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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Fir die Farb- und Funktionsgebung von Polyestergarnen fur z.B. Sonnenschutzgewebe werden in groRem
Umfang Nassprozesse als diskontinuierliche Garn- oder Stuckfarbung durchgefihrt, wodurch es
prozessbedingt zur Abgabe von 1-3 % Oligomeren bezogen auf das Fasergewicht ins Farbereiabwasser
kommt. Diese kurzkettigen Verbindungen bilden Kristalle, die sich an der Faseroberflache, den Apparaten
und Rohrleitungen ablagern und darlber hinaus in das Prozessabwasser gelangen, wo sie als
Submikroplastik (Oligomere und speziell die cyclischen Trimere) auftreten. Zur Reduzierung dieser
Oligomere sind der Einsatz hoher Temperaturen, Chemikalien sowie Textilhilfsmittel notwendig. Eine
Alternative zu Ublichen chemischen Hilfsmitteln, die zur Reduktion von Oligomeren eingesetzt werden,
kann der Einsatz von Enzymen, sog. Polyesterasen, sein. In diesem Vorhaben sollte daher ein innovatives
und praxistaugliches enzymatisches Verfahren fiir die Entfernung von Oligomeren im Rahmen der PET-
Farbung entwickelt und fir industrielle Nutzung verfugbar gemacht werden.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Die neu zu entwickelnde schonende Reinigungsmethode soll durch den Einsatz von Oligomer-
abbauenden Polyesterasen realisiert werden. Hierflir werden kommerziell erhaltliche Enzyme beschafft
und diese hinsichtlich ihrer Aktivitdt bei unterschiedlichen Temperaturen, pH-Werten und in
unterschiedlichen Puffern mit Hilfe von Aktivitatstests analysiert. Auf Basis dieser Ergebnisse werden
erste Versuchsbedingungen zum Oligomer-Abbau im LabormaRstab abgeleitet. Daraufhin werden die
einzelnen Parameter auf einen groReren Ansatz Ubertragen und in einem Laborfarbeapparat fir einen
optimalen Oligomer-Abbau weiter angepasst. AnschlieBend wird eine Reinigungsmethode sowohl fir
Fasern und Garne als auch die genutzten Maschinen entwickelt. Dazu werden konventionelle
Polyesterfarbungen mit unterschiedlichen Farbstoffen zunachst im Labormalistab durchgefiihrt und mit
den zuvor festgelegten Verfahrensparametern nach der Farbung behandelt. Im Anschluss daran soll die
Skalierung auf den Laborfarbeapparat sowie die Implementierung in die laufenden Prozesse erfolgen.
Flottenverhaltnis, Enzymmenge und Inkubationszeit werden auf einen optimalen Oligomer-Abbau
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eingestellt. Sowohl die Farbeapparate als auch die gefarbten Produkte sowie das Abwasser werden auf
verbliebene Oligomere untersucht. Um die Umweltbelastung so gering wie mdglich zu halten, wird
untersucht, wie die Enzyme aus den Reinigungsflotten riickgewonnen und wiederverwendet werden
kénnen. Hierzu werden die Immobilisierung an chemikalienresistente, wasserdurchlassige Filter sowie die
Immobilisierung an magnetische Beads untersucht. AbschlieRend soll der gesamte Prozess hinsichtlich
seiner Umweltrelevanz bewertet werden.
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Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen des Forschungsprojektes wurden Oligomere aus Garnspulen des Projektpartners Schmitz
Textiles GmbH extrahiert und als Substrat fiir die Abbauuntersuchungen eingesetzt. In der Literatur
wurden unterschiedliche Polyesterasen beschrieben, die Polyethylenterephthalat funktionalisieren bzw.
abbauen kénnen. Kommerziell erhaltliche Polyesterasen wurden beschafft und untersucht. Damit ein
Einschritt-Verfahren (Polyesterfarbung und gleichzeitiger Oligomer-Abbau) entwickelt werden konnte,
wurde die Resistenz der Polyesterasen bei verschiedenen Verfahrensparametern (Temperatur, pH-Wert,
Zeit) mit Hilfe von Aktivitatstests basierend auf kolorimetrischen Substraten untersucht. AnschlieRend
wurde die Fahigkeit, Oligomere abzubauen, untersucht. Dazu wurde ein spektrophotometrischer Test
etabliert. Im Labormalstab konnte insbesondere eine Lipase aus Aspergillus oryzae identifiziert werden,
die Oligomere abbauen konnte. Der Vorteil dieser Lipase war, dass sie in relativ grolen Mengen
preisgunstig verfugbar war. Zum Ende des Projektes anderte sich dies jedoch und die Lipase sowie
Vergleichsprodukte sind bis mindestens Mitte 2023 nicht mehr lieferbar.

Die enzymatische Behandlung von Garnproben zeigte keinen Einfluss auf die Farbgebung und auf diverse
textilphysikalische Merkmale der Garne. Allerdings war ein Abbau der Oligomer-Ablagerungen auf der
Faseroberflache visuell nicht sichtbar.

Ein Up-Scaling der Versuche im Labormalfistab auf einen Laborfarbeapparat gelang nur maRig gut, obwohl
das Enzym Uber den gesamten Versuchszeitraum aktiv blieb. Verschmutzungen im Farbeapparat blieben
auch nach der enzymatischen Reinigung zurtick. Extraktionsversuche der Ruckstédnde des Farbeapparats
zeigten, dass neben Oligomeren, auch andere Substanzen (z.B. Farbstoffe) im Farbeapparat vorhanden
waren. Diese konnten enzymatisch nicht abgereinigt werden und stérten vermutlich die Reaktion.

Da weder die Reinigung des Laborfarbeapparates noch eine Abreinigung der Faseroberflache mit den
kommerziell erhaltlichen Enzymen in einem zufriedenstellenden Malle gelang, wurde die
Literaturrecherche intensiviert und nach weiteren (auch nicht kommerziell erhaltlichen) Polyesterasen
gesucht. Dabei entstanden Gesprache mit der Arbeitsgruppe von Prof. Schwaneberg (RWTH Aachen),
die Cutinasen an sogenannte Ankerpeptide gekoppelt hat. Das Ankerpeptid bringt das Enzym in rdumliche
Nahe zum Substrat und fuhrt dadurch zu einer besseren Substratumsetzung. Im Falle von PET konnte
damit in der Arbeitsgruppe von Prof. Schwaneberg eine 6-fache Steigerung beim Polyesterabbau
beobachtet werden. Die Plasmide mit der genetischen Information der Wildtyp-Cutinase (TCur1278-WT)
sowie der Cutinase gekoppelt an das Ankerpeptid (TCur1278-TA2) wurden der HSNR freundlicherweise
zur Verfligung gestellt. Aufgrund von Lieferschwierigkeiten fir Medien, die fir die Expression der
Cutinasen bendtigt wurden, stand zum Ende der Projektlaufzeit keine ausreichende Menge der Cutinasen
fur weitergehende Untersuchungen zur Verfligung. Parallel wurde eine weitere Polyesterase (TfCut2) an
der HSNR kloniert, exprimiert und aufgereinigt sowie auf die Fahigkeit zum Oligomerabbau untersucht.
Da aber auch hier nur sehr geringe Konzentrationen gegen Ende der Projektlaufzeit vorlagen, konnte erst
einmal kein Oligomerabbau nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurden Gesprache mit Prof. Bornscheuer und Dr. Wei der Universitat Greifswald gefuhrt.
Extrahierte Oligomerproben wurden nach Greifswald geschickt und mit einer Oligomer-abbauenden
Polyesterase behandelt. Abbauprodukte der Oligomere konnten in diesen Versuchen festgestellt werden.
Leider konnte diese Polyesterase aus zeitlichen Grinden nicht mehr fur die Reinigungsversuche
verwendet werden.

