversuche im Industriemal3stab

Die industriellen Versuche wurden bei der Textilveredlung an der Wiese in Ldorrach
durchgeflihrt. Alle Verfahren entsprechen der Ublichen betrieblichen Praxis. Im
Einzelnen wurden Baumwollvorbehandlungen nach dem Kalt-Klotz-Verweilverfahren
und im Jigger durchgefiihrt. Die behandelte Ware wurde einer Padroll-Heil3bleiche
unterzogen und anschlie3end gefarbt.

Kalt-Klotz-Verweil-Verfahren (KKV)

Im KKV-Verfahren wurden drei unterschiedliche Versuche durchgefiihrt, wobei nur
bei der klassischen Vorbehandlung das alkalische Abkochen vollzogen wurde. Die

Arbeitschritte werden in Tabelle 6 beschrieben.

Tabelle 6: Zeitliche Abfolge der Arbeitsschritte bei der Baumwollbehandlung im KKV-
Verfahren (je 400 m Ware mit einem Gewicht von 120 kg).

1 2 3
klassisch AP pH 5 ACP pH 5
Startflotte: Startflotte: Startflotte:

5 ml/l Felosan Jet 5 ml/l Felosan Jet 5 ml/l Felosan Jet
5 m/l Beixon NE 5 m/l Beixon NE 5 m/l Beixon NE
7 ml/ Beisol T 2090 7 ml/ Beisol T 2090 7 ml/ Beisol T 2090
4 ml/l Beisol DHP 4 ml/I Beisol DHP

4 ml/l Beizym UL

Ware klotzen, Klotztemperatur 30 °C, Flottenaufnahme nahezu 100 %

16 h Verweilen bei Raumtemperatur

Auswaschen der Ware (rickwarts) mit 8 I/kg Baumwolle

Badvorscharfen mit 15 | NaOH (50 %) - -

3 | Wasser/kg Ware, Dosierung von 100 ml
NaOH (50 %) und 5 ml Hilfsmitteln pro kg - -
Baumwolle

30 min Verweilen in der Dampfbox bei 99 °C - -

Auswaschen der Ware (rickwarts) mit 3 I/kg
Baumwolle

Absauern mit 5 ml/l Ameisenséaure - -
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Jigger

Im industriellen Jigger wurden funf unterschiedliche Versuche durchgefiuhrt. Die kon-
stanten Parameter bzw. Bedingungen werden in der Tabelle 7 aufgefuhrt:

Tabelle 7: Konstante Parameter bei allen Versuchen im Industriejigger.

Warengewicht 187 g/m?
Warenléange 200 m
Gesamtgewicht 60 kg
Flottenvolumen 3001
Flottenverhaltnis 1:5

Passagenzeit ~ 30 min

Hilfsmittel 1 ml/l Felosan Jet und 1 ml/l Beixon NE

Die Durchfuhrung der industriellen Versuche im Jigger wird in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Zeitliche Abfolge der Arbeitsschritte bei der Baumwollbehandlung im Industrie-
jigger.
1 2a 2b 3a 3b
klassisch AP pH 5 ACP pH 5 APpH5->pH8 | ACPpH5 > pH 8

Vorlage der Flotte

Ware durch die Flotte fahren

Einstellung des pH-Wertes auf 5 - 6 mit Neutracid NVM 200

Zugabe von 4 ml/l Beisol T 2090

Zugabe von 4 ml/l Beisol DHP | - | -

Jiggerstart und Aufheizen auf 70 °C (15 min)

Behandlung ohne

Behandlung bei 70 °C (30 min) Behandlung ohne | Behandlung bei eimung (a0

Heizung (30 min) 70 °C (30 min)
Flotte ablassen, Zugabe von 4 ml/|

Zugabe von 4 ml/|

Ware pendelt Beizym UL Beizym UL
. ) Behandlung bei i Behandlung bei 50
Frisches Bad 50 °C (30 min) °C (30 min)

Zugabe von 100 |
NaOH (15 °BE)

Zugabe von 0,3 g/l Soda - pH-Wert 8

Zugabe von 0,5
ml/I Cotoblanc

Zugabe von 4 ml/l Beisol DAP

Behandlung bei 70 °C (30 min)

Aufheizen auf 95 °C

Behandlung bei 95 °C (30 min)

Flotte ablassen, Ware pendelt

Frisches Bad, Aufheizen auf 95 °C, 3 Passagen Waschen

3 Passagen kalt in das Bad gespiilt

Frisches Bad

Ware ausfahren

Zugabe 0,67 ml/l
CH3COOH (60%)

2 Passagen
neutralisieren

1 Passage spilen

Ware ausfahren

Heil’bleiche
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Teile der klassisch oder enzymatisch vorbehandelten Baumwollgewebe wurden

aneinander genaht und gebleicht.

Die Padroll-Heil3bleiche wurde durchgefuhrt mit:

- NaOH (50 %-ig) 3,5 ml/lkg Ware
- Wasserglas 12,0 ml/l Flotte
- Wasserstoffperoxid 35,0 ml/kg Ware
- Felosan Jet 2,0 ml/kg Ware
- Bittersalz 0,8 ml/kg Ware
- Contavan TX 5 5,8 ml/kg Ware

Die Ware wurde impragniert, definiert abgequetscht und in einer Dampfkammer bei
90 °C fur 60 min verweilt und anschlieBend auf einer Breitwaschmaschine aus-

gewaschen.

Farberei

Die zuvor gebleichte Baumwolle wurde nach dem KKV-Verfahren in einem Grauton

gefarbt. Die Farbstoffzusammensetzung war:

- Levafix blau CA 6,0 g/l
- Levafix gelb CA 3,4 g/l
- Levafix rot CA 1,8 g/l
Zusatzlich wurden verwendet:

- Rucowet RDA 2,59/
- Sarabid LDR 4,0 g/l
- Natronwasserglas 50 g/l
- NaOH (50 %-ig) 11 g/l

Die Verweilzeit betrug 12 h. Anschliel3end wurde die Ware kochend auf einer Breit-

waschmaschine geseift und auf dem Spannrahmen getrocknet.
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4.1 Herstellung und Charakterisierung thermophiler Lipasen

An der TUHH wurden zahlreiche anaerobe, thermophile Bakterienstamme auf die

Produktion von Lipase untersucht. In Tabelle 9 sind die Lipaseaktivitaten der einzel-

nen Spezies aufgefuhrt. Die beiden Vertreter mit den hdchsten Aktivitdten ihres

Stammes Thermoanaerobacter brockii subs brocki und Clostridium thermohydro-

sulfuricum SOL 1 wurden im weiteren genauer untersucht. Die Stamme Fervido-

bacterium und Thermotoga wiesen keine Lipaseaktivitaten auf.

Stamm Aktivitat [U/ml x 10%]
sp. B 11 3,6
sp. B 12 2,6
sp. 2KX1 3,6
Thermoanaerobacter brockii subs brocki 3,8
brockii subsp. Finii 3,8
ethanolicus 1.4
yonseii 3,1
fervidus 1,2
Clostridium thermocellum 1,7
thermohydrosulfuricum SOL 1 2,5
thermohydrosulfuricum VEL 1 2,3
gondwanense 0
Fervidobacterium islandicum 0
pennivorans 0
maritima 0
Thermotoga neapolitana 0
thermarum 0

Tabelle 9: Lipaseaktivitat anaerober, thermophiler Bakterienstamme.
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4.1.1 Lipase aus Thermoanaerobacter brockii

Thermoanaerobacter brockii ist ein chemoorganotrophes, thermophiles Bakterium,
welches in Abbildung 1 lichtmikroskopisch dargestellt wird.

Abbildung 1: Lichtmikroskopische Darstellung von Thermoanaerobacter brockii.

Um zunachst die optimalen Wachstumsbedingungen des Bakteriums zu bestimmen,
wurde das Wachstumsmedium unter unterschiedlichen Bedingungen beimpft. Die
Abbildung 2 veranschaulicht den Einfluss der Mediumtemperatur und des -pH-Wer-
tes auf das Wachstum von Thermoanaerobacter brockii.
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Abbildung 2: Einfluss von Temperatur (links) und pH-Wert (rechts) auf das

Wachstum von Thermoanaerobacter brockii.
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Daraus ergibt sich ein optimales Wachstum bei einer Temperatur von 55 - 60 °C und
einem pH-Wert von 8,0 - 9,0. Fur die Lipaseproduktion erwies sich Glucose als die

beste Kohlenstoffquelle, wie Tabelle 10 verdeutlicht.

Kohlenstoffquelle Wachstum (ODgoonm) Aktivitat [U/ml x 107]
Ohne 0,22 0,6
Glucose 0,48 6,3
Triton-X-100 0,15 0
Tween 80 0,17 2,1
Soja-Pepton 0,28 11
Olivendl 0,32 3,8

Tabelle 10:  Einfluss unterschiedlicher Kohlenstoffquellen (0,1 %) auf die Lipaseproduktion
von Thermoanaerobacter brockii.

Im Folgenden wurde das Bakterium Uber einen Zeitraum von 36 h unter den
optimalen Bedingungen (T = 60 °C und pH = 8,0) mit einer Glucosestartkonzentration
von 5,0 g/l kultiviert. Der Verlauf des Glucoseverbrauchs, des Wachstums und der
Lipaseaktivitat wurde tber den Kultivierungszeitraum beobachtet (Abbildung 3).

20 — 25
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164 —o— Glucose L 20
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Abbildung 3: Kultivierung von Thermoanaerobacter brockii bei 60 °C und einem

pH-Wert von 8,0.




39

Wahrend der ersten vier Stunden der Kultivierung wachst das Bakterium nahezu
nicht. Gleichzeitig bleibt die Glucosekonzentration unveréndert bei 5,0 g/l. Mit dem
Einsetzen des Wachstums wird dann zunehmend Glucose als Kohlenstoffquelle
verbraucht. Zeitversetzt produziert Thermoanaerobacter brockii nun Lipase, die sie
an das Medium abgibt. Nach 16 Stunden erreicht das Wachstum sein Maximum. Zu
diesem Zeitpunkt wurde etwa die Halfte des Glucoseangebots verbraucht. Nach 25
Stunden war die Glucose vollstdndig umgesetzt. Von nun an anderte sich auch die

absolute Lipaseaktivitat nicht mehr.

Lokalisierung der Lipase

12-stiindige Kultivierung

24-stundige Kultivierung

intrazellular 35,4 % 52 %
zellwandgebunden 19,1 % 119%
extrazellular 455 % 82,9 %

Tabelle 11: Prozentualer Anteil intrazellularer, zellwandgebundener und extrazellularer

Aktivitat der Lipase aus Thermoanaerobacter brockii.

Wichtig fur die Isolierung der Lipase ist die Ausscheidung des Proteins aus dem
Bakterium. Die folgende Tabelle 11 zeigt, dass das innerhalb der Zellen gebildete
Enzym erst nach und nach aus der Zelle diffundiert und dann im Medium lokalisiert
werden kann. Nach einer 24-stindigen Kultivierung wurden tber 80 % der produ-

zierten Lipase von der Zelle ausgeschieden.

Nach der Kultivierung wurde die proteinhaltige Lésung zunachst Uber Zentrifugation
von der Bakterienkultur getrennt. AnschlieRend wurde der Uberstand in mehreren
Schritten gereinigt. Der hydrophobe Charakter der Enzymoberflache macht bei der
Reinigung Uber Phenylsepharose eine Desorption mit einem linearen DMSO-Gra-
dienten noétig. Die Lipase eluiert bei einem DMSO-Anteil von 10 %. Auch die
spateren Reinigungsstufen wurden in Gegenwart von 10 % DMSO durchgefihrt.
lonentauscher konnten nicht zur Reinigung benutzt werden, da das Enzym irrever-
sibel an kationische als auch anionische Tauscher gebunden wird. Tabelle 12 und
Tabelle 13 beschreiben die unterschiedlichen Stadien der Reinigungsprozedur. Die
gesamte Proteinmenge ergibt sich aus Gleichung 1. Die Gesamtaktivitat lasst sich

Uber Gleichung 2 berechnen.
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Gleichung 1: Gesamtprotein = Proteinmenge x Volumen
Gleichung 2: Gesamtaktivitat = Aktivitat x Volumen

. V Protein Gesamt- Aktivitat Ges.a.”.‘.t‘ Ausbeute
Schritt (mi] | [mg/ml x 107 protein o | [U/mlx 107 akuwtag [%]
[mg x 107] [Ux107]
Uberstand 390 394,74 153948,6 17,7 6903 100
Phenylsepharose | 25 136,84 3421,0 204,0 5100 73,9
Hydroxylapatit 6 242,10 1452.6 673,0 4038,0 58,5
Gelfiltration 7 54,50 381,5 473,8 3316,6 48,0

Tabelle 12: Reinigung der Lipase aus Thermoanaerobacter brockii.

Mit Gleichung 1 und 2 qilt fir die spezifische Aktivitdt Gleichung 3. Den Reini-

gungsfaktor der Lipase berechnet man mit Gleichung 4.

Gleichung 3: spezifische Aktivitdt = Gesamtaktivitat : Gesamtprotein

Gleichung 4: Reinigungsfaktor = spez. Aktivitat gereinigt : spez. Aktivitat Uberstand

Schritt Spezifische Aktivitat [U/mg x 107] Reinigungsfaktor
Uberstand 0,0448 1
Phenylsepharose 1,49 33,25
Hydroxylapatit 2,78 62,05
Gelfiltration 9,43 210,50

Tabelle 13: Reinigung der Lipase aus Thermoanaerobacter brockii.

Durch die mehrstufige Reinigung des enzymbhaltigen Uberstandes des Kultivierungs-
ansatzes lasst sich also bei einer vergleichsweise hohen Ausbeute von nahezu 50 %
ein hochreines Lipaseprodukt mit einer mehr als 200-fach gesteigerten Aktivitat

gegenuber dem Uberstand herstellen.
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Abbildung 4: SDS-Page der Reinigungsschritte der Lipase aus Thermoanaerobacter
brockii.

Die Abbildung 4 zeigt die SDS-Page der denaturierten Lipase nach unterschied-
lichen Stufen der Reinigungsprozedur. In Abbildung 5 sieht man die native Page
nach der letzten Reinigungsstufe. Durch einen Vergleich mit einem Marker bekannter
Molekulargewichte ergibt sich ein Molekulargewicht der denaturierten Lipase von

34,2 kDa und von 67 kDa der nativen Lipase.
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Abbildung 5: Native Page der Lipase aus Thermoanaerobacter brockii nach der

dreistufigen Reinigung.

Die derartig gereinigte Lipase wurde im Folgenden bzgl. ihrer Aktivitat untersucht. In
den Abbildung 6 und Abbildung 7 erkennt man den Einfluss der Temperatur und
des pH-Wertes auf die Enzymaktivitat. Daraus ergibt sich eine maximale Lipaseakii-
vitat bei 70 °C bis 80 °C. Das pH-Wert-Optimum erstreckt sich tber einen breiten Be-

reich von 6 bis 9,5.
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Abbildung 6: Abhangigkeit der Lipaseaktivitdt von der Temperatur (photometrische
Bestimmung mit p-NPP als Substrat).
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Abbildung 7: Abhangigkeit der Lipaseaktivitat vom pH-Wert (photometrische Bestim-

mung mit p-NPP als Substrat).

Die Stabilitat der Lipase Uber einen langeren Zeitraum in Abhangigkeit von der
Prozesstemperatur wird in Abbildung 8 dargestellt. Wahrend die Aktivitat der Lipase
bei Temperaturen von 85 °C oder daruber rasch abnimmt, wurde in ihrem Tem-

peraturoptimum von 70 °C auch noch nach funf Tagen kein Aktivitatsverlust
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beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass die Lipase aus Thermoanaerobacter brockii
in dem angestrebten Prozess zur enzymatischen Vorbehandlung von Baumwolle
ohne weiteres integriert werden kann, da sowohl die beabsichtigte Temperatur- als

auch die pH-Wert-Fuhrung den Optima der thermophilen Lipase entsprechen.

100 + _‘\l -m [ | ] [ ] [ ]
80 0\
S .
jg 60 \ e 70°C
% | ° —e—85°C
£ 40- \ ==
N o
o S
. [ ]
e T
20 | .\
( ]
04
| ! | ! | ! | ! | ! | ! |
0 20 40 60 80 100 120
Reaktionszeit [min]
Abbildung 8: Thermostabilitat der Lipase.

Die bisherigen Untersuchungen zur Lipaseaktivitdt wurden mit p-NPP als Substrat
durchgefiihrt. Die Lipase aus Thermoanaerobacter brockii besitzt dartber hinaus
auch eine hohe Aktivitdt gegentber Nitrophenylestern anderer Kettenlange sowie
gegenuber Mono- und Triglyzeriden. Bezogen auf p-Nitrophenylpalmitat und Olivendl
zeigt Tabelle 14 die relativen Aktivitdten des Enzyms gegeniber den jeweiligen Sub-
straten.

Bei den p-Nitrophenylestern erkennt man grundsatzlich die Tendenz, dass die rela-
tive Lipaseaktivitat mit steigender Kettenlange abnimmt. Bei den Mono- und Trigly-
zeriden sieht man bei Substraten mit gleicher Kettenlange deutliche Unterschiede
bzgl. der Aktivitat. Fur die Ausbildung des Enzym-Substrat-Komplexes ist hier also
nicht nur die Kettenlange der Glyzerinsubstituenten, sondern auch deren Position

bzw. die Gegenwart von Doppelbindungen maf3gebend.
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Substrat Kettenlange rel. Aktivitat [%]
C4 2234
C6 228,9
C8 286,8
p-Nitrophenylester 1 2203
C12 189,5
Cl14 152,6
C16 100
C 18 57,9
C 10 21,4
C12 52,8
Cc14 33,0
Triglyceride C 16 35,8
C 18 (Tristearin) 210,6
C 18 (Triolein) 23,1
Olivenol 100
_ C 16 (Glyzerin-1-palmitat) 16,4
Monoglyzeride
C 16 (Glyzerin-2-palmitat) 204,0

Tabelle 14: Substratspezifische Aktivitat der Lipase aus Thermoanaerobacter brockii.

FUr einen Einsatz der Lipase in einem grof3technischen Prozess ist u.a. das Ver-
halten des Enzyms gegeniber anorganischen Metallkationen, organischen Tensiden
oder Hemmstoffen relevant, da sie die Aktivitdit des Biokatalysators zum Tell
empfindlich herabsetzen konnen. Daher wurde der Einfluss einer Vielzahl von
Additiven auf die Aktivitat untersucht. Abbildung 9 zeigt, dass Alkalikationen keinen
negativen Effekt zeigen, wohingegen die Erdalkalikationen Mg** und Ca®*" die
Aktivitat deutlich negativ beeinflussen. Eisenkationen senken die Aktivitat noch
deutlicher. Alle drei genannten Spezies liegen in praxisrelevanten Baumwollvorbe-
handlungsflotten in nicht unerheblichen Konzentrationen vor. Es ist davon auszu-
gehen, dass diese Tatsache die Verwendung der thermophilen Lipase bzgl. des

vorgesehenen Einsatzes in der Baumwollvorbehandlung stark einschrankt.
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Abbildung 9: Einfluss verschiedener Metallkationen auf die Lipaseaktivitat (Inkuba-

tion: 30 min bei 30 °C, ¢ = 10 mmol/l, Reaktion: 15 min bei 70 °C mit
p-NPP als Substrat).

Die Baumwollvorbehandlung wird von zahlreichen Spil- und Waschprozessen
begleitet, bei denen u.a. verschiedene ionische und nichtionische Tenside eingesetzt
werden oder aber auch Detergenzien aus der Ware in die Flotte diffundieren kénnen,
die wiederum die Aktivitat der Lipase beeinflussen kénnen. Abbildung 10 zeigt, dass
vor allem anionische Tenside wie Natriumdodecylsulfat (SDS) die Aktivitat der Lipase
drastisch absenken. Da in enzymatischen Prozessen grundsatzlich wegen der
bekannten Aktivitatsherabsetzung keine anionischen Tenside verwendet werden,
stellt die Empfindlichkeit gegentiber SDS in der Praxis kein Problem dar. Die nicht-
ionischen Tenside haben dagegen einen vergleichsweise geringen Effekt. Polyvinyl-
alkohol (PVA), welches anteilig als Schlichtemittel neben der Starkeschlichte vorlie-
gen kann, hat keinen negativen Einfluss - im Gegenteil, es setzt die Aktivitat des

Enzyms sogar noch herauf.
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Abbildung 10: Einfluss verschiedener Detergenzien auf die Lipaseaktivitat (Inkuba-
tion: 30 min bei 30 °C, ¢ = 10 mmol/l, Reaktion: 15 min bei 70 °C mit
p-NPP als Substrat).

Der Einfluss organischer Losemittel auf die Lipaseaktivitat hat fir den Einsatz in der
Baumwollvorbehandlung keine Relevanz, da sowohl die konventionellen als auch die
enzymatischen Verfahren losemittelfrei durchgefihrt werden. Allerdings kénnte ihr
Einfluss dann von Interesse sein, wenn sie zur Aufbereitung oder Reinigung in der
Herstellung eingesetzt werden sollen. Denkbar ist auch die Lagerung in l6semittel-
haltigen Formulierungen. Abbildung 11 zeigt, dass die Auswahl geeigneter Ldse-
mittel durchaus entscheidend fur die Aufrechterhaltung der Aktivitat des Produktes
sein kann. Senkt Ethanol die Aktivitdt unter den beschriebenen Bedingungen noch
auf 0 %, so hat der kurzerkettige Alkohol Methanol sogar einen leicht aktivitats-
steigernden Effekt.
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Abbildung 11: Einfluss verschiedener Losemittel (25 Vol.-%) auf die Lipaseaktivitat (Inku-

bation: 30 min bei 30 °C, Reaktion: 15 min bei 70 °C mit p-NPP als
Substrat).

100

80

60

40

rel. Aktivitat [%]

20

T T T T T T
PCMB PMSF DTT Guanidin lodacetamid Harnstoff
Hvdrochlorid

Abbildung 12: Einfluss verschiedener organischer Hemmstoffe auf die Lipaseaktivitat (In-

kubation: 30 min bei 30 °C, ¢ = 10 mmol/l, Reaktion: 15 min bei 70 °C mit
p-NPP als Substrat).

Des Weiteren wurde noch der Einfluss diverser organischer Hemmstoffe auf die
Lipaseaktivitat untersucht (Abbildung 12). Bis auf PCMB zeigt keine der unter-

suchten Chemikalien einen Effekt bzgl. der Aktivitat des thermophilen Biokataly-
sators.
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4.1.2 Lipase aus Clostridium thermohydrosulfuricum

Die Herstellung, Reinigung und Charakterisierung der zweiten thermophilen Lipase
aus Clostridium thermohydrosulfuricum verlief im Wesentlichen wie unter 4.1.1. fur
die Lipase aus Thermoanaerobacter brockii beschrieben. Die optimalen Kultivie-
rungsbedingungen fur das zweite Enzym werden in der folgenden Tabelle 15

zusammengefasst.

Parameter Optimum
Temperatur 60 -65°C
pH-Wert 7,5-8,0
Zeit 32h
Kohlenstoffquelle Glucose

Tabelle 15: Optimale Kultivierungsbedingungen fiir das Wachstum von Clostridium
thermohydrosulfuricum SOL 1.

Nach einer 32-stiindigen Kultivierung wurden 89,5 % der Lipaseaktivitat extrazellular
im Uberstand lokalisiert. Die Reinigung erfolgte wieder dreistufig. Bei einem Reini-
gungsfaktor von 133,5 konnte nach der abschlieRenden Gelfiltration eine Ausbeute
von lediglich 10,2 % erzielt werden. Das Molekulargewicht der denaturierten Lipase
betragt wieder 34,2 kDa, das der nativen 68,5 kDa. Die Lipase besitzt bei 70 °C -
75 °C und einem pH-Wert zwischen 7,5 und 9,0 ihr Aktivitatsmaximum, wobei sie bei
einem pH-Wert von 11,0 immer noch nahezu 70 % ihrer maximalen Aktivitat besitzt.
Bis zu 70 °C ist das Enzym fir mindestens drei Stunden thermostabil. Die rel.
Restaktivitat bei 75 °C betragt nach drei Stunden noch ca. 80 %, bei 80 °C liegt sie
dagegen bereits nach einer Stunde bei nur noch ca. 15 %.

Der Einfluss verschiedener chemischer Additive auf die Aktivitat des Enzyms wird in
Abbildung 13 beschrieben. Diese Lipase erwies sich als besonders anfallig gegen-
uber Metallkationen, wobei vor allem der totale Aktivitatsverlust durch Magnesium-
und die starke Aktivitatsbeintrachtigung durch Calciumkationen hervorzuheben ist, da

diese Spezies im verstarkten Maf3e in Baumwollbehandlungsflotten zugegen sind.