Um die Umweltbelastungen so gering wie mdglich zu halten, sollten die verwendeten Enzyme immobilisiert
werden, um eine Riickgewinnung auf der Reinigungsflotte zu ermdglichen. Als Immobilisierungsreagenz
wurden magnetische Beads gewahlt, da diese eine Bewegung der Enzyme in der Flotte erlaubten. Durch
magnetische Separation kénnen diese Partikel aus wassrigen Losungen wiedergewonnen werden.
Aufgrund von Corona-bedingten Lieferschwierigkeiten der magnetischen Partikel sowie der bendtigten
Kopplungsreagenzien konnten diese Versuche erst gegen Ende der Projektlaufzeit durchgefihrt werden,
so dass Versuche im Laborfarbeapparat nicht mehr moglich waren. Jedoch konnte eine gute
Immobilisierungseffizienz und Aktivitdt der immobilisierten Polyesterasen im Labormafstab erreicht
werden, so dass von einer effektiven Umsetzung der Oligomere sowie einer effektiven Rickgewinnung
aus der Flotte ausgegangen werden kann.

Insgesamt ist zu sagen, dass Polyesterasen identifiziert werden konnten, die Oligomere abbauen kénnen.




Offentlichkeitsarbeit und Priasentation

Zu Beginn der Pandemie wurde ein Vortrag bei der GFC Dornbirn eingereicht, in dem es allgemein um
Polyester und Enzyme gehen sollte. Dort sollte auch das Thema Submikroplastik behandelt werden.
Dieser Vortrag wurde leider nicht angenommen. Nachdem das Projekt einige Zeit lief und sich
herauskristallisierte, dass der enzymatische Abbau der Oligomere und die Etablierung einer
Reinigungsmethode nicht wie geplant entwickelt und durchgefihrt werden konnte, wurde auf weitere
Vortragseinreichungen verzichtet, da nur sehr wenige positive Ergebnisse prasentiert werden konnten.
Aus diesem Grund wurde auch auf Veroffentlichungen in Fachzeitschriften verzichtet. In persdnlichen
Gesprachen mit Firmen und Partnern wurde das Problem Submikroplastik thematisiert.

Fazit

Im Rahmen des Forschungsprojektes konnten kommerziell erhéltliche Polyesterasen identifiziert werden,
die im Labormafstab Oligomere abbauen kdnnen. Allerdings lie sich dieser Ansatz nicht auf die
Farbeapparate beim Projektpartner Schmitz Textiles GmbH transferieren. In den praxisnahen
Farbeprozessen treten noch zu viele Stoérfaktoren auf, die die enzymatische Reaktion hemmen bzw. die
enzymatisch nicht abgereinigt werden kénnen. Fur ein Folgeprojekt ist es von Vorteil bzw. zwingend
notwendig, wenn einer der beiden Partner in der Enzymentwicklung tatig ist. Rein mit kommerziellen
Enzymen und den Corona-bedingten Lieferschwierigkeiten dieser Enzyme und anderer Reagenzien
konnte keine zufriedenstellende Reinigungsmethode entwickelt werden. Die Hochschule Niederrhein
konnte erst gegen Ende des Projektes selbstentwickelte Enzyme zur Verfiigung stellen, die jedoch
teilweise nicht mehr wahrend der Projektlaufzeit getestet werden konnten.
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1 Zusammenfassung

Ziel des Projektes war die Entwicklung eines innovativen und praxistauglichen enzymatischen
Verfahrens fiir die Entfernung von Submikroplastik (Oligomere) im Rahmen der PET-Farbung. Daflr
wurden kommerziell erhaltliche Polyesterasen auf ihre Fahigkeit Oligomere abzubauen untersucht.
Die Verfahrensparameter flr eine Enzymbehandlung wurden an der Hochschule Niederrhein
(HSNR) erst im Labormalstab erprobt, um spater bei der Firma Schmitz Textiles (ST) fur den
Industriemalistab hochskaliert zu werden. Ziel des enzymatischen Verfahrens sollte sein, auf die
regelmafige Reinigung der Farbegerate verzichten und ein Vergrauen der textilen Warenoberflache

vermeiden zu konnen.

2 Einfuhrung und Motivation

Polyesterfasern sind mit 56,7 Mio. t die am weitesten verbreiteten Fasern auf der Welt [1]. Sie haben
viele positive Eigenschaften und sind kostengunstig herzustellen. Beim Projektpartner Schmitz
Textiles stellen Filamentgarne aus Polyester mit 95 % den wichtigsten Rohstoff zur Herstellung der
Produkte wie innenliegender Sonnenschutz oder Markisenstoffe dar. Fur die Farb- und
Funktionsgebung der Garne werden in grolliem Umfang Nassprozesse als diskontinuierliche Garn-
oder Stuckfarbung in Hochdruckanlagen bei Temperaturen bis zu 130 °C durchgefiihrt, wodurch es
prozessbedingt zur Abgabe von 1 — 3 % Oligomeren bezogen auf das Fasergewicht ins
Farbereiabwasser kommt [2]. Diese kurzkettigen Verbindungen bilden Kristalle, die sich an der
Faseroberflache, den Apparaten und Rohrleitungen ablagern und dariber hinaus in das
Prozessabwasser gelangen, wo sie als Submikroplastik auftreten. Plastik in der Umwelt ist generell
ein globales Problem. Damit ist nicht nur das sichtbare Plastik in Form von Miill, sondern auch das
kleine bis nicht sichtbare Plastik in Form von Mikroplastik gemeint. Mikroplastik (Kunststoffteilchen
< 5 mm) fihrt zu groRen Problemen in der Umwelt, welche Einflisse Submikroplastik wie Oligomere
hat und welche Mengen tatsachlich im Abwasser vorliegen, ist bisher noch nicht eindeutig untersucht

und belegt worden.

2.1 Submikroplastik in Form von Oligomeren

Mikroplastik beschreibt Kunststoffteilchen < 5 mm, unterhalb einer GréRe von 1 ym spricht man
hingegen von Submikroplasitk [3]. Die hier betrachteten Oligomere und speziell die cyclischen
Trimere sind wasserunlésliche Oligoesterpartikel aus 3 Polyestermonomeren, die zu einem Ring
geschlossen vorliegen und wahrend des Farbeprozesses kristallisieren und ausfallen [4]. Aufgrund
der Grolke sind diese Partikel im Bereich des Submikroplastiks einzuordnen, wenn sie aber
agglomerieren und sichtbare Staube bilden, kdnnen sie ebenfalls dem Bereich des Mikroplastiks
zugeordnet werden. Von den wasserunléslichen Oligomeren wird eine hohe Konzentration (1 — 3 %)
in die Farbereiperipherie oder direkt in die Umwelt abgegeben [2]; ein weiteres Problem ist die starke
Verschmutzung der Farbeapparate, die nur sehr aufwandig zu reinigen sind [5]. Das Textilgut wirkt

besonders in der Apparatefarbung, bei der die Behandlungsflotte durch die ruhenden Textilwickel
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(Garnspulen, Kettbdume, Farbebdume) unter Druck gepumpt wird, in zahlreichen dieser
Veredlungsprozesse wie ein Filter und reichert sich mit diesen Stérpartikeln an, die die Ware mit
einem Grauschleier berziehen und als Staub das nachfolgende Textilgut sowie die Maschinen