50

Metallkationen

(c =1 mmol/l)

rel. Aktivitat [%)]

Detergenzien

(c =1 mmol/l)

160

140

120

rel. Aktivitat [%]

100

0
CHAPS PVA Triton EDTA '“een20 Tween80 gpg
X-100

Losemittel

(0,01 Vol.-%)

rel. Aktivitat [%]

120

100

@
o
1

3
=1
1

IS
S
1

N
=3
I

0
tert. Butyl- Ethanol Heptadecan Heptan
alkohol b hanol

Benzol

Hemmstoffe

(c =1 mmol/l)

rel. Aktivitat [%]

120

100

T T T T T T T T
2-Mercapto-  |od- DTT Guanidin Harnstoff Pefablock PCMB PMSF
ethanol  acetamid Hydrochlorid

Abbildung 13: Einfluss verschiedener Chemikalien auf die Lipaseaktivitat (Inkubation:
90 min bei 30 °C, Reaktion: 15 min bei 70 °C mit p-NPP).
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4.1.3 Klonierung und Expression von thermostabilen Lipasen aus anaeroben

Bakterien

Die Lipasegene aus Clostridium thermohydrosulfuricum (weitgehend identisch mit
dem Lipasegen aus Thermoanaerobacter brockii) und Thermoanaerobacter teng-
congensis wurden zur Expression in E. coli in den Vektor pETBlue-1 kloniert. Die
thermostabilen Lipasen wurden unter der Kontrolle des T7lac-Promotors intrazellular
exprimiert. Die rekombinanten Enzyme wurden durch eine hydrophobe Interaktions-
und eine Gelfiltrationschromatographie aufgereinigt und anschlieend charakterisiert
(Abbildung 14).
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SDS-PAGE : 1 - LMW-Marker; 2, 6 - Rohextrakt; 3,7 - Phenyl Sepharose;

4, 8 - Hydroxylapatit; 5, 9 - Superdex 200 (Gelfarbung mit Coomassie Blue R350),
6-9 - Zymogramme mit a-Naphtylacetat als Substrat (nach Gabrief 19771 )nach
dem Waschen mit Triton X-100 fir 30 min.

Abbildung 14: Reinigungsgele der rekombinanten Lipasen C. thermohydrosulfuricum
(links) und T. tencongensis (rechts).

Die aufgereinigten rekombinanten Enzyme besal3en ein Temperaturoptimum von
75°C. Die Lipase aus T. tengcongensis war optimal aktiv bei einem pH-Wert von 7,0,
die Lipase aus C. thermohydrosulfuricum war optimal aktiv bei einem pH-Wert von
8,0. Bis zu einer Temperatur von 75°C waren die Enzyme sehr stabil. Die Enzyme
konnen als alkalische Lipasen bezeichnet werden, da sie bei der Inkubation in
Lésungen mit hohen pH-Werten von 9,0 bis 11,0 stabil bleiben (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Abhangigkeit der Lipaseaktivitaten vom pH-Wert. Dargestellt ist die

relative Aktivitat der Lipase in Abhangigkeit vom pH-Wert. Zur
Messung der Abhéangigkeit der Lipaseaktivitat vom pH-Wert wurden die
Substratlédsungen fur die Bestimmung der Lipaseaktivitat mit p-NPP mit
20 mM Puffern unterschiedlicher pH-Werte von 4 bis 12,0 angesetzt.
Gemessen wurde die relative Aktivitat gegen einen flr jeden pH-Wert
mitgefuhrten Blindwert.

Bei der Untersuchung der Substratspezifitdt der Lipasen wurde festgestellt, dass die
Enzyme die Substrate mit der mittleren Acylkettenlange bevorzugten. Die hdchste

Aktivitat wurde im Test mit pNP-Caprate (C 10:0) und Tricaprylin (C 8:0) gemessen.
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Abbildung 16: Einfluss von LOsemitteln auf die Lipaseaktivitat. Getestet wurde die
Aktivitat (mit para-Nitrophenylpalmitat) der rekombinant produzierten
Enzyme aus C. thermohydrosulfuricum (Cl. th.= hellgrau) und
T. tengcongensis (T. tng = dunkelgrau).
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Die rekombinanten Lipasen zeigten die gleichen Eigenschaften wie die Wildtyp-
Enzyme. Auch hinsichtlich der Stabilithit gegentber zweiwertigen Metallionen
konnten keine Verénderungen im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden. Somit
kommen auch die rekombinanten Enzyme nicht flr einen Einsatz unter den im
Projekt gegebenen Bedingungen in Frage. Aus wissenschaftlicher Sicht bleibt aber
festzuhalten, dass die thermostabilen Lipasen aus C. thermohydrosulfuricum und
T. tengcongensis die ersten Lipase-kodierenden Gene aus thermophilen anaeroben
Bakterien sind, die in E. coli in aktiver Form zur Expression gebracht werden

konnten.

4.2 Enzymatische Baumwollvorbehandlung mit Enzymmischungen im Labor-

mafstab

Der beiden ersten Schritte der klassischen Vorbehandlung sind die enzymatische
Entschlichtung mit a-Amylasen und das alkalische Abkochen, bei dem unter Einsatz
von groRen Alkalimengen bei Temperaturen nahe dem Kochpunkt stérende Baum-
wollbegleitsubstanzen wie Pektine, Hemicellulosen und Fette unspezifisch von der
Baumwolle entfernt werden. Dieser energieintensive, umweltbelastende Prozess

geht immer mit einer gewissen Schadigung des cellulosischen Materials einher.

Bei der enzymatischen Entschlichtung wird die in der Weberei zum Schutz des
Fadens applizierten Starkeschlichte mit Hilfe von o-Amylasen zu Kkleineren,
wasserloslichen Oligosacchariden hydrolysiert, die dann mit dem Waschwasser
entsorgt werden. Eine Alternative zum Einsatz von a-Amylasen ist die Verwendung
von Amyloglucosidasen, die einzelne Glucoseeinheiten vom nicht reduzierenden
Ende der Amylopektin- bzw. Amyloseketten im Exomechanismus abspalten, so dass
als einziges Abbauprodukt Glucose entsteht, die nach einer Umsetzung mit
Glucoseoxidase in der Bleichstufe weiterverwendet werden kann [17,18]. Der Grad
der Entschlichtung wird mit dem sogenannten TEGEWA-Jodtest bestimmt, bei dem
mit einer Jodldsung angefarbte, starkehaltige Baumwollproben mit einer Farbskala
verglichen werden. Eine ausreichende Entschlichtung ist dann erfolgt, wenn die
Ware eine TEGEWA-Note von mindestens 6 erhalt [16].
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Bei einer enzymatischen Alternative zum alkalischen Abkochen sollen die Baumwoll-
begleitsubstanzen spezifisch mit bestimmten Enzymen abgebaut werden. Dabei
sollen neben den Pektinasen zur Pektinentfernung auch Lipasen zur Fett- und
Wachsspaltung eingesetzt werden. Angestrebt ist der Einsatz von Enzym-
mischungen, die die vor der Weberei aufgebrachte Starkeschlichte und die natir-
lichen Baumwollbegleitsubstanzen in einer Flotte entfernen, ohne sich dabei
gegenseitig zu hindern. Vielmehr sollen bei derartigen Anwendungen synergetische

Effekte ausgenutzt werden.

Durch die Entfernung der meist hydrophoben Begleitsubstanzen soll vor allem die
Benetzbarkeit der Baumwolle deutlich erhoht werden, da dies fir die weitere
Veredlung der Ware unverzichtbar ist (z.B. fur eine optimale Farbstoffaufnahme in

der Farberei).

4.2.1 Charakterisierung der Rohbaumwolle

Um die Gute der enzymatischen Vorbehandlung der Baumwolle bewerten zu
konnen, wurde zunéchst das Rohmaterial charakterisiert. Um auch bei nicht
geschlichtetem Material eine Aussage Uber die Benetzungseigenschaften machen zu
konnen, wurde das vorhandene ungeschlichtete Baumwollgarn zu einem Endlos-

strumpf gestrickt, auf dem man Tropfeneinsinkzeiten messen konnte.

In Tabelle 16 werden die Ergebnisse zu den Messungen an geschlichtetem Baum-

wollgewebe und an ungeschlichtetem Baumwollgarn vorgestellt.

Geschlichtetes Strumpf aus ungeschlichtetem
Baumwollgewebe Baumwollgarn
Ammoniumoxalat- 0 0
Extraktion (Pektin) 1,56 Gew.-% 1,10 Gew.-%
Chloroform- 0 0
Extraktion (Wachs) 0,83 Gew.-% 0,48 Gew.-%
Tropfeneinsinkzeit > 600 s >600s
Calciumgehalt 608 mg/kg = 15,2 mmol/kg n.b.
Magnesiumgehalt | 632 mg/kg = 26,0 mmol/kg n.b.

Tabelle 16: Charakterisierung von Rohbaumwolle.
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Die an der Baumwolle gemessenen Parameter entsprechen den ublichen, in der
Literatur beschriebenen Werten. Die jeweils hoheren Gewichtsanteile fur die Extrak-
tion auf Pektin bzw. auf Wachse an der geschlichteten Ware ergeben sich daraus,

dass auch die Schlichte selbst teilweise extrahierbar ist.

Die Benetzbarkeit ist unabhangig von der Schlichteauflage gleichermal3en schlecht
bei beiden Waren; die Tropfeneinsinkzeit ist jeweils groRer als 5 Minuten, so dass
diese Ware - auch entschlichtet - nicht zur Weiterverarbeitung geeignet ist.

Der Calciumgehalt der Baumwolle betrdgt 608 mg/kg, der Gehalt an Magnesium
632 mg/kg. Bei einem Flottenverhaltnis in der Baumwollvorbehandlung von maximal
10 : 1 ergibt sich bei einer vollstandigen Mobilisierung der Erdalkaliionen allein durch
den Eintrag durch die Ware in der Flotte eine Calciumionenkonzentration von
1,5 mmol/l und eine Magnesiumionenkonzentration von 2,6 mmol/l. Wie die Unter-
suchungen an den thermophilen Lipasen (s. 4.1) zeigen, sind diese Konzentrationen
fur die Aktivitat der Lipasen als kritisch zu bewerten und kdénnten den Einsatz in
realen Behandlungsflotten stark einschranken. Fur die technischen Produkte (a-Amy-

lasen, Cellulase, Pektinasen) stellen diese Konzentrationen keine Probleme dar.

4.2.2 Verwendete technische Enzyme

Bereits in der ersten Projektphase wurden die spezifischen Temperatur- und
pH-Wert-Optima der verwendeten technischen Enzympraparate bestimmt. In der
Tabelle 17 werden die Ergebnisse fur die im Folgenden verwendeten Enzyme

aufgefuhrt.

Aufgrund der Kenntnis der aufgefiihrten Parameter einigten sich die Partner bzgl. der
statistischen Versuchsplanung (s. 4.2.3) auf eine Prozesstemperatur von 60 °C und
zwei pH-Wert-Bereiche (pH 5,5 und pH 8). Bei den Versuchen im Hinblick auf eine
Optimierung der Prozessfuhrung (s. 4.2.5) wurde der pH-Wert wahrend der
Behandlung von 5,5 auf 8,0 gesteigert, die Temperatur wurde schrittweise von 50 °C

bis zu 95 °C gesteigert.
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Enzym Produktbezeichnung g;t:/r\r/l?:n T—O[p())t(i:r]num
a-Amylase Beisol T 2090 (CHT) 5-7 50 - 80
Amyloglucosidasen Rohapect S (AB Enzyms) 5-6 50-70
Beizym UL (CHT) 5 50 - 65
Cellulasen Carezyme 4500 L 5-6 50 - 60
Cellutex AL40 5-6 50 - 60
Lipase aus T. brockii (TUHH) 7-9 70 - 80

Lipasen

Lipase aus C. thermohydrosulfuricum 75-9 70-75
Beisol DHP (CHT) 5 50 - 90
Pektinasen Beisol DAP (CHT) 8 50 - 80
Pektinase (TUHH) 8 50 - 90

Tabelle 17: Temperatur- und pH-Wert-Optima der verwendeten Enzyme.

4.2.3 Variation der Enzymmischung bei konstantem pH-Wert und konstanter

Temperatur - statistische Versuchsplanung

Zur statistischen Versuchsplanung

Die fur die Baumwollvorbehandlung relevanten Enzyme sind a-Amylasen, Amylo-
glucosidasen, Cellulasen, Pektinasen und Lipasen. Durch eine Variation der Konzen-
trationen der einzelnen Spezies ergeben sich sehr viele verschiedene Mdglichkeiten
der Mischung, so dass die Ergebnisse der Versuche nur noch anhand von
mathematischen Programmen sinnvoll interpretierbar sind. Als Messwerte wurden
der Entschlichtungsgrad und die Tropfeneinsinkzeit (Benetzbarkeit) bestimmt. Mit der
Methode der statistischen Versuchsplanung und der computergestitzten Auswertung
konnten so fur unterschiedliche Enzymmischungen die jeweils optimalen Zusammen-
setzungen bestimmt werden, um entweder eine maximale Entschlichtung, eine
maximale Benetzbarkeit oder einen bestmdglichen Kompromiss beider Messwerte zu
erzielen. Ziel der folgenden Versuchsreihe ist, die Wirkung unterschiedlicher
Mischungen der relevanten Enzyme in unterschiedlichen Konzentrationen bei
konstanter Prozesstemperatur und konstantem pH-Wert (leicht sauer: 5,5 oder leicht

alkalisch: 8,0) auf das Entschlichtungsergebnis und die Benetzbarkeit zu optimieren.
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Behandlung von geschlichteter Baumwolle im Labomaten

Fur die Untersuchungen zur enzymatischen Vorbehandlung von Rohbaumwolle
wurden verschiedene Versuchsplane mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung
erstellt, abgearbeitet und bewertet. Die Versuche wurden im Labomaten bei einer
Flottentemperatur von 60 °C und einem Flottenverhaltnis von 1 : 7,5 Gber 60 min
durchgefiihrt. Insgesamt wurden acht verschiedene Enzymmischungen betrachtet.
Im Folgenden werden exemplarisch zwei Beispiele vorgestellt, die stellvertretend fur

die Durchfiihrung und Interpretation der Versuche stehen.

Versuchsplan 1:

Es wurden die Enzyme Beisol T2090 (a-Amylase, 0 - 5,0 ml/l), Rohapect S (Amylo-
glucosidase, 0 - 3,0 ml/l), Beizym UL (Cellulase, 0 - 3,0 ml/l), Beisol DHP (Pektinase,
0-3,0 ml/l) und die Lipase der TUHH (0 - 3,0 ml/l) bei einem pH-Wert von 5

eingesetzt.

. Konz. Entschlichtungs- Tropfeneinsink-
el Enzyme [mi/] grad zeit [s]
Beisol T2090 2,17
maximaler Rohapect S 3,00
Entschlichtungs- Beizym UL 3,00 8 : 8 24
grad Beisol DHP 1,01
Lipase TUHH 1,15
Beisol T2090 0,00
Rohapect S 0,06
minimale :
Tropfeneinsinkzeit Beizym UL 0,08 1 1 1
Beisol DHP 3,00
Lipase TUHH 0,13
maximaler Beisol T2090 2,56
Entschlichtungs- Rohapect S 001
grad _ ’
2 Beizym UL 0,00 7’8 17
. Beisol DHP 1,67
minimale :
Tropfeneinsinkzeit Lipase TUHH 2,19

Tabelle 18:

Ergebnisse Versuchsplan 1 (pH = 5).
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In Tabelle 18 werden die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammengefasst. Um

einen maximalen Entschlichtungsgrad von 8,8 zu erzielen, bendtigt man vor allem

die starkeabbauenden Enzyme a-Amylase und Amyloglucosidase. Ferner scheint

auch die Cellulase einen positiven Effekt auf das Entschlichtungsergebnis zu haben.

Fur eine héchstmogliche Benetzbarkeit (Tropfeneinsinkzeit 11 s) zeigt sich einzig die

Pektinase verantwortlich, wenngleich in dieser Mischung keine Entschlichtung

stattfindet und die Benotung bei 1 verbleibt. Einen hohen Entschlichtungsgrad von

7,8 bei gleichzeitiger annehmbarer Benetzbarkeit (17 s) wird durch eine Mischung

aus a-Amylase, die fur den Starkeabbau verantwortlich ist, sowie Pektinase und

Lipase, die die hydrophobierend wirkenden Baumwollbegleitsubstanzen wie Pektine

und Wachse entfernen, erzielt.

DESIGN-EXPERT Plot

Desirability
X = A: Beisol T2090
Y = B: Beisol DHP

0.8
Actual Factors 0.725 y-
C: Rohapect S = 0.01 y
D: Beizym UL = 0.00 0.65 gﬁ?‘
E: Lipase TUHH Thermo. = 2.19 /ﬁﬂf
20575 ??‘
jeo)

S

3.00

2.25

B: Beisol DHEP50

0.75

375 500
000000 125 250

A: Beisol T2090

Abbildung 17: Statistische Versuchsplanung - Versuchsplan 1.

Abbildung 17 zeigt eine computergestitzte Berechnung zur Maximierung des
Effektes bei konstanter Rohapect S- (0,01 ml/l)), Beizym UL- (0,00 mi/l)) und Lipase-
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konzentration (2,19 ml/l) in Abhangigkeit von der Beisol T2090- und Beisol DHP-

Konzentration anhand der Ergebnisse der Laborversuche. Das Maximum zeigt sich

bei den in Tabelle 18 angegebenen Konzentrationen. Eine weitere Steigerung der

jeweiligen Konzentrationen fuhrt zu keiner Verbesserung, im Gegenteil, Entschlich-

tungsgrad und Benetzungsverhalten verschlechtern sich wieder.

Versuchsplan 2:

Es wurden die Enzyme Beisol T2090 (a-Amylase, 4,0 ml/l), Rohapect S (Amylogluco-
sidase, 0 - 4,0 ml/l), Beizym UL (Cellulase, 0 - 4,0 ml/l), Pektinase TUHH (O - 4,0 mi/l)
und die Lipase der TUHH (0 - 4,0 ml/l) bei einem pH-Wert von 8 eingesetzt. In

Tabelle 19 werden die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammengefasst.

Wirkung Enzyme I?r?]?/lz] Entsckél;(;gtungs- Trop;(zrilte[ig]sink-
Beisol T2090 4,00
e Rohapect S beliebig
Entschlichtungs- Beizym UL beliebig 6’0
e PektinaseTUHH | beliebig
Lipase TUHH beliebig
Beisol T2090 4,00
o Rohapect S 3,45
Tropglr?érirr]lz:ﬁkzeit Beizym UL 244 49
PektinaseTUHH 0,14
Lipase TUHH 0,25
maximaler Beisol T2090 4,00
Entschlic;rétungs- Rohapect S 3.45
g& Beizym UL 2,44 6,0 49
it PektinaseTUHH 0,14
Tropfeneinsinkzeit | Lipase TUHH 0,25

Tabelle 19:

Ergebnisse Versuchsplan 2 (pH = 8).
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Bei einer konstanten a-Amylasekonzentration von 4,0 ml/l ergibt sich unabhangig
von den Konzentrationen der anderen Enzyme ein Entschlichtungsgrad von 6,0. Die
o-Amylase entfaltet bei einem pH-Wert von 8,0 nicht ihre volle Aktivitéat, so dass der
Entschlichtungsgrad vergleichsweise schlecht ist, wenngleich er fur eine Weiterverar-
beitung der Baumwolle ausreichend ware. Dem entsprechend ist der entscheidende
Parameter fur die Gute der Behandlung in diesem Fall einzig die Benetzbarkeit, die
bei der in Tabelle 19 angegebenen Mischung ihr Maximum mit einer minimalen
Tropfeneinsinkzeit von 49 s erreicht. Grundsatzlich fuhrt eine enzymatische Vorbe-
handlung von Rohbaumwolle bei einem konstanten pH-Wert von 8,0 nur zu unbefrie-

digenden Ergebnissen.

Abbildung 18 zeigt eine computergestitzte Berechnung zur Maximierung des
Effektes bei konstanter Beisol T2090- (4,00 ml/l) Rohapect S- (0,01 ml/l)), Bei-
zym UL- (3,67 ml/l)) und Lipase TUHH-Konzentration (3,88 ml/l) in Abhangigkeit von
der Rohapect S- und Pektinase TUHH-Konzentration anhand der Ergebnisse der
Laborversuche. Im Bereich der in Tabelle 19 angegebenen Konzentrationen ergibt
sich ein Plateau, um das die jeweiligen Konzentrationen leicht variieren kdnnen,
ohne dass sich das Ergebnis der Behandlung verschlechtert. Unter- und oberhalb

dieses Konzentrationsfensters verschlechtern sich die Resultate wieder.

DESIGN-EXPERT Plot

Desirability
X = A: Rohapect S
Y = B: Pektinase TUHH Thermo

Actual Factors
C: Lipase TUHH Thermo = 3.8
D: Beizym UL = 3.67

Desirability

4.00
3.00

2.08: Rohapect S

1.00
1.00

0.00 0.00

B: Peltinase TUHH Thermo

Abbildung 18: Statistische Versuchsplanung - Versuchsplan 2.
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Die Untersuchungen, die unter den Gesichtspunkten der statistischen Versuchs-
planung durchgefihrt wurden, ermoglichen grundsatzlich eine Optimierung der
jeweils betrachteten Enzymmischung. Gleichzeitig zeigte sich allerdings auch, dass
fur eine enzymatische Baumwollvorbehandlung, die gleichzeitig die Starkeschlichte
und die naturlichen Baumwollbegleitsubstanzen vom Rohgewebe entfernen soll, ein
konstanter pH-Wert nicht optimal ist, da die unterschiedlichen Enzyme in unter-
schiedlichen pH-Wert-Bereichen ihre maximale Aktivitat entfalten. Die Optimierung
der Prozessfihrung mit einer Variation von pH-Wert und Temperatur wahrend der

enzymatischen Umsetzung wird im Kapitel 4.2.5 behandelt.

4.2.4 Untersuchungen an ungeschlichtetem Baumwollgarn im Linitester bei
konstantem pH-Wert

Um den Einfluss der fir das BioScouring relevanten Enzyme Cellulase, Pektinase
und Lipase auf das Behandlungsergebnis ohne die Entschlichtung mit a-Amylase
besser beurteilen zu koénnen, wurden ergédnzend Versuche an ungeschlichtetem
Baumwollgarn im Linitester durchgefuhrt. Das Garn wurde dabei zu einem
Endlosstrumpf gestrickt, um ein Flachengebilde zu erhalten, dessen Benetzungs-

eigenschaften mit Hilfe des Tropfeneinsinktests bestimmt werden konnten.

Abbildung 19 zeigt die Temperaturfihrung tber den Behandlungszeitraum. Alle
Enzyme wurden zu Beginn der Behandlung der Grundflotte zugefligt. Die Versuche
wurden bei einem konstanten pH-Wert von 5,5 oder 8,0 durchgefihrt.

15 min 15 min
70 -———n 70 [}
o0 . 15 min ./ e . 15 min ./
g 40 g 40
pH 5,5 5.1l pH 8,0
10 10
0 T T T T T 0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Reaktionszeit [min] Reaktionszeit [min]
Abbildung 19: Prozessfiihrung im Linitester - Behandlung von ungeschlichteten

Baumwollstrimpfen.
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Gemall den pH-Wert-Optima wurden bei den unterschiedlichen pH-Werten die
jeweils spezialisierten technischen Enzympréparate verwendet. Bei pH 5,5 waren
dies die Cellulase Beizym UL und die Pektinase Beisol DHP, bei pH 8,0 die Cellulase
Beizym NL 254 und die Pektinase Beisol DAP. Die Konzentration aller verwendeten
Enzyme betrug jeweils 4,0 ml/l. Abbildung 20 zeigt die relative Gewichtsabnahme
der ungeschlichteten Baumwollstrimpfe nach der enzymatischen Behandlung.
Grundsatzlich fuhrt eine Umsetzung bei einem pH-Wert von 8,0 zu einer hdheren
Gewichtsabnahme, wobei der Einsatz der alkalischen Pektinase Beisol DAP am
groRten ist. Die Mischung aller drei Enzyme bei einem pH-Wert von 8,0 fihrt zu

einem maximalen Gewichtsverlust der Ware.

4,0 1

3,51 [ pH-Wert 5,5
1 I pH-Wert 8,0

3,04
2,54
2,04

1,54

Gewichtsabnahme [%]

1,04

0,54

0,0 -

GE C L P CLP

Abbildung 20: Relative Gewichtsabnahme von ungeschlichteten Baumwollstrimpfen
durch eine enzymatische Behandlung im Linitester.