belegen oder gar beschadigen.
2.2 Bisherige Reinigungsmethoden

Die klassische Polyester-Farbemethode erfolgt in saurem Milieu bei Temperaturen bis 130 °C.
Gerade bei dieser Farbemethode von Polyester (PES) fallen Oligomere in hohen Mengen aus und
flhren zu einer starken Partikelbelastung. Um das Ausfallen der Oligomere zu verhindern, werden
heute deshalb alkalische Farbemethoden angewandt, wodurch die Trimere in eine wasserldsliche
Form uberflhrt werden. Jedoch werden dabei hohe Mengen an Alkali nétig und die Ablagerung von
Oligomeren auf Apparaten und Textil wird nicht vollstandig verhindert. Weiterhin sind nicht alle
Farbstoffe fur die alkalische Farbung geeignet und der Faserstoff leidet durch eine Verseifung der
Polymere. Das Farbeergebnis ist oftmals nicht zufriedenstellend, so dass weiterhin haufig das saure
Verfahren angewendet werden muss, um die Anforderungen der Kunden zu erfillen. Der
Projektpartner Schmitz Textiles beispielsweise wendet aufgrund der Nachteile dieses Verfahren
nicht an. Dort kommt der sogenannte HT-Ablass zum Einsatz, bei dem die mit Oligomeren belastete
Flotte bei Temperaturen > 100 °C aus den Farbemaschinen und -apparaten abgelassen wird [2,6].
Die Oligomere sind bei dieser Temperatur noch nicht zu partikelférmigen Kristallen agglomeriert,
dennoch belasten sie das Abwasser und gelangen in die Umwelt. Weitere Methoden sind
Farbeprozesse bei tieferen Temperaturen, die jedoch in der Regel mit Einschrankungen hinsichtlich
der Farbstoff- und Farbtonauswahl einhergehen. Zusatzlich werden beim Projektpartner Schmitz
Textiles wochentlich die Farbeapparate mit chemischen Mitteln ausgekocht, um mittels alkalischer
Verseifung die Oligomere durch Aufbrechen der zyklischen Struktur in eine l6sliche Form zu
Uberflhren. Zur Reduzierung der Oligomere auf der Ware missen ebenfalls hohe Mengen an Alkali
oder chemischen Textilhilfsmitteln eingesetzt werden. Dies ist weder als umweltschonend noch

energiesparend anzusehen und wird deshalb nur sehr ungern angewendet.
2.3 Zielsetzung

Ziel dieses Forschungsvorhabens war die Untersuchung einer vollig neuen Problemlésung durch
enzymatische Degradation von Oligomeren als schonende Reinigungstechnik fir Farbeapparate in
der Polyesterfarbung, zur Verbesserung des Qualitatsausfalls von Textilien und als neuer Ansatz
zur Reduktion von Mikro- und Submikroplastik in Gewassern. Daher wurde in diesem Vorhaben ein
innovatives und praxistaugliches enzymatisches Verfahren fur die Entfernung von Oligomeren im

Rahmen der PES-Farbung untersucht. Dabei wurden folgende Primarziele verfolgt:

- Enzymatischer Abbau von Oligoestern, speziell tricyclischen Oligoestern, zur Vermeidung von
Submikroplastik im Abwasser

- Reduktion stérender Oligoester auf Fasern und Apparaten zur Qualitatsverbesserung,
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- Reduktion aufwandiger, umweltbelastender chemischer Reinigungsprozesse von Textilgut und
Apparaten.

Als sekundare Ziele wurden die milden Reaktionsbedingungen und die Ressourceneffizienz der
neuartigen Verfahren verfolgt sowie die Schonung des Textilguts im Hinblick auf die

Gebrauchstauglichkeit (keine Schadigung oder gar Abbau des Polymerstamms).

3 Methodik / Vorgehensweise

Abbildung 1 zeigt den urspringlichen und den aufgrund der Corona-Pandemie veranderten Zeitplan.

Urspriinglicher Zeitplan

Arbeitsschritte Partner | Zeitraum Mon
Proj slalsfel7TsTofrwolmlr2lw ] elwlwl1v]20]21T22 2 2a]22

1 | Analyse Umweitbilanz, Auswahl Enzyme ST,FTB 4
2 Unter: gen zum Olig FTB 12
3 Einstellung der V ST.FTB | 10
4 Entwickdung Reinigungsmethode Fasem/Game ST,FT8 10
5 Implementierung des Verfahrens in laufende Prozesse ST,FTB _B
& Unter GEN Zur der Enzyme FTB 7
7__lo und he ST.FIB E3
9 D g der Erg ST.F18 PH 2

febrdmarzapril |mai ‘;unl !]Uh \aug@s&ph{n&ln}i ‘da!.)anu' I'ehnlmartiapnl]mal }junl Ijuh jaugl.( f :

Veranderter Zeitplan

Art Partner | Zeitraum Mon
Projektmonat, |1 21 a3lals[el718]ofto[m[12]13(1a][5[16[17[18]19 2021 [22[ 23] 24] 24

1 Analyse Umweltbilanz, Auswahl geegneter Enzyme ST, FTB 4
2 Untersuchungen zum O FTB 12
3 B der | ST.FTB o
4 Entwickiung Reinigungsmethade Fasem/Game ST.FTB | 10
5 Implementierung des Verfahrens in laufende Prozesse ST.FTB . 8
[ Untersuchungen zur Wiederverwendbarkeit der Enzyme F18 | 7
7 Okologische und he a ST.FTB | B
8 |o . o der Ergeb ST.Fie | B

Jrefbrumalz'aonl Imai ‘ uni_|juli lau LI‘SQO[ okioll nove| dez: | janug februmarzapril /mai [juni |juli |au te okiol novel deze|januar

Abbildung 1: Urspriinglicher Zeitplan und geénderter Zeitplan

Durch starke Lieferverzégerungen und -schwierigkeiten musste der Zeitplan nach der Halfte der
Projektzeit aktualisiert werden. Manche Arbeitspakete mussten verschoben, andere konnten dafur
zum Teil vorgezogen werden. Am Ende der Projektlaufzeit kam es verstarkt zu Lieferproblemen
hinsichtlich der Enzymbeschaffung, so dass ein Antrag um eine zwei-Monatige zuwendungsneutrale

Verlangerung gestellt und bewilligt wurde.

In der gegebenen Projektlaufzeit von 26 Monaten wurden gemaf Arbeitsplan folgende Schritte

unternommen:

- Enzymauswahl und Uberpriifung der Enzymaktivitét bei verschiedenen Parametern (wie
Enzymkonzentration, Zeit, Temperatur oder pH-Wert)

- Untersuchungen zur Identifikation von Oligomeren; Extraktion von Oligomeren aus den von
ST gestellten PES-Garnen

- Ableitung der Verfahrensparameter fur die Enzymbehandlung

- Prifung einer Oligomer-Reinigung mittels Enzymbehandlung von Garnen und einem
Laborfarbeapparat

- Untersuchungen zu Wiederverwendbarkeit der Enzyme im Labormalistab

- Okologische und Okonomische Beurteilung
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Nach der Identifikation einer fur den Oligomer-Abbau geeigneten kommerziell erhaltlichen
Polyesterase konnte ein Hochskalieren der Enzymbehandlung auf einem Laborfarbeapparat (mit
einem Volumen von 33 |) bei ST nicht direkt erreicht werden. Sowohl die Garne als auch der
Farbeapparat zeigten Spuren von (Oligomer)-Ablagerungen. Durch Einstellung verschiedener
Parameter wurde versucht, den Prozess zu optimieren. Die Ablagerungen konnten aber nicht
vollstandig entfernt werden. Richtung Ende der Projektlaufzeit konnten mit der kommerziellen
Polyesterase keine weiteren Versuche mehr durchgefihrt werden, weil sich der Liefertermin auf
Juni 2023 verschoben hat. Die im Fachbereich Chemie / Biotechnologie der HSNR parallel
entwickelten, exprimierten und aufgereinigten Cutinasen lagen nicht in den bendtigten Mengen fir

den Einsatz im Laborfarbeapparat vor und konnten somit nicht getestet werden.