In Tabelle 20 werden die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammengefasst. Bzgl.
der Tropfeneinsinkzeit nach einer Trocknung bei Raumtemperatur liefert bei einem
pH-Wert von 5,5 die saure Cellulase Beizym UL den besten Effekt, wohingegen die
saure Pektinase Beisol DHP schlechter abschneidet. Umgekehrt sind die Effekte im
leicht alkalischen Bereich mit einem pH-Wert von 8,0. Hier ergibt sich die beste
Benetzbarkeit durch den Einsatz der alkalischen Pektinase Beisol DAP. Die
alkalische Cellulase Beizym NL verbessert die Benetzbarkeit der ungeschlichteten

Baumwolle dagegen nicht.
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Enzyme pH 5,5 pH 8,0
Tropfenein- | Tropfenein- Tropfenein- | Tropfenein-
el o || o fam| gnietisl | smcetisl L | Snigetil | Sngets
25°C 120°C 25°C 120°C
X 1,4 > 600 > 600 2,1 310 > 600
X | X 1,8 97 > 600 2,5 > 600 > 600
X X 1,5 371 > 600 2,4 452 > 600
X X 11,2 158 > 600 3,5 22 > 600
X | X | X | X |12 92 > 600 3,9 4 > 600
Tabelle 20: Enzymatische Behandlung von ungeschlichteter Baumwolle im Linitester.

Als Konsequenz aus diesen Untersuchungen sollen die saure Pektinase und die
alkalische Cellulase in den folgenden Versuchen im Jigger (Kapitel 4.2.5) nicht mehr
verwendet werden. Aus den Aktivitditsmustern der verbleibenden Enzyme ergibt sich
daraus notwendigerweise eine neue Strategie bzgl. der Prozessfuhrung, namlich ein

pH-Wert-Wechsel wahrend der enzymatischen Behandlung der Baumwolle.

Bei einem industriellen Prozess wird die Baumwolle nach der Behandlung und
Wasche bei 120 - 140 °C getrocknet. Dem entsprechend wurden die Versuche ver-
gleichend auch mit einer anschlieBenden Trocknung bei 120 °C unter Spannung
durchgefuhrt. Dabei zeigt sich, dass die Benetzungseigenschaften in allen Fallen
deutlich schlechter sind bzw. dass gegentber dem urspringlichen Material
Uberhaupt keine Verbesserung zu sehen ist. Obwohl bei den Versuchen im Linitester
Effekte bzgl. des Gewichtsverlustes und der Benetzbarkeit nach einer Trocknung bei
Raumtemperatur zu erkennen sind, reichen diese fir eine Weiterverarbeitung des
cellulosischen Materials nicht aus. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer

Variation der Prozessfuhrung.
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4.2.5 Variation/Optimierung der Prozessfihrung

Die bisherigen Versuche wurden im Labormaflstab im Labomaten (s. 4.2.3) oder
Linitester (s. 4.2.4) durchgefuhrt, um Effekte anhand einer Variation konkreter
Enzymmischungen zu optimieren, wobei der pH-Wert konstant gehalten und die
Temperatur nur in einem schmalen Bereich variiert wurde. In einer industriellen
Anlage besteht dagegen die Moglichkeit, auf die genannten Prozessparameter auch
wahrend der Behandlung Einfluss zu nehmen. Durch eine Anderung des pH-Wertes,
eine den Optima der Enzyme angepasste Temperaturfuhrung und eine verzogerte
Zugabe der Enzyme zu ausgewéhlten Zeitpunkten sollte die Aktivitat der relevanten
Enzyme bzgl. ihres spezifischen Substrates optimal ausgenutzt werden kénnen. Die
entsprechenden Versuche wurden in einem Jigger durchgefuhrt, dessen Material-

fuhrung der industriellen Realitat néher kommt als ein Labomat bzw. Linitester.

Behandlung von Rohbaumwolle im Jigger

In Abbildung 21 wird die Prozessfihrung der enzymatischen Umsetzung von
geschlichteter Rohbaumwolle beschrieben. Dabei wurde die Grundflotte bei Raum-
temperatur auf einen pH-Wert von 5,5 eingestellt, anschlieRend wurde die Flotte
zusammen mit der a-Amylase Beisol T2090 und der sauren Cellulase Beizym UL auf
eine Temperatur von 60 °C geheizt, bei der beide Enzyme eine gentgend hohe
Aktivitat aufweisen. Nach einer einstindigen Verweilzeit wurde der pH-Wert auf 8,0
eingestellt. Nach dem Abkuhlen auf 50 °C wurde die alkalische Pektinase Beisol
DAP und die thermophile Lipase TUHH zugefiigt und die Temperatur schrittweise auf
70 °C erhoht. Das Spulen der Baumwolle erfolgte bei 70 °C.
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Abbildung 21: Prozessfilhrung | im Laborjigger - Behandlung von geschlichtetem
Baumwollgewebe.
Tropfenein- Tropfenein-
Am sinkzeit [s] sinkzeit [s] Restwachs- Restpektin-
Bl Lig [%] Trocknung Trocknung gehalt [%0] gehalt [%]
25°C 120 °C
GF + a-Amylase 7,9 12,2 90 0,54 0,64
SIF T EATIESE 6,4 1390 n.b. n.b.
+C
EEE N S S 6,4 390 n.b., n.b.
+P
Sl 51 2,8 610 n.b. n.b.
+P+L
EIF = GrIRED | <1 170 n.b. n.b.
+C+P
EIF = GAIRED | 5,8 470 0,52 0,09
+C+P+L
entschlichtet + 91 <1 <1 031 0.15
alkalisch abgekocht ’ ' '
Original - > 3600 0,83 1,56
Tabelle 21:  Charakterisierung von Rohbaumwolle nach unterschiedlichen enzymatischen

Behandlungen im Jigger (Prozessfuhrung ).
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Die Baumwolle wurde nach der enzymatischen Behandlung anhand von verschie-
denen Messwerten charakterisiert. Die Ergebnisse werden in Tabelle 21 vorgestellt
und mit der unbehandelten bzw. konventionell entschlichteten und alkalisch abge-

kochten Probe verglichen.

Grundsatzlich wurde bei allen Behandlungen eine ausgezeichnete Entschlichtung
erzielt. In Verbindung mit den Netzmitteln der Grundflotte bewirkt die a-Amylase
einen Gewichtsverlust an der Rohbaumwolle von durchschnittlich 7,9 %, welcher vor
allem von der entfernten Starkeschlichte herriihrt. Gegeniber der Originalprobe
ergeben die Ammoniumoxalat- und die Chloroformextraktion nur eine maRlige Ent-
fernung des Pektins bzw. der Baumwollwachse. Durch den Einsatz der alkalischen
Pektinase kommt es dagegen zu einer drastischen Verminderung des Pektin-
gehaltes, der sogar noch unter dem nach der konventionellen Methode liegt. Leider
bewirkt die Lipase keinen signifikanten Wachsabbau, was sich deutlich auf die
Benetzungseigenschaften im Vergleich zur konventionellen Prozedur auswirkt. Durch
eine heilRe Trocknung werden die in der Baumwolle verbleibenden Wachse und Fette
durch Kapillarkrafte innerhalb der Faser an die Gewebeoberflache transportiert, wo
sie einen hydrophoben Film bilden, so dass die Tropfeneinsinkzeiten nach einer

Trocknung bei 120 °C deutlich schlechter sind als die bei einer Lufttrocknung.

Da die Wachse mit der genannten Enzymmischung nicht direkt abgebaut werden
konnen, wurde nun der enzymatischen Behandlung eine Heil3stufe bei 95 °C
angeschlossen, um die Wachse und Fette mit Hilfe der in der Grundflotte enthaltenen

Tenside nachtraglich zu mobilisieren.

Das Schema dieser erweiterten Prozessfuhrung wird in Abbildung 22 vorgestellt,
die entsprechenden Ergebnisse fir den Einsatz einer Mischung aller relevanten

Enzyme werden in Tabelle 22 zusammengefasst.
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Abbildung 22: Prozessfiihrung Il im Laborjigger - Behandlung von geschlichtetem
Baumwollgewebe.
Tropfenein- | Tropfenein-
max. T | Am sinkzeit [s] sinkzeit [s] | Restwachs- | Restpektin-
Behandlung [°C] [%0] Trocknung Trocknung gehalt [%] gehalt [%]
25°C 120 °C
GF + a-Amylase
LCAP4L 95 () | 9,3 <1 16 0,47 0,08
GF + a-Amylase
LCAP4L 70 () 9,0 5,8 470 0,52 0,09
entschlichtet +
alkalisch abgekocht i 9.1 <1 <1 031 0.15
Original - - > 3600 0,83 1,56
Tabelle 22:  Charakterisierung von Rohbaumwolle nach unterschiedlichen enzymatischen

Behandlungen im Jigger und Vergleich der Prozessfuhrungen | und 1.

Obwohl der Restwachsanteil nicht signifikant gesenkt werden konnte, findet man
nach der Behandlung mit anschliel3ender HeiRwasche auch bei einer Trocknung bei
120 °C eine gute Benetzbarkeit mit einer Tropfeneinsinkzeit von durchschnittlich
16 s.
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Um die Entschlichtung und den Einfluss der Cellulase noch zu verbessern, wurde
eine dritte Prozessfihrung gewahlt, bei der die a-Amylase zunachst in ihrem Tem-
peraturoptimum von 70 °C eingesetzt wurde. Erst nach einem Abkuhlen der Flotte
auf das Temperaturoptimum der Cellulase von 50 °C wurde diese der Flotte zuge-
setzt. Nach dem pH-Wert-Wechsel auf 8,0 wurde die Pektinase bei einer konstanten
Temperatur von 70 °C eingesetzt. Auf die Verwendung der thermophilen Lipase
wurde hierbei verzichtet, da ihr Effekt bzgl. des Wachsabbaus fraglich erscheint. Zur
Wachsmobilisierung erfolgte im Anschluss wieder eine heil3e Wasche bei 95 °C. Das

Schema der Prozessfuhrung wird in Abbildung 23 dargestellt.

100 30 min
pPH 5 .
a0 — _ _ #)]
30 min 30 min e
T ] E— _m E— = o
e \, oo | >
o 30 rnin
z e b =i 3
= / \ o
k] .
*u,:: 4l Zugahe Peklinase }e:
E i Flugahe Celulase 0
L
.o | [ Fugahe pH 8 o
20 mi Lauge ]
|| Start: ()
GF - Amylase
o | . | k | ; | : | ] |
1] a0 &0 an 120 1560
Feaktionszeit [min]
Abbildung 23: Prozessfihrung 11l im Laborjigger - Behandlung von geschlichtetem

Baumwollgewebe.

Wie man anhand der Tabelle 23 sieht, kann durch die modifizierte Prozessfiihrung
erneut eine verbesserte Benetzbarkeit der behandelten Baumwollware erzielt wer-
den. Die Tropfeneinsinkzeit auf dem Gewebe liegt mit durchschnittlich 5,4 s deutlich
unter den fir eine Weiterverarbeitung erforderlichen 10 s.
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Behandlung Am [%] Ttl?r%f:kn:li?]zinlkzzoeités]
GF + a-Amylase + C +P 8,7 5,4
entschlichtet + alkalisch abgekocht 9,1 <1
Original - > 3600

Tabelle 23: Charakterisierung von Rohbaumwolle nach einer enzymatischen Behandlung
mit a-Amylase, Cellulase und Pektinase im Jigger im Vergleich zum Original

und der konventionell vorbehandelten Probe (Prozessfiihrung I1).

4.2.6 Enzymatische Weiterverwertung von glucosehaltigen Waschflotten aus

der Entschlichtung

Bei der Umsetzung von Starkeschlichten mit Amyloglucosidase entsteht - gemali
eines Exomechanismus - das Monosaccharid Glucose, welches von geeigneten
Enzymen, den Glucoseoxidasen, in Gegenwart von Sauerstoff zu Gluconsaure und
Wasserstoffperoxid oxidiert werden kann. In einer folgenden Bleichstufe kann das
Peroxid als bleichaktives Agens und die Gluconsaure zur Komplexierung stérender

Schwermetallionen dienen.

Dieser Prozess lasst sich in der HPLC quantitativ verfolgen. Beispielhaft zeigt
Abbildung 24 das Chromatogramm einer Umsetzung von Glucose mit gereinigter
GOD (Serva). Nach t = 4,0 min eluiert gebildetes Wasserstoffperoxid, das folgende,
kleine Signal bei t =4,5 min rihrt vom nicht umgesetzten Substrat Glucose. Das

Oxidationsprodukt Gluconsaure erscheint beit = 14,0 min.
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Abbildung 24: Umsetzung von Glucose zu Gluconséaure und H,O, mit GOD (Serva) in

der HPLC (Csiai(Glucose) =5¢g/l, T=38°C,pH=5,t =2 h).