3.1 Enzymauswahl und Untersuchungen im LabormaRstab (HSNR)

3.1.1 Enzymauswahl
Nach eingehenden Literaturrecherchen im Hinblick auf geeignete Polyesterasen — zum Abbau der
Oligomere sowohl auf dem Textil als auch an den Veredlungsgeraten — wurden vier kommerziell
erhaltliche Enzyme ausgewahlt und beschafft: Lipase aus Candida rugosa, Lipase A von Candida

antarctica, Lipase aus Mucor miehei sowie Lipase von Aspergillus oryzae.

Parallel wurde an der HSNR in Zusammenarbeit mit dem Fachbereich Chemie / Biotechnologie
gezielt an der Entwicklung neuer Cutinasen gearbeitet. Dabei wurde eine rekombinante TfCut2 aus

Thermobifida fusca in Bacillus subtilis exprimiert und aufgereinigt.

Von der Arbeitsgruppe von Prof. Schwaneberg (RWTH Aachen) wurden freundlicherweise zwei
Plasmide zur Verfigung gestellt, die die genetischen Informationen fir eine Cutinase (Tcur1278-
WT) bzw. eine Cutinase mit dem Ankerpeptid Tachystatin 2 (Tcur1278-TA2) enthielten.

Mittels Elektroporation (2000 V, 25 pF, 200 Q) wurde die Hefe Pichia pastoris BSYBG11 (bisy
GmbH, Osterreich) mit diesen Plasmiden transformiert. Die anschlieBende Selektion positiver Klone
erfolgte mit Nahragarplatten, die das Antibiotikum Zeocin (100 pg/ml) enthielten. Die Selektion von
Stammen, die aktives Enzym produzierten erfolgte auf Impranil DLN-SD-Substratplatten. Pro Typ
(Tcur1278-WT oder Tcur1278-TA2) wurden ca. 100 Klone auf Substratplatten (Nahragar mit Impranil
DLN-SD und Zeocin) vereinzelt und fur 1,5 Wochen bei 28 °C inkubiert. Cutinase-positive Klone
wurden daraufhin in flissigem Nahrmedium bei 28 °C schiittelnd kultiviert. AnschlieRend wurden
die Kulturen zur Entfernung der Hefezellen 15 min bei 3000 rpm abzentrifugiert. Zur kompletten
Entfernung der Zellen wurden die Uberstinde mittels eines 0,22 ym —Spritzenvorsatzfilters
sterilfiltriert. AnschlieBend erfolgte eine Aufkonzentrierung des Uberstandes mittels 15 mI-Amicon®
Saulen (Cut off: 10 kDa) nach Herstellerangaben auf ca. 200 pl. Nach der Aufkonzentrierung wurde

die Proteinkonzentration mittels ROTI-Nanoquant nach Herstellerangeben quantifiziert.
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3.1.2 Untersuchung zur Enzymaktivitat bei verschiedenen Prozessparametern

Fir eine generelle Untersuchung der Enzymaktivitdt wurden zunachst, im Vergleich zu den
Oligomeren, fir die Enzyme leichter verfliigbare Substrate verwendet. Auf Basis dieser Ergebnisse

erfolgte daraufhin die Auswahl von geeigneten Enzymen und Prozessparametern.

Zur ldentifikation geeigneter Prozessparameter wurden sogenannte Substratmembranen hergestellt

auf bzw. in denen das Substrat Indoxylacetat immobilisiert war.

Dazu wurden 40 mg Indoxylacetat in 10 ml Aceton geldst und Whatman-Filterpapier in diese Lésung
getaucht. Nach Entfernung aus der Losung, wurde das Filterpapier getrocknet und anschliefiend
durch Eintauchen in 1 x PBS (Phosphat-gepufferte Saline) gewaschen. Das Filterpapier wurde bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Substratmembranen konnten fir eine Woche im Kuhlschrank

gelagert werden.

Niedrigere Enzymkonzentrationen wurden mit Hilfe von 4-Nitrophenylacetat bestimmt. Das Substrat
wird in p-Nitrophenol und Essigsaure gespalten, wodurch ein gelber Farbstoff sichtbar wird. Dieser

kann photometrisch gemessen werden. Hierzu wurden folgende Losungen verwendet.
A 100 ml 0,2 mol/l Phosphatpuffer

0,831 g NaCl (150 mmol/l)

500 pl Triton X-100 (0,5 % v/v)
B 400 pl 50 mmol/l p-Nitrophenylacetat (92 mg in 10 ml Ethanol (96 %))

10 ml Lésung A

Zu 900 pl der Lésung A wurden 100 ul Enzymlésung gegeben und die Reaktion durch Zugabe von
20 pl Lésung B gestartet. Die Inkubation erfolgte flir 5 min bei Raumtemperatur. Anschlielend wurde

die Extinktion bei 410 nm gemessen.

Neben Indoxylacetat und 4-Nitrophenylacetat wurde ebenfalls ein Polyestersubstrat (Impranil DLN-
SD) fur die Identifikation geeigneter Parameter genutzt. Dazu wurden 200 ml Agar (1,5 % Agar-Agar
in H,Odem.) autoklaviert (121 °C 20 min) und anschlie3end 800 ul Impranil DLN-SD zugeben. Die
Suspension wurde vorsichtig gemischt und ca. 15 ml mittels GieBhilfe in Petrischalen gegossen.
Nach dem Erstarren waren die Platten im Kiuhlschrank mehrere Wochen lagerbar. Zur Bestimmung
der Enzymaktivitat wurden 10 pl Polyesteraselosung aufgetropft und in einer feuchten Kammer bei

gewilnschter Temperatur inkubiert.

Auf der Basis dieses qualitativen Enzymtests wurde eine quantitative Untersuchung der
Polyesterase-Aktivitat durchgefuhrt. Hierzu wurde das Substrat Impranil in einem Puffer (PBS oder
Phosphatpuffer) dispergiert und anschlieBend die Enzymaktivitat mittels Absorptionsabnahme bei

600 nm im Photometer ermittelt. Bei dieser Wellenlange kann die optische Dichte (Trubung) einer
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Lésung detektiert werden. Je hoéher die Absorption ist, desto triiber ist die Losung. Durch den
enzymatischen Abbau des Polyesters (1000 U/ml Lipase A1 A. oryzae) wurde die Lésung geklart,

was sich in einer Abnahme der Absorption bemerkbar machte.

3.1.3 Priifungen zur Erkennung von Oligomeren
Um die Wirkung der Enzymbehandlung Gberprifen zu kénnen, wurden verschiedene Methoden zur
Identifikation von Oligomeren durchgefiihrt und etabliert. Gefarbte Garne wurden an der HSNR zum

einen rasterelektronenmikroskopisch untersucht und mit Ergebnissen aus der Literatur verglichen.

Die Oligomere sind eindeutig als kleine Kristalle an der Garnoberflache (teilweise alleinstehend,

teilweise als fibrése Agglomeration) zu erkennen (s. Abbildung 2).

a (x 810) " b(x2460)
Scanning electron micrograph of bright polyester fiber exposed to methylene chloride vapor for48 h
[78f34 dtex bright Dacron yarn type 55 with 0,1% TiO,)

c(x 885) d (x 8970)
Scanning electron micrograph of semidull polyester fiber exposed to methylene chlorid vapor fo 12 h
[78f34 dtex semi Dacron type 56 with 0,3% TiO,)

Quelie: Cimeciogiu et ai: Properties of Oligomers present in PET, Journal of Applied Poiymer Sciences, Voi. 32, 4719-4733 (1986)

Abbildung 2;: REM-Bilder von Oligomer-Ablagerung aus der Literatur [7]

Auch etwaige Faserschadigungen durch die Enzymbehandlung kénnen durch diese Methode
detektiert werden.

Zum anderen wurden aus den Garnen die Oligomere extrahiert und die Extraktion quantitativ
bestimmt. Die quantitative Extraktionsmethode fiir Oligomere aus Garn sah eine mindestens 6-
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stiindige Soxhlet-Extraktion einer Garnprobe mit Dichlormethan vor. Dichlormethan ist ein gutes
Lésemittel fir PET-Oligomere, jedoch nicht fur PET selbst. Durch die lange Einwirkzeit in der
Soxhlet-Extraktion konnte davon ausgegangen werden, dass das Lésemittel die Oligomere nicht
nur von der Faseroberfliche, sondern auch aus dem inneren des Garns herauslost. Durch
Differenzwagung des an die Soxhlet-Apparatur angeschlossenen Kolbens (vor und nach der
Extraktion) konnte die Menge an extrahierbarem Oligomer bestimmt werden. Wahrend der
Methodenentwicklung wurde festgestellt, dass bereits nach ca. 4 h keine messbare Menge Oligomer
mehr extrahiert wird. Um trotz eventueller Unterschiede der Garne untereinander eine quantitative

Extraktion zu gewahrleisten, wurde die Extraktionsdauer auf mindestens 6 h festgesetzt.

Die bei der Extraktion erhaltenen Massen wurden als prozentualer Anteil der eingesetzten
Probenmasse gegen die prozentuale Position der enthommenen Garnprobe in der Spule (in
Abspulrichtung) aufgetragen, so dass neben der reinen Oligomer-Konzentration auch Ruckschlisse
auf den Einfluss der Durchstromung der Spule im Farbeprozess auf die Ablagerung von Oligomeren

getroffen werden konnten.

Nach der Isolierung von Oligomeren aus Garnspulen wurden diese in ersten Versuchen mit
Polyesterasen versetzt, um das Abbauverhalten zu untersuchen. Es wurde versucht, den
enzymatischen Abbau zeitaufgeldst mittels UV/VIS-Spektroskopie zu verfolgen. Hierzu wurden
Mengen von 20 — 25 mg Oligomer in UV/VIS Kivetten eingewogen, das entsprechende Enzym in
Phosphatpufferldésung hinzugegeben und im Abstand von 5-15 Minuten Uber einen Zeitraum von
mehreren Stunden analysiert. Beobachtet werden sollte die Veranderung der Absorption im Bereich
von 245 nm. Da die cyclischen Trimere aufgrund ihrer Unldslichkeit in Wasser die
Absorptionseigenschaften der untersuchten Flissigkeit nicht beeinflussen, deutet ein Anstieg der
Lichtabsorption bei dieser Wellenlange (s. Abbildung 11) auf die Bildung von wasserl6slichen

Oligomeren aus den wasserunldslichen cyclischen Trimeren hin.
Zusatzlich wurden die extrahierten Oligomer-Proben mittels ATR-IR untersucht.

3.2 Immobilisierung von Enzymen

Um eine Ruckgewinnung der Enzyme zu ermodglichen, wurden diese an magnetische Beads

gekoppelt. Die dafur benétigten Chemikalien bzw. Materialien sind in Tabelle 1 dargestellit.
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Tabelle 1: Enzymimmobilisierung mit EDC

Aktivierungspuffer 0,1 mol/l MES, 0,5 mol/l NaCl, pH 6

PBS-Puffer 5 x 16 g NaCl, 2,5 g Na,HPO, * 2 H,0, 0,4 g KH,PO,, pH 7,3, auf 400 ml
auffullen

Quenchinglésung Glycin 1 mol/l

EDC (1-Ethyl-3(3- 40 mg/ml in Aktivierungspuffer

dimethylaminopropyl)

carbodiimid)

Carboxylat-funktionalisierte Beads und Magnet

400 pl carboxylierte Partikel (Chemicell, Berlin) wurden mit 600 pl Aktivierungspuffer gemischt und
anschlielfend gewaschen. Dieser Schritt wurde insgesamt drei Mal durchgefiihrt. Das Pellet wurde
in 1 ml Aktivierungspuffer aufgenommen und je 10 pl der EDC-Lésung addiert. Der Ansatz wurde
gemischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden 200 pl der 5-fach
konzentrierten PBS-Losung und eine entsprechende Enzymldsung in das Reaktionsgefall gegeben.
Die Inkubation erfolgte fiir 2 h bei Raumtemperatur. Um ungesattigte Reste zu quenchen, wurden
20 pl Glycinlésung zugegeben. Die Mikropartikel wurden anschlielend mehrmals in 1 x PBS-Puffer
gewaschen bis im Uberstand keine Enzymaktivitat mehr nachweisbar war. Die Lagerung erfolgte
bei 4 °C im Kdhlschrank.

3.3 Untersuchungen zur Oligomer-Minderung durch den Farbeprozess sowie zum

Oligomerabbau im Laborfarbeapparat (ST)

Die Farbeapparate sind die Hauptanlagen des Farbereilabors fur Kleinst- oder Musterpartien /
Garnfarberei, wo auch samtliche Garnveredelungsverfahren durchgefihrt werden koénnen.
Bestehend aus einem Druckkessel mit bis 5 bar Druck / max. 140 °C Betriebstemperatur und
Zusatzbehaltern fir Flottenansatze und Nachsatze / Zugabe von THM im Prozess, ruht die Ware,
und die Flotte bewegt sich mit Hilfe der Flottenpumpen. Bei den Laborapparaten (s. Abbildung 3) ist
es moglich, Flottenproben zu entnehmen. Da die Apparate mit modernen Steuerungen und
Messeinheiten ausgestattet sind, ist es moglich den Farbeprozess sehr genau zu steuern und zu

regeln.
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> 3 Z '_,./,“f A A
Abbildung 3: Laborfarbeapparate bei ST

Hierzu gehoért zum Beispiel das Aufheizen und Kihlen. Beim Farbeprozesses sind Heiz- und
Kuhlraten von ca. 0,2-10°C / Minute moéglich. Die Pumpen sind mit Frequenzumrichtern ausgestattet
und somit ist es, im Zusammenspiel mit der SPS-Steuerung, mdglich die Umwalzraten der
Behandlungsbéader sehr genau zu regeln. Die Regelung kann nach folgenden Vorgaben erfolgen:
Pumpendrehzahl, Durchflussmenge sowie Pumpendruck. Beim Laborapparat ist die Flottenmenge
regulierbar je nach Anzahl der Spulen die gefarbt werden muissen, bei 1-3 Kreuzspulen 33 Liter
Flottenmenge, bei 5 Kreuzspulen 57 Liter Flotte, um eine optimale Ausfarbung (Auslastung) zu
erzielen.