In praxisrelevanten Entschlichtungsflotten mit Flottenverhéltnissen von 1:5 und
Starkeschlichtenauflagen von 5-10 Gew.-% koénnen durch eine enzymatische
Entschlichtung mit Amyloglucosidasen ohne weiteres Glucosekonzentrationen von
10 - 20 g/l erzeugt werden. Aufbauend auf bereits im Vorfeld des Projektes vom
DTNW erarbeiteten Ergebnissen zeigten weitere Versuche zur enzymatischen
Oxidation wiederum, dass diese Glucosemengen problemlos mit GOD zu Glucon-

saure gemal der folgenden Reaktionsgleichung oxidiert werden konnen.

CeH1206 + O, + H,O — CgH1207 + H,O,

Pro umgesetztem Glucose-Aquivalent entsteht ein Aquivalent Gluconsaure und ein
Aquivalent Wasserstoffperoxid. Die Umsatzrate der Gluconsaure sollte demnach
derjenigen von Wasserstoffperoxid entsprechen. Tatséchlich findet man aber immer
weniger Peroxid als Gluconsaure, da die verwendete GOD (Serva oder ASA)
niemals frei von vergesellschafteter Katalase ist, so dass generiertes Wasser-
stoffperoxid sogleich durch Katalase gemald der folgenden Reaktionsgleichung

partiell wieder abgebaut wird.

2 H,0O, - H,O + O,
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Neben der aus der Entschlichtung vorgegebenen Glucosemenge bzw. -konzentration
ist somit ein weiterer limitierenden Faktor fur die generierbare Wasserstoff-
peroxidmenge malfgeblich: das GOD/Katalase-Verhdaltnis in dem eingesetzten
Enzympréaparat. In technischen Praparaten betragt der Katalaseanteil mindestens
10 %. In Abbildung 25 sieht man den zeitlichen Verlauf der enzymatischen Oxi-
dation von Glucose mit einer technischen GOD. Im gleichen MalRe wie die
Glucosekonzentration sinkt steigt die Konzentration des Produktes Gluconsaure.
Wasserstoffperoxid lasst sich dagegen zu keinem Zeitpunkt der Reaktion nach-
weisen. Es wird - wie oben beschrieben - gleich nach der Generierung durch die
gegenwartige Katalase wieder abgebaut.
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Abbildung 25: Zeitlicher Verlauf der enzymatischen Oxidation von Glucose mit tech-
nischer GOD (ASA).

Das technische Produkt mit einem hohen Katalaseanteil liefert trotz eines voll-
standigen Umsatzes der Glucose kein bleichaktives Wasserstoffperoxid und auch
das gereinigte Produkt (GOD Serva) mit einem Katalaseanteil von weniger als

0,05 % liefert nur 40 % der moglichen Peroxidmenge (Tabelle 24).
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gebildete Produkte Ausbeute | Verhéaltnis GOD : Katalase
Enzym
[o/1] [%] (Herstellerangaben)
Gluconsaure 21,7 99,6
GOD (Se/lrva) > 2000
059 H,0, 1,53| 406
GOD G-29% | Gluconsaure 21,4 98,3 10
(ASA) 5,09/l |H,0, 0 0
Tabelle 24: Umsatz von 20 g/l Glucose mit verschiedenen Glucoseoxidasen (pH =5,

T=38°C,t=3h).

Die Verwendung des technischen Produktes (GOD, ASA) macht bzgl. der Gene-
rierung von H,O, wegen der hohen Katalasenebenaktivitat keinen Sinn. Das gereini-
gte Produkt (GOD, Serva) ist im Moment noch viel zu kostspielig fur einen
okonomisch vertretbaren Prozess. Allerdings lieRen sich mit den bereits erreichten
Peroxidkonzentrationen von ca. 1,5 g/l in simulierten Bleichprozessen Weil3grade

(nach Berger) von 65 erreichen, die fur Farbwaren ausreichend sind.

Angesichts der besprochenen Problematik wurde in der zweiten Projektphase am
DTNW eine andere Strategie zur Senkung der Katalasenebenaktivitat verfolgt.
Katalasen werden durch bestimmte Anionen inhibiert, indem das aktive Zentrum
durch eine Komplexierung des Eisenkerns deaktiviert wird. Gelange eine partielle
Deaktivierung der Katalase im GOD/Katalasegemisch brauchte eine praparative

Trennung der beiden Enzyme nicht durchgeftihrt werden.

In einer Studie wurde der enzymatisch-katalysierte Abbau von Wasserstoffperoxid
mit Katalase in Gegenwart der Anionen Azid N3 untersucht. Unter den gegebenen
Bedingungen vermdgen schon kleine Mengen Katalase, das angebotene Wasser-
stoffperoxid schnell und vollstandig zu Wasser und Sauerstoff zu disproportionieren.
Dies auf3ert sich durch eine starke Blasenbildung in der Reaktionslosung durch
entweichenden Sauerstoff. Figt man der Enzymlosung Salze der o0.g. Spezies zu
und gibt das Peroxid erst nach einer definierten Inkubationszeit hinzu, so wird in
Abhangigkeit von der Inhibitorkonzentration die Abbaureaktion unterdriickt. Wie man
in Abbildung 26 sieht, werden bei einer Konzentration von etwa 3,0 mmol/l Azid
unabhangig von der Reaktionszeit (5 min oder 4 h) nur noch ca. 10 % des vorhan-

denen Wasserstoffperoxids abgebaut. Die Katalaseaktivitdt kann also mit geringen
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Azidkonzentrationen fast vollstandig beseitigt werden. Einen vergleichbaren Effekt
erzielt man mit etwa der zehnfachen Menge Rhodanid SCN'. An realen technischen
GOD-Préaparaten zeigte sich allerdings, dass auch die GOD-Aktivitdt von den
Anionen gesenkt wird, so dass hier weitere Untersuchungen folgen mussten. Dabei
sollten auch andere Inhibitoren getestet werden, nachdem sich Nitrit bereits als
wenig effektiv erwies. In Absprache mit der DBU wurden die Versuche allerdings
eingestellt, da eine befriedigende Losung des Problems in der Projektrestlaufzeit fur

wenig wahrscheinlich angesehen wurde.
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Abbildung 26: Enzymatischer Abbau von Wasserstoffperoxid mit Katalase in Gegenwart
von Natriumazid (t(Inkubation) =5 min, t(Reaktion)=5min bzw. 4 h,
¢(H02)stat = 3,0 g/l, T=25°C, pH-Wert =7, V=50 ml, m(Katalase) =
10 mg).

4.3 Praxisversuche im Industriemafistab

Das Hauptziel des Projektes war die Entwicklung einer innovativen und umweltent-
lastenden Verfahrenstechnik zur kombinierten enzymatischen Vorbehandlung von
Baumwolle. Folgerichtig wurde der Ubertragbarkeit der im Labor gesammelten
Ergebnisse auf die industrielle Praxis eine besondere Bedeutung beigemessen. Dem

entsprechend wurden in der dritten Phase der Projektlaufzeit Praxisversuche bei der
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Textilveredlung an der Wiese in Lorrach durchgefihrt, die im Folgenden dokumen-

tiert werden.

4.3.1 Kombination von Entschlichtung und der Entfernung von Baumwoll-

begleitsubstanzen

In dem F&E-Projekt sollte das alkalische Abkochen durch eine enzymatisch-kata-
lysierte Alternative substituiert werden, die nach Mdoglichkeit in einer Prozessstufe
durchgefuhrt werden kann. Daher wurden Praxisversuche an geschlichteter
Rohbaumwolle realisiert - zum einem im Ublicherweise praktizierten KKV-Verfahren,

aber in Anlehnung an die Technikumsversuche auch im Industriejigger.

Beim KKV-Verfahren wurde das Gewebe mit einer Enzymflotte impragniert. Neben
der zum Entschlichten genutzten a-Amylase wurde im Versuch 2 die Pektinase
Beisol DHP und im Versuch 3 zusatzlich noch die Cellulase Beizym UL verwendet.
Der pH-Wert lag bei 5. Vergleichend wurde eine klassische Entschlichtung allein mit

o-Amylase mit einem anschlieBenden Abkochprozess durchgefuhrt (Versuch 1)

Die Ware wurde nach dieser Behandlung zunadchst nur anhand ihres Entschlich-

tungsgrades (Tabelle 25) und ihrer Benetzbarkeit (Tabelle 26) charakterisiert.

Verfahren Probe Note
1 klassisch entschlichtet 6
1 klassisch entschlichtet und alkalisch abgekocht 7-8
KKV
2 AP: a-Amylase, Pektinase (pH 5) 7
3 ACP: a-Amylase, Cellulase, Pektinase (pH 5) 6
Original 1

Tabelle 25:  Entschlichtungsgrad (TEGEWA-Jodtest) von unterschiedlich im KKV-Verfah-
ren behandelter Baumwolle.

Alle Versuche fuhrten zu einem Entschlichtungsgrad von mindestens 6, der fur eine
Weiterverarbeitung ausreichend ist. Durch das alkalische Abkochen wird die beste

Note von 7 - 8 erzielt, aber auch die Behandlung 2 mit Amylase und Pektinase liefert
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ein sehr gutes Ergebnis (Note 7). Eine zuséatzliche Verwendung von Cellulase (Ver-
such 3) fuhrt zu keiner Verbesserung (Note 6).

Verfahren Probe Trocknung g2
einsinkzeit [s]
RT 18
1 klassisch entschlichtet
SR 37 - >600
1 klassisch entschlichtet und RT 2-3
alkalisch abgekocht SR 5.3
KKV
> AP: a-Amylase, Pektinase RT 27
(PH 5) SR 286
3 ACP: a-Amylase, Cellulase, RT 18
Pektinase (pH 5) SR > 600
Original - > 600

Tabelle 26: Benetzbarkeit (TEGEWA-Tropftest) von unterschiedlich im KKV-Verfahren
behandelter Baumwolle (RT = Trocknung bei Raumtemperatur, SR = Trock-
nung im Spannrahmen).

Bzgl. der Benetzbarkeit der behandelten Baumwolle, die mittels des TEGEWA-
Tropftests bestimmt wurde, ergaben sich grof3e Unterschiede. Die Ergebnisse
hangen zum einen - wie bereits erwahnt - von der Art der Trocknung ab, wobei die
Spannrahmentrocknung der Ublichen Praxis entspricht. Zum anderen hat die Art der
Behandlung entscheidenden Einfluss auf die Gite der Benetzbarkeit. Das mit
Abstand beste Ergebnis liefert die konventionelle Behandlung einschlief3lich des
alkalischen Abkochens. Bei den rein enzymatischen Verfahren ergab sich bei

Versuch 2, wie auch schon beim Entschlichtungsgrad, die beste Hydrophilie.

Zum Vergleich mit den im Labor- und Technikumsmalf3stab durchgefiihrten Ver-
suchen wurden darlber hinaus Versuche im Industriejigger durchgefiihrt. Die
Entschlichtungsgrade und Tropfeneinsinkzeiten der unterschiedlich behandelten
Baumwolle werden in

Tabelle 27 und Tabelle 28 vorgestellt.
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Verfahren Probe Note
1 klassisch entschlichtet und alkalisch abgekocht 7-8
2a AP: a-Amylase, Pektinase (pH 5) 6
Jigger 2b ACP: a-Amylase, Cellulase, Pektinase (pH 5) 6
3a AP: a-Amylase (pH 5), Pektinase (pH 8) 5
3b | ACP: a-Amylase, Cellulase (pH 5), Pektinase (pH 8) 6
Original 1
Tabelle 27:  Entschlichtungsgrad (TEGEWA-Jodtest) von unterschiedlich im Jigger behan-

delter Baumwolle.

Wie beim KKV-Verfahren liefert hier die klassische Behandlung mit einem Entschlich-

tungsgrad von 7 - 8 das beste Ergebnis. Die rein enzymatischen Versuche fihren zu

Noten von 5 - 6.

Verfahren Probe Trocknung g2
einsinkzeit [s]
1 klassisch entschlichtet und RT /-8
alkalisch abgekocht SR 120 - > 600
22 AP: a-Amylase, Pektinase RT 1
(PH 5) SR > 600
Jiager 2h ACP: a-Amylase, Cellulase, RT !
'gge Pektinase (pH 5) SR 378
3 AP: a-Amylase (pH 5), RT 8
a )
Pektinase (pH 8) SR 125 - > 600
3b ACP: a-Amylase, Cellulase RT 10
(pH 5), Pektinase (pH 8) SR 133 - > 600
Original - > 600
Tabelle 28: Benetzbarkeit (TEGEWA-Tropftest) von unterschiedlich im Jigger behandelter

Baumwolle (RT = Trocknung bei Raumtemperatur, SR = Trocknung im Spann-
rahmen).