FUr das Up-Scaling auf einen der Laborfarbeapparate wurde zunachst versucht, mit einem
Enzymanteil von 3 ml/l die Garnspulen nachzureinigen. Der Rest der Flotte wurde mit einer
Pufferldsung aufgefullt. Fur den ersten Versuch wurde eine Pufferlosung bestehend aus
Kaliumdihydrogenphosphat, Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat und einem Tensid (Triton X 100)

verwendet. Die Zusammensetzung war dabei wie folgt:

e 0,46271 g/l Kaliumdihydrogenphosphat
e 1,15694 g/l Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
e 0,01 % Tensid (z.B. Triton X 100)

Nach der Einstellung des pH-Werts auf einen neutralen Wert von ca. 7-7,5 und der Temperatur auf
50 °C wurde die Enzymlésung mit der Lipase aus Aspergillus oryzae hinzugefugt.

Nach dem Ende der Enzymbehandlung wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von Ameisensaure
gestoppt. Durch die Einstellung von einem pH-Wert von unter 4 fir 10 min wurde die Enzymaktivitat

herabgesetzt und die Enzyme inaktiviert.
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3.31 Oligomer-Minderung durch den Farbeprozess
Parallel zur Analyse der Enzyme wurde bei ST nach Méglichkeiten geforscht, den Oligomeraustrag
beim Farbeprozess zu reduzieren. Nach dem Patent DE10045057A1 [8], das ein Verfahren zum
Farben von Polyester-Textilien mit Dispersionsfarbstoffen im alkalischen Bereich beschreibt und
somit das Verseifen der Oligomere beglinstigt, wurden Garne unter Zugabe von Harnstoff bei ST
gefarbt. Sowohl das Rohgarn, das blindgefarbte Garn (= Farbeprozess ohne Farbstoff) als auch das
blindgefarbte Garn mit Zugabe von Harnstoff wurden mit der beschriebenen Extraktionsmethode (s.

Kap. 3.1.3) an der HSNR auf ihren Oligomeranteil untersucht.

In ersten Versuchen wurde auch gefarbtes Garn eingesetzt, da jedoch durch das Losemittel auch
der Farbstoff herausgeldst wurde und so eine gravimetrische Auswertung unmdglich wurde, wurde

nachfolgend nur blindgefarbtes Garn und Rohgarn eingesetzt.
Fur die Versuche wurden Standardgarne von ST verwendet:

- Fasergarn ,Sunvas” (PES Nm40/2 Ringgarn, glanzend)
- Filamentgarn ,Sunsilk” (PES 350f96 dtex glanzend texturiert)

3.3.2 Oligomer-Abbau im Laborfarbeapparat von ST
Die unterschiedlichen Garne wurden im Laborfarbeapparat von ST standardgefarbt, blindgefarbt (=
Farbung ohne Farbstoff) und enzymatisch behandelt. AnschlieRend wurden die Garne
rasterelektronenmikroskopisch auf Oligomerabbau bzw. Veranderungen an der Faseroberflache
untersucht. Weiterhin erfolgte eine Extraktion der Oligomere aus den behandelten Garnen sowie
eine UV/VIS-spektrometrische Untersuchung enzymatisch behandelter Garne. Um bestimmen zu
kénnen, ob die Enzymbehandlung Einfluss auf den Farbton nimmt, wurde eine mogliche
Farbabweichung der Garnfarbungen (ohne und mit Enzymbehandlung) mit dem Spektralphotometer
CM 3610 a (Konica Minolta) gemessen. Zudem wurden weitere Messungen der Garne
vorgenommen. Im Xenontester wurden die Garne fir 500 h auf ihre Bewitterungsbestandigkeit

geprift. Auch die Hochstzugkraft und Hochstzugkraftdehnung wurden an den Garnen gemessen.

4 Projektergebnisse
4.1 Auswahl geeigneter Enzyme und Untersuchungen zur Enzymaktivitat

4.1.1 Auswahl geeigneter Enzyme
Nach eingehender Literaturrecherche wurden folgende vier Lipasen fiur die Untersuchungen der
Enzymaktivitdten ausgesucht: die Lipase A von Candida antarctica, die Lipase aus Mucor miehei,
die Lipase aus Aspergillus oryzae und die Lipase aus Candida rugosa (s. Tabelle 2). Fir diese
Lipasen wurde bereits beschrieben, dass sie Polyester abbauen kénnen. Im Rahmen des Projektes

wurde untersucht, ob die Enzyme auch Polyester-Oligomere abbauen kénnen.

Tabelle 2: Kommerziell erhaltliche Lipasen fir die weiteren Untersuchungen
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Enzym Name Hersteller Konzentration [pH-Wert Aussehen
(bei 0,01 g/l)

Lipase A aus

Si 6,5-7,5
Candid::_l antarctica 6'2%2;50“/'(;_': ~2 U/mg hellgelbes Pulver
recombinant
Lipase aus Sigma 6,5-75
Mucor miehei 62298-100MG-F 1 U/mg hellgelbes Pulver
Lipase aus Sigma 6,5-7,5 .

>100. ’ ’ hellgelbe Fl keit

Aspergillus oryzae LO777-50ML 00.000 U/g ellgelbe Flussigkei
Lipase aus Sigma 65-7,5 | heligelber, lyophilisierter
Candida rugosa L1g754-5MG > 700 U/mg R Bodgensaté yoP
Type Vil

Die Entwicklung nicht kommerzieller Polyesterasen war zwar nicht Gegenstand dieses Projektes
aber da sich aufgrund der Corona-Pandemie starke Lieferverzbgerungen einstellten und die
Abbaurate von den Oligomeren mit den kommerziellen Enzymen wirtschaftlich gesehen recht gering
war, wurde nach Alternativen gesucht. Es konnten mit dem Fachbereich Chemie / Biotechnologie
der HSNR und mit Unterstitzung von Prof. Schwaneberg (RWTH Aachen) nicht kommerziell
erhaltliche Cutinasen (TfCut2, TCur1278-WT bzw. TCur1278-TA2) exprimiert und aufgereinigt
werden. Leider lagen diese Enzyme erst gegen Ende der Projektlaufzeit vor bzw. waren nur in
geringen Mengen verfigbar, so dass nur wenige Versuche im Hinblick auf den Oligomerabbau

durchgefiihrt werden konnten.

4.1.2 Untersuchungen zur Enzymaktivitat

Um zu Uberprifen bei welchen Reaktionsbedingungen die ausgewahlten Lipasen eine geeignete
Enzymaktivitat aufwiesen bzw. bei welchen Bedingungen die Enzyme inaktiviert wurden, wurden
verschiedene Parameter eingehend untersucht. Mit Hilfe dieser Ergebnisse liellen sich

Ruckschlisse fur die Versuchsbedingungen fir das zu entwickelnde Verfahren ziehen.

Die Lipasen wurden bis zu 4 Stunden bei unterschiedlichen Temperaturen (von Raumtemperatur
bis 90 °C) inkubiert und anschlieRend auf die Substratmembranen getropft. Aktive Enzyme wurden
durch eine blauliche Farbung der Membran sichtbar (s. Abbildung 4). Nach einer Inkubationszeit

von 15 min wurde die Farbstoffumsetzung qualitativ bewertet.
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L N
Abbildung 4: Bestimmung der Enzymaktivitdt mit Indoxylacetat-Susbtratmembranen bei sichtbarem Licht
(A) bzw. mit UV-Licht (B)

(1: PBS; 2 — 7: unterschiedliche Enzymkonzentrationen)

Diese Methode erlaubte eine zuverlassige und schnelle Ubersicht Gber den Einfluss von Zeit,

Temperatur, Konzentration und pH-Wert auf die Enzymaktivitat, wie in den folgenden Abbildungen

dargestellt wird.

Abbildung 5 zeigt die Enzymaktivitat der untersuchten Lipasen in unterschiedlichen Konzentrationen

in Abhangigkeit zur Temperatur.

Lipase aus Aspergillus oryzae

U/ml
10
5
1
05
01
0,05

25°C 40°c 50°C 60°C 70°C 80°C 90'C ™

Lipase aus Candida rugosa

u/ml
1200
750
500
250

25°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C ™

Lipase aus Mucor miehei

U/ml
25
10

5
25
05

25°C a0°c 50°C 60°C 70°C 80°C a0'C ™

Lipase aus Candida Antartica
(Farbstoffumsetzung nach ca. 30 Minuten)

U/ml
2 I 0 |

25°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C ™

Legende:

stark
mittel

schwach

Abbildung 5: Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der Temperatur und Enzymkonzentration

Es wird deutlich, dass die Enzyme ab einer Temperatur von 80 °C nur noch schwach oder gar nicht

mehr aktiv waren, was auf eine Denaturierung der Enzyme schlief3en lasst. Die Prifungen ergaben
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zusatzlich, dass bei hoher Temperatur und niedriger Enzymkonzentration die Enzymaktivitat schnell
abnahm (s. Abbildung 6).

ZOOM 80°C Lipase aus Aspergillus oryzae ZOOM 90°C Lipase aus Aspergillus oryzae

u/mi u/ml
10 10
5 5
1 1

05 05

01 01

0,05 0,05
30 min 1 Stunde 25tunde 4 Stunde 30 min 1Stunde 2 Stunde 4 Stunde

Abbildung 6: Abnahme der Enzymaktivitat bei hohen Temperaturen Uber die Zeit

Der Einfluss unterschiedlicher pH-Werte auf die Enzymaktivitdt wurde bei Raumtemperatur
untersucht (s. Abbildung 7). Im neutralen und alkalischen Milieu zeigten die untersuchten Lipasen
eine starke bis sehr starke Aktivitat. Im sauren Milieu waren die niedrigen Enzymkonzentrationen
schwach bis nicht mehr aktiv. Die dargestellten Aktivititen waren Uber einen Zeitraum von vier

Stunden stabil.

RaumT"® pH-Wert RaumT® pH-Wert
U/ml ;5 4,14 12,8 U/ml 7,5 4,14 12,8
10 positiv positiv positiv! Lipase aus 1200 positiv positiv positiv!
Lipase aus 5 positiv postiv positiv! Candida rugosa 750 positiv positiv positiv!
Aspergillus 0,5 positiv positiv positiv! 500 positiv positiv positiv!
orgizae 0,05 positiv positiv positiv! 250 positiv positiv** positiv!
1 positiv positiv* positiv!
0,1 positiv positiv** positiv! RaumT*® pH-Wert
U/ml 7,5 4,14 12,8
Lipase aus
Candida antartica 25 positiv positiv positiv
RaumT"® pH-Wert
100 7,5 4,14 12,8 Legende:
| T— 10 positiv posifiv positiv
Mucor 5 positiv I i |Y' I positiv * schwach
AT 2,5 positiv. | ] positiv ** sehr schwach
miehei
0,5 positiv positiv I ! sehrstark |

Abbildung 7: Enzymaktivitat in Abhangigkeit zum pH-Wert

Da fur die untersuchten Lipasen in der Literatur beschrieben wurde, dass sie in der Lage sind
Polyester abzubauen [9], wurde diese Eigenschaft ndher untersucht. Aus diesem Grund wurde fir
praxisnahere Untersuchungen das Polyestersubstrat Impranil DLN-SD verwendet. Bei
entsprechender Polyesterase-Aktivitat wurde das Polyester abgebaut, so dass klare Hofe im Agar

entstanden bzw. es zur Klarung der Suspension kam (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der Polyesterase-Aktivitat mit dem Substrat Impranil DLN-SD

A: Klarhofbildung im Agar 1: PBS; 2: 1 U Lipase M. miehei; 3: 1 U Lipase C. antarctica; 4: 1 U Lipase C. rugosa; 5: 1 U Lipase A. oryzae;
- keine Aktivitat; + Aktivitat; ++ hohe Aktivitat; B: Klarung einer Suspension von Impranil DLN-SD mit 1000 U/ml Lipase A. oryzae

Es zeigte sich, dass entgegen der Literaturangaben die Lipase aus C. rugosa keine Aktivitat
gegenuber Polyester aufwies. Bei den anderen getesteten Enzymen konnte eine Polyesterase-

Aktivitat nachgewiesen werden. Hier erwiesen sich die Lipase aus C. antarctica sowie aus A. oryzae
am geeignetsten.

Neben den qualitativen Untersuchungen im Agar wurde ebenfalls ein quantitativ auswertbarer
photometrischer Test mit dem Polyestersubstrat etabliert. Eine Abnahme der Absorption bei 600 nm
wies auf einen Abbau des Substrates hin. Dabei zeigte sich, dass der enzymbasierte Polyester-
Abbau eine starke Abhangigkeit des verwendeten Puffers (Phosphat-gepufferte Saline bzw.
Phosphatpuffer; Daten nicht gezeigt) aufwies und die Konzentration der verwendeten Puffer einen

starken Effekt auf die Enzymaktivitat hatte (s. Abbildung 9).

0,01 mol/l Phosphatpuffer 0,1 mol/l Phosphatpuffer

. '\ _

Zeit [h)

Absorption (600 nm)

g
<

Zeit [h

Abbildung 9: Darstellung der Abhangigkeit von Polyesterase-Aktivitat und verwendetem Puffer (Substrat
Impranil DLN-SD)

Durch eine Enzym-bedingte Klarung (1000 U/ml Lipase A. oryzae) der Substratldsung wird ein Unterschied der Enzym-Aktivitat in
verschiedenen Puffern sichtbar

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass die Auswahl der verwendeten Salze sowie eine

geringere Konzentration dieser Salze einen positiven Einfluss auf die Enzymaktivitat hatte.
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4.2 Extraktion von Oligomeren (HSNR)

Bei der Extraktion von Proben des Rohgarns ,Sunvas “ zeigte sich ein sehr konstanter extrahierbarer
Anteil von etwa 1,4 % der Probenmasse (s. Abbildung 10). Die Position der Probe in der Spule hatte

keinen deutlichen Einfluss auf den Anteil extrahierbarer Substanzen.

Proben aus einer blindgefarbten, aber ansonsten identischen Spule (Datenreihe ,Sunvas gefarbt®),
zeigten einen deutlich hdheren extrahierbaren Anteil von Uber 2 %, der zusatzlich am Anfang der
Spule geringfligig, und im innersten Bereich der Spule deutlicher anstieg. Der allgemein héhere
extrahierbare Anteil wird vermutlich auf die Anlagerung von Hilfsstoffen zurlickzuflihren sein, die
wahrend des Farbeprozesses verwendet und in der Extraktion entfernt wurden. Diese Auslegung
wird durch die gelb- bis grinliche Farbung des Extraktes gestitzt, welche bei der Extraktion des
Rohgarns nicht auftrat (dort wurde, wie fir Oligomere erwartet, ein farbloses Extrakt erhalten). Die
Steigerung des extrahierbaren Anteils im Anfangs- und besonders im Endbereich der Spule kénnte
ein Hinweis auf eine ungleichmaRige Durchstromung der Spule im Farbeprozess sein. Bei der
Durchstromung der Spule mit der Farbeflotte trat im eng gewickelten Garn vermutlich ein
Tiefenfiltereffekt auf, so dass sich die eingesetzten Hilfsstoffe vor allem in den zuerst durchstrémten

Lagen sammeln.

3,50%
— 3,00% /.\'\.
o
=
< 2,50%
|
Q
p 2,00%
0 .
o - ‘
c 150% >
E .‘v
)
u>j 1,00%
0,50%
0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0% 90,0% 100,0%
Position in der Spule
—&—Sunvas roh —&—Sunvas gefarbt
Sunsilk roh —&—Sunsilk mit Harnstoff gefarbt
Sunsilk mit Harnstoff gefarbt, Korrekturfaktor

Abbildung 10: Ergebnisse der Extraktionsversuche

Anteil extrahierbarer Substanz an der Probenmasse in Abhangigkeit von der Position der Probe in der Spule
in Abrollrichtung. 0 % = Anfang der Spule, 100 % = Spule vollstandig abgerollt. ,gefarbt“ bezeichnet hierbei
eine Blindfarbung, d.h. ohne Einsatz von Farbstoff

Der deutlichere Anstieg der extrahierbaren Anteile im Inneren im Vergleich zum auf3eren Bereich
der Spule, unterstitzt diese Theorie, da durch den geringeren Durchmesser der Spule in diesem

Bereich eine Lage Garn eine geringere Masse besitzt. Bei Annahme einer Abscheidung von
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Hilfsstoffen als Funktion der Anzahl der zu durchstrémenden Lagen wirde im inneren Bereich
demnach die gleiche Masse an Hilfsstoffen auf weniger Garn abgeschieden, was den

experimentellen Ergebnissen entspricht.

Bei der Extraktion des Rohgarns ,Sunsilk“ wurde ein erhdhter Anteil extrahierbarer Substanzen am
Anfang der Spule festgestellt, der im weiteren Verlauf abnahm. Der Grund hierfir konnte leider nicht

ermittelt werden.

Bei der oben bereits erwdhnten Farbung unter Einsatz von Harnstoff zeigte sich ein deutlich erhéhter
Anteil extrahierbarer Substanzen im Vergleich zum Rohgarn. Da vermutet wurde, dass es sich bei
der zuséatzlich extrahierten Substanz zum Teil um Harnstoff handeln konnte, wurde eine Probe der
extrahierten Substanz mit Wasser gewaschen. Durch Differenzwagung konnte der Anteil
wasserldslicher Substanzen und damit ein Korrekturfaktor ermittelt werden, durch den jeweils der
Anteil des Extraktes berechnet werden konnte, der vermutlich auf Oligomere entfallt. In den ersten

drei Datenpunkten stimmen die erhaltenen Ergebnisse gut mit denen des Rohgarns uberein.

4.2.1 Untersuchung des Oligomerabbaus mittels UV/VIS-Spektrometrie

Die ersten UV/VIS-Messungen zur Untersuchung des enzymatischen Abbauverhaltens der
extrahierten Oligomere scheiterten leider an einer anfanglich sehr hohen Triibung in der Kiivette,
die aus aufgewirbeltem (unléslichem) Oligomerpulver bestand. Dieses sedimentierte Uber den
Verlauf der Messungen und verfalschte dadurch die erhaltenen Messwerte. Bei spateren
Messungen wurde daher genauestens auf eine vorsichtige Zugabe der Flissigkeit Gber die Wande
der Klvetten geachtet, das beschriebene Problem konnte leider trotzdem nicht immer vollstandig

vermieden werden.

Zum Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten wurde die alkalische Verseifung von Oligomeren
auf die gleiche Weise untersucht, hierbei wurde die flissige Komponente (2,5 ml 1 mol/l NaOH) wie
beschrieben zu dem in der Kuvette eingewogenen Oligomer (20 mg) gegeben. Abgesehen von
geringen Sedimentationseffekten zu Beginn der Messung konnte die Verseifung erfolgreich

zeitaufgeldst beobachtet werden (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Spektren der zeitlich aufgelésten UV/VIS Analyse der Verseifung von Oligomeren

a: Absorptionsscan bei unterschiedlichen Zeitpunkten; b: Absorption bei 245 nm in Abhangigkeit von der Zeit

Die Absorption im relevanten Bereich um 245 nm stieg mit der Reaktionszeit an, und deutet, wie
beschrieben, auf eine zunehmende Verseifung des Oligomers hin. Nach etwa 300 min stieg der
Absorptionswert nicht mehr weiter an, was jedoch in diesem Fall nicht auf das Ende der Reaktion,
sondern auf die Uberschreitung des erfassbaren Messwerts zuriickzufiihren ist. Erkennbar ist dies
auch in Abbildung 11 a, in der der Bereich oberhalb einer Absorption von 4,5 wie abgeschnitten
wirkt. Die Messwerte bei héheren und niedrigeren Wellenldngen steigen weiter an, bis auch sie
einen Wert von 4,5 erreichen. Dies muss in der Interpretation der weiteren Ergebnisse berlcksichtigt

werden.

Im nachsten Schritt wurden der enzymatische Abbau bzw. die enzymatische Ringdffnung bei den
Oligomeren mit dieser spektroskopischen Methode untersucht (s. Abbildung 12). Basierend auf den
Ergebnissen konnte die Reaktionsgeschwindigkeit aller in Frage kommender Enzyme untereinander

verglichen werden.
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Abbildung 12: Ergebnisse der mittels UV/VIS-Spektroskopie analysierten enzymatischen Ringéffnung im
Vergleich zur alkalischen Verseifung. ,Sunsilk blind“ = ohne Farbstoff gefarbtes Garn; ,Sunsilk hell* = mit
hellem Farbstoff gefarbtes Garn.

In den Versuchen wurde der Abbau der Oligomere durch Lipase A von Candida antarctica sowie
Lipase von Aspergillus oryzae erfolgreich untersucht. Die Absorption bei 245 nm stieg Uber die Zeit
an, was auf die Entstehung wasserldslicher Abbauprodukte hinwies. Auch bei diesen Versuchen
wurde innerhalb von etwa 5 h das Maximum der messbaren Absorption erreicht. Da durch die
Gegenwart des Enzyms bereits von Anfang an eine Absorption von etwa 3 vorlag, fiel der fir die
Messung nutzbare Bereich leider gering aus. Dennoch war die enzymatische Ringéffnung gut zu

beobachten.

Nach Beendigung der Reaktion befand sich am Boden der Kivette noch immer eine nennenswerte
Menge Oligomer, die jedoch nicht gravimetrisch bestimmt werden konnte. Die Restmenge Oligomer
deutete sowohl auf eine relativ geringe Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms (bei
Raumtemperatur), als auch auf eine hohe Empfindlichkeit der Messmethode hin. Im nachsten Schritt
wurde daher versucht, Garnproben anstelle des extrahierten Oligomers einzusetzen. Hierfiir wurden

ca. 20 mg verschiedener Garne in die Klvette eingewogen und mit verschiedenen Mengen der
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Enzyme behandelt. Leider konnte hierbei jedoch keine Entstehung von Abbauprodukten beobachtet
werden. Die wahrscheinlichste Erklarung hierfir ist eine zu geringe Oligomerkonzentration an der
Oberflache der Garne, jedoch ware auch die Gegenwart von Substanzen (in oder an den Garnen)
denkbar, die den Abbau durch die Enzyme verhindern — beispielsweise Rickstande aus dem

Farbeprozess.

Nachfolgend wurde die an der HSNR entwickelte TfCut2 in die Reaktion eingesetzt. Ein
Oligomerabbau konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden, es kam nicht zu einem
Anstieg der Absorption. Vermutlich war die Konzentration des Enzyms zu niedrig, um eine messbare
Reaktion zu generieren. Die Enzyme Tcur1278-WT und Tcur1278-TA2 konnten leider mit dieser
Methode nicht untersucht werden, da erst nach Projektende eine ausreichende Menge Enzym

vorlag.

Eine Probe, der aus den Garnen von ST extrahierten Oligomere