77

Bzgl. der Benetzbarkeit lassen sich keine generellen Trends erkennen. Alle im Jigger
durchgeflihrten Versuche fihren zu &ahnlichen Tropfeneinsinkzeiten, wobei die
spannrahmengetrocknete Ware grundsatzlich wieder schlechter abschneidet. Die
Ergebnisse aus den Technikumsversuchen werden nur teilweise bestatigt. So wéare
das beste Ergebnis bei der Prozessfuhrung Ill, die dem Industrieversuch 3b ent-
spricht, zu erwarten gewesen (vgl. Abbildung 23 und Tabelle 23, S. 68/69). In der
Praxis zeigte sich jedoch, dass die Benotungen unabhangig von den verwendeten
Enzymen und der Prozessfiihrung nahezu gleich sind, so dass fur die Realisierung in
jedem Fall das einfachste Verfahren zu bevorzugen ware, also die Variante 2a, bei
der nur die Pektinase der a-Amylase zugefuhrt wird und kein pH-Wert-Wechsel statt-
findet.

4.3.2 Heillbleiche der enzymatisch behandelten Baumwolle

Die klassische Baumwollvorbehandlung ist in der Regel mit dem alkalischen
Abkochen nicht abgeschlossen, da die farbgebenden Komponenten der Baumwolle
(Chromophore, Pigmente) hierdurch nicht beseitigt werden. Daher wird nahezu in
allen Féllen eine Bleichstufe angeschlossen, bei der ein Weil3grad (nach Stensby)

von mindestens 90 erzielt werden soll.

Dem entsprechend wurden die zuvor unterschiedlich - d.h. klassisch oder rein
enzymatisch - behandelten Baumwollgewebe einer Heil3bleiche unterzogen wurden,
bei der auch der Entschlichtungsgrad und die Benetzbarkeit weiter verbessert

werden.

Wie man

Tabelle 29 entnehmen kann, steigt die TEGEWA-Jodtest-Note in allen Fallen um
etwa eine Note, so dass man auch bei den rein enzymatischen Verfahren zu
exzellenten Ergebnissen gelangt. Mit einer Note von 8 ist das Ergebnis fur das
enzymatische KKV-Verfahren mit a-Amylase und Pektinase (KKV 2) nur geringfligig

schlechter als die klassische Prozedur (KKV 1).
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Verfahren Probe Note
1 klassisch entschlichtet und alkalisch abgekocht 8-9
KKV 2 AP: a-Amylase, Pektinase (pH 5) 8
3 ACP: a-Amylase, Cellulase, Pektinase (pH 5) 7-8
1 klassisch entschlichtet und alkalisch abgekocht 7-8
2a AP: a-Amylase, Pektinase (pH 5) 6-7
Jigger 2b ACP: a-Amylase, Cellulase, Pektinase (pH 5) 6-7
3a AP: a-Amylase (pH 5), Pektinase (pH 8) 5-6
3b | ACP: a-Amylase, Cellulase (pH 5), Pektinase (pH 8) 6
Original 1
Tabelle 29:  Entschlichtungsgrad von unterschiedlich behandelter Baumwolle (TEGEWA-

Besonders drastische Auswirkungen hat die Hei3bleiche auf die Benetzbarkeit
(Tabelle 30). Hydrophobe Riuckstande, die durch die enzymatische Vorbehandlung
in der Entschlichtungsstufe noch nicht mobilisiert wurden, werden offensichtlich
durch die anschlielende Heil3bleiche entfernt, so dass die Benetzbarkeit aller rein
enzymatisch vorbehandelten Proben mit der der klassischen Verfahren vergleichbar
ist; die Verfahren, bei denen a-Amylase und Pektinase bei einem pH-Wert von 5

eingesetzt wurden, liefern hier sogar bessere Ergebnisse als bei den Baumwoll-

Jodtest) nach einer Heil3bleiche.

geweben, die zuvor konventionell entschlichtet und alkalisch abgekocht wurden.
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Verfahren Probe Tropfeneinsinkzeit [s]
L | Messsemsenetnd | 5137313/3=3
KKV 5 AP: a-Amylase, Pektinase 1/1/1/1/1=1
(PH 5)
3 | ACP: F‘i‘eﬁm]ﬁg:e(p Eleé')“'ase' 2/2/2/2/2=2
| Messseseetnd | 121212/2+2
22 AP: a-Amylase, Pektinase <1/<1/<1/1/1=<1
(PH 5)
Jigger | 2b | ACF F‘@‘eﬁm]ﬂg:e(p E'eé')“'ase’ 3/2/1/1/1=1,6
3a AP:PZQnmg’isé ﬁlpg') 5), 2/212/2/2=2
3b Ag: g)'f‘gfg‘s:’sg?gﬂ'g?e 2/3/4/3/3=3

Tabelle 30: Benetzbarkeit (TEGEWA-Tropftest) von unterschiedlich behandelter Baum-
wolle nach einer Heil3bleiche.
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88 884
KKV Jigger
Abbildung 27: WeilRgrad (nach Stensby) von unterschiedlich behandelter Baumwolle

nach einer Heillbleiche.
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In Abbildung 27 werden die Weil3grade (nach Stensby) der unterschiedlich behan-
delten Baumwollgewebe nach der Heil3bleiche dargestellt. Alle Proben erzielen einen
ausgezeichneten Weilgrad von mehr als 90, wobei auch hier - sowohl im KKV-
Verfahren als auch nach einer Jiggerbehandlung - die hochsten Werte bei den rein

enzymatischen Prozeduren erreicht werden.

Da die Vorbehandlung - insbesondere das unspezifische alkalische Abkochen - auch
direkten Einfluss auf das Gewicht und die mechanischen Eigenschaften der
Baumwolle nimmt, wurden diese fur die im praxisrelevanten KKV-Verfahren behan-

delten Proben bestimmit.

Der Gewichtsverlust der Vorbehandlung (Tabelle 31) resultiert in erster Linie aus der
Entfernung der Starkeschlichte und der Entfernung der unerwiinschten Baumwoll-
begleitsubstanzen. Daruber hinaus fiuhrt eine Alkalibehandlung allerdings auch zu

einer partiellen Hydrolyse der Cellulose, die das Gewebe schwacht.

Flachengewicht
Probe
[9/m?] rel. [%)]
1 | klassisch entschlichtet und alkalisch abgekocht 166 -11,2
2 AP: a-Amylase, Pektinase (pH 5) 172 -8,0
3 | ACP: a-Amylase, Cellulase, Pektinase (pH 5) 170 -9,1
Original 187 -

Tabelle 31: Flachengewichte von unterschiedlich behandelter Baumwolle nach der
gesamten Vorbehandlung incl. der Heil3bleiche.

Wie zu erwarten war, verzeichnete die klassisch vorbehandelte Ware den hdchsten
Gewichtsverlust. Das Flachengewicht sank von 187 g/m? um 11,2 % auf 166 g/m?.
Beim enzymatischen Verfahren mit a-Amylase und Pektinase sank das Flachen-
gewicht dagegen nur um lediglich 8,0 %. Beim zusatzlichen Einsatz von Cellulase,
die auch die Faserstruktur der cellulosischen Baumwolle oberflachlich angreift, liegt
der Gewichtsverlust mit 9,1 % etwas hoher, aber immer noch deutlich unter dem

Wert fur die klassische Variante, bei der alkalisch abgekocht wurde.
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Abbildung 28: Polymerisationsgrad DP (nach DIN 54270-T3) und Festigkeit (nach
DIN 53857 1, Streifenzugversuch) von unterschiedlich behandelter
Baumwolle nach einer Heil3bleiche.
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Die unterschiedliche Schwachung des Gewebes durch die jeweilige Vorbehandlung
zeigt sich am deutlichsten in den mechanischen Eigenschaften der Ware. In
Abbildung 28 werden die Ergebnisse von Polymerisationsgradbestimmungen und
Streifenzugversuchen vorgestellt. Die jeweils besten mechanischen Eigenschaften
lieferte das rein enzymatische Verfahren 2, bei der weder eine alkalische Hydrolyse
durch Natronlauge noch eine enzymatisch-katalysierte Hydrolyse durch die Cellulase

stattgefunden hat.

4.3.3 Farberei der enzymatisch behandelten Baumwolle

Neben den zuvor genannten Parametern fir die Beurteilung einer Vorbehandlung
von Baumwolle gilt die Anfarbbarkeit der Ware als wichtiges Kriterium fiir deren
Gute, da ein Grol3teil der Ware nicht als WeilRware sondern gefarbt weiterverarbeitet
wird. Daher wurden Teile der verschieden vorbehandelten Warenbahnen einer
reprasentativen Farbung in einem Mittelgrauton unterzogen. Die Muster wurden

anschlieBend jeweils links, in der Mitte und rechts farbmetrisch untersucht.

Verfahren Behandlung Position AE Beurteilung
klassisch entschlichtet, links 043
1 | alkalisch abgekocht + Mitte (Referenz) 0
Tl rechts 0,43
links 0,37
KKV 2 AP + gebleicht Mitte 0,55 gut
rechts 0,59 gut
links 024 | sehrgut |
3 ACP + gebleicht Mitte 0,69 gut
rechts 0,21 ;

Tabelle 32: Farbabstand AE (D65/10) von verschieden im KKV-Verfahren vorbehandelten
Baumwollproben im Vergleich zur klassisch vorbehandelten Baumwolle nach
der Farbung in einem Mittelgrauton (Beurteilung: 0 - 0,5 sehr gut, 0,5 - 0,8 gut,
0,8 - 1,0 maRig, > 1,0 schlecht).
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Zur Charakterisierung der Farbung wurden die farbmetrischen Ergebnisse mit dem
Ergebnis der klassisch vorbehandelten und gefarbten Ware (Mitte) verglichen. Die
Abweichungen zu diesem Standard werden in Tabelle 32 aufgefihrt. Vereinfachend
wird hier nur der wichtigste Parameter - der Farbabstand AE - angegeben, wobei
eine Differenz von weniger als 0,5 vom menschlichen Auge nicht mehr
wahrgenommen werden kann. Ein Wert zwischen 0,5 und 0,8 gilt immer noch als
gut. Die Messergebnisse zeigen, dass alle Muster gut bis sehr gut im Vergleich zur
Standardware durchgefarbt wurden. Berucksichtigt man dartber hinaus, dass auch
bei der klassisch vorbehandelten Ware an den Randern Abweichungen von bis zu
0,5 zur Referenz in der Mitte auftreten, so ergibt sich daraus, dass die rein
enzymatisch vorbehandelte Ware keinen signifikanten Unterschied im Farbabstand

zur konventionell vorbehandelten Ware aufweist.
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5 Vergleich eines enzymatischen Verfahrens mit einer konventionellen

Baumwollvorbehandlung durch eine 6konomisch-6kologische Analyse

In einem durchschnittlichen deutschen mittelstandischen Textilveredlungsbetrieb
werden taglich rund 35.000 Laufmeter Baumwolle vorbehandelt - fast ausschlief3lich
nach dem KKV-Verfahren, so dass sich die folgenden Berechnungen allein auf
dieses Verfahren beziehen. Bei einer durchschnittlichen Warenbreite von 1,70 m und
einem durchschnittichen Warengewicht von 150g/m? sowie 230 Arbeitstagen

ergeben sich somit etwa 2.000 t Baumwolle pro Jahr.

Das alkalische Abkochen, auf das bei gleicher Warenqualitat nach der kom-
pletten enzymatischen Vorbehandlung incl. Bleiche vollstandig verzichtet
werden kann, wird vom Veredler bei der konventionellen Prozedur mit etwa
0,24 €/kg Baumwolle (bzw. 0,06 €/Laufmeter) veranschlagt. Diese Kalkulation bein-
haltet samtliche Energie-, Wasser-, Chemikalien- und Personalkosten sowie die

Abschreibungen der Maschinen.

Aus diesen Eckdaten ergeben sich fur das alkalische Abkochen jahrliche Kosten von
etwa 480.000 €. Demgegenuber stehen die Kosten fur die in dem enzymatischen
Alternativverfahren zuséatzlich verwendete Pektinase Beisol DHP mit einem Preis von
3,50 €/kg Enzymformulierung, wobei die Pektinase ohne einen zusatzlichen
Arbeitsschritt einfach im Foulardierprozess mit der Amylasegabe kombiniert werden
kann. Bei einer Flottenaufnahme von nahezu 100 % bei der Enzymimpragnierung
(Klotzen) und einem Pektinasebedarf von 4 ml/l und einer Dichte des Produkts von
nahezu 1 kg/l bendtigt man fur 2.000 t Baumwolle dementsprechend 8.000 kg Enzym
zu einem Preis von etwa 28.000 €. (0,014 €/kg Baumwolle).

Letztlich ergibt sich somit fir den mittelstdndischen Textilveredler ein jahr-

liches Kosteneinsparpotential von etwa 450.000 €.

Des Weiteren ist das kombinierte enzymatische Verfahren durch das Wegfallen einer
kompletten Behandlungsstufe mit einer deutlichen Verklrzung des Gesamtprozesses
verbunden, wodurch sich die Produktivitat bei gleichem Personalbedarf steigern

lasst, so dass sich die Vorbehandlungskosten weiter reduzieren.
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Aus 0Okologischer Sicht erweist sich das kombinierte enzymatische Vorbehandlungs-
verfahren ebenfalls als auf3erst attraktiv. Beim konventionellen Verfahren werden bis
zur abschlieBenden Bleiche etwa 15 Brauchwasser pro kg Baumwolle bendtigt
(1 I Klotzen, 8 | Waschen, 3 | alkalisches Abkochen und nochmals 3l Waschen). Das
enzymatische Verfahren bendtigt dagegen nur 9 |, da das alkalische Abkochen und
die zusatzliche Waschstufe wegfallen. Dies entspricht einer Brauch- und Abwas-
serersparnis von 40 %. Bei einer Jahresproduktion von etwa 2.000 t Baumwolle

ergibt sich demnach ein verringerter Wasserbedarf von 12.000 m®.

Dariber hinaus findet das alkalische Abkochen und der folgende Wasch- und
Spulprozess bei Temperaturen nahe dem Kochpunkt von Wasser statt, so dass sich
hieraus zusatzlich ein hohes Potential zur Energieeinsparung ergibt. Wegen der
hohen Warmekapazitat von Wasser benotigt man zur Erhitzung von einem Liter etwa
10 °C kuhlem Brauchwasser auf die Prozesstemperatur von 98 °C einen Energie-
eintrag von 368,3 kJ. Bei einem verringerten HeiRwasserbedarf von 12.000 m®
kdnnen somit jahrlich etwa 4.420 GJ bzw. 1,23 Mio. kWh eingespart werden
(ohne Warmeruckgewinnung und -verluste). Diese Energiemenge entspricht je
nach Energiequelle einer Kohlendioxidemission von etwa 230 - 500 t bezogen auf
eine vollstandige Verbrennung von Erdgas mit einem gunstigen Kohlenstoff/Was-
serstoff-Verhaltnis (0,19 kg CO./kWH, geringe CO-Intensitat) bzw. von Braunkohle
mit einem ungunstigen Kohlenstoff/Wasserstoff-Verhaltnis (0,41 kg CO./kWh, hohe
COg-Intensitat).

Des Weiteren werden beim alkalischen Abkochen neben dem Verbrauch von
Hilfsmitteln vor allem etwa 25 g NaOH/I Flotte bzw. etwa 75 g NaOH/kg Baumwolle
eingesetzt. Bei einer Jahresproduktion von 2.000 t sind dies 150 t NaOH, auf die
Im alternativen enzymatischen Verfahren verzichtet werden kann, so dass die
Salzfracht im Abwasser um den entsprechenden Betrag verringert werden

kdnnte.

Zusammenfassend wird in Tabelle 33 das 6kondtmische und 6kologische Einspar-
potential des von den Projektpartnern entwickelten enzymatischen Verfahrens im
Vergleich zur konventionellen Prozedur dargestellt, welches sich aus dem Verzicht

auf das alkalische Abkochen durch den Einsatz von Pektinasen in der Entschlich-
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tungsstufe ergibt, wobei die Warenqualitat nach einer anschlielenden Bleiche in
jeder Hinsicht gleichwertig ist.

Kosten 226,-- €
Wasserbedarf 6.000 |
Energie 2,21 GJ bzw. 615 kWh
CO, 115 - 250 kg
NaOH 75 kg

Tabelle 33:  Einsparpotential bei Anwendung des kombinierten Einsatzes von a-Amylasen
und Pektinasen gegeniber der konventionellen Baumwollvorbehandlung
(Entschlichtung mit a-Amylasen und alkalisches Abkochen) bezogen auf eine
Tonne Baumwolle.

Die Angaben beziehen sich auf die Vorbehandlung jeweils einer Tonne Baumwolle,
so dass ein interessierter textilveredelnder Betrieb die Zahlen leicht auf seine

Produktionsmenge Ubertragen kann.
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6 Diskussion

Im Verlaufe des dreijahrigen Projektes konnte eine erfolgreiche Strategie zum
kombinierten Einsatz von a-Amylase und Pektinase in der Baumwollvor-

behandlung entwickelt werden.

Dabei werden die pektinspaltenden Enzyme der Entschlichtungsflotte zugefihrt, so
dass die Entschlichtung stattfinden kann, wahrend gleichzeitig die Entfernung
unerwiunschter Baumwollbegleitstoffe derartig vorbereitet wird, dass sie letztlich in
einer Bleichstufe ganzlich mobilisiert und von der Baumwolle entfernt werden

kénnen.

Die zunachst im Labor- und Technikumsmalstab gesammelten Ergebnisse konn-
ten in der letzten Projektphase erfolgreich auf den Einsatz im grol3technischen
Dabei

vorbehandelte Ware nach einer Bleiche die gleichen oder sogar bessere Quali-

Maf3stab Ubertragen werden. zeigte sich, dass die enzymatisch
tatsmerkmale aufweist als eine konventionell entschlichtete und alkalisch abge-

kochte Ware.

Ware
Parameter klassische komblnl_ertﬁ
Behandlung enzymatische
Behandlung
Entschlichtungsgrad 8-9 8
Tropfeneinsinkzeit [s] 3 1

Flachengewicht [g] (Abnahme zur Rohware)

166 (- 11,2 %)

172 (- 8,0 %)

WeilRgrad (Stensby) 90,2 90,5
Hochstzugkraft [daN] 61,6 63,0
Dehnung bei Frax [%] 24,4 24,7
DP-Grad 1590 1694
Farbabstand nach Farbung 0-0,43 0,37 - 0,59

Tabelle 34: Verschiedene Parameter von Baumwolle, die im KKV-Verfahren enzymatisch
vorbehandelt wurde, im Vergleich zu klassisch entschlichteter und alkalisch

abgekochter Ware (nach einer Heil3bleiche).
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In Tabelle 34 werden verschiedene, fir den Textilveredler relevante Parameter der
unterschiedlich im KKV-Verfahren behandelter Baumwollwaren zusammengefasst.
Wie man sieht, unterscheiden sich die Messwerte fir den kombinierten Enzym-
einsatz nur geringfiigig von denen der klassischen Behandlung, die das dkologisch
bedenkliche alkalische Abkochen beinhaltet, bzw. sind in den meisten Féllen sogar
besser, was insbesondere fur die mechanischen Eigenschaften gilt, da eine
Schwéchung der Baumwolle durch eine alkalische Hydrolyse der (-1,4-Bindungen

der Cellulose durch NaOH vermieden wird.

Dies bedeutet wiederum, dass durch den kombinierten Einsatz von a-Amy-
lasen und Pektinasen auf das alkalische Abkochen ganzlich verzichten
werden kann, ohne Kompromisse beim Vorbehandlungsergebnis in Kauf
nehmen zu missen. Weder das Benetzungsverhalten, noch der Weil3grad und die
Anfarbbarkeit der gebleichten Ware sind schlechter als bei einer konventionell
vorbehandelten Baumwolle, wobei es gleichzeitig zu einer deutlich geringeren

Schadigung des Gewebes kommt.

Die Einsparung eines Teilprozesses hat eine Einsparung von Zeit, Hilfschemi-
kalien, Energie und vor allem von Brauchwasser zur Folge. Daraus ergeben
sich sowohl 6konomische als auch 6kologische Vorteile fir den Anwender, die

bereits in Kapitel 5 beschrieben wurden (s. S 84-86).

Uber das Hauptziel des Projektes hinaus, konnten an der TUHH extremophile
Lipasen aus unterschiedlichen Bakterienstammen hergestellt werden, die Uber eine
hohe Aktivitat bzgl. der Hydrolyse von verschiedenen Fetten unterschiedlicher
Kettenlange verfiugen. Des Weiteren sind diese Lipasen uber einen weiten
Temperatur- und pH-Wert-Bereich stabil. Ihre Empfindlichkeit gegentiber Calcium-
und Magnesiumkationen schloss allerdings eine Verwendung in dem angestrebten
Prozess aus, da diese lonen im Prozesswasser enthalten sind und zuséatzlich Gber
den nattrlichen Calcium- und Magnesiumgehalt der Ware in die Behandlungsflotte

eingetragen werden.
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Als Teilziel des Projektes wurde eine Weiterverwertung einer nach einer Entschlich-
tung mit Amyloglucosidase glucosehaltigen Behandlungsflotte in der Bleichstufe an-
gestrebt. Das Problem, dass technische GOD-Praparate immer Katalase enthalten,
welches bei der Glucoseoxidation entstandenes bleichaktives Wasserstoffperoxid
unmittelbar zerstort, konnte im Verlaufe des Projektes nicht geltst werden. Es wur-
den Untersuchungen zur selektiven Inhibierung von Katalase in technischen GOD-
Katalase-Praparaten durchgefuhrt. Verschiedene anorganische Anionen sind in der
Lage, die Aktivitat von Katalase nachhaltig zu senken. Da aber auch die Glucose-
oxidase von den untersuchten Spezies inhibiert wird, ist die vorgeschlagene selek-

tive Inhibierung von Katalase noch nicht gegliickt. Hier bedarf es weiterer Forschung.
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7 Offentlichkeitsarbeit

Gemald den Richtlinien der DBU wurde am 29.04.2004 in LOrrach ein Status-
seminar abgehalten. Am 23.03.2005 fand in Osnabrick ein Abschlussseminar zur
Prasentation der erzielten Resultate statt. Des Weiteren sollen die Ergebnisse zu
einem spateren Zeitpunkt in der einschlagigen Fachliteratur veroffentlicht werden.
Daruiber hinaus wird der Abschlussbericht in einer verkirzten Form als DTNW-

Mitteilung publiziert.



91

8 Fazit

In dem dreijahrigen von der DBU geftrderten Forschungsvorhaben haben die
Projektpartner DTNW, CHT, TUHH und TV a.d.W. gemalR der anfanglichen Ziel-
setzung eine Verfahrenstechnik zum kombinierten Einsatz von Enzymen in der

Baumwollvorbehandlung entwickelt.

Dabei wurde die Partnerstruktur im Vorfeld so gewahlt, dass ein ausgewogenes
Verhdaltnis aus Forschungseinrichtungen, Enzym- und Hilfsmittelherstellern sowie
Anwendern vorhanden war, die die Umsetzung der Fragestellungen vom Labormal3-
stab in die industrielle Praxis gewéahrleistete. Gemal} dem Projektantrag wurden die
Labor- und Technikumsversuche sowie die textilspezifischen Untersuchungen
Uberwiegend am DTNW und bei der CHT durchgefihrt. Die TUHH beschéftigte sich
mit der Herstellung und Reinigung von extremophilen Lipasen. Die Uberfilhrung der
gesammelten Ergebnisse in die grofRtechnische Praxis wurde in Absprache aller
Projektpartner bei der TV a.d.W. durchgefuhrt.

Die Zusammenarbeit der Partner erwies sich dabei als fruchtbar und die
durchgefuhrte Vorgehensweise hat sich bewahrt, so dass im Verlaufe des

Projektes nahezu alle gesteckten Ziele erfullt werden konnten.

Das von den Projektpartnern entwickelte Verfahren erméglicht einem textil-
veredelnden Betrieb die Einsparung eines kompletten 6kologisch bedenk-
lichen Arbeitsschrittes - dem alkalischen Abkochen in der Baumwollvorbe-
handlung - und ist mit einer Vielzahl von 0kologischen aber auch 6konomi-

schen Vorteilen verbunden.

Aus dem erfolgreichen Projekt ergeben sich neue Aufgabenstellungen fur die
Zukunft, wie etwa die Einbeziehung der vorgeschalteten Entmineralisierung in den
Entschlichtungsprozess durch den Einsatz von saureresistenten a-Amylasen sowie
die Generierung potentieller Einsatzgebiete der von der TUHH entwickelten
thermophilen Lipasen. Die richtungsweisenden Versuche zur selektiven Inhibierung

von Einzelaktivitaten in Enzymmischungen sollten ebenfalls konkretisiert werden.
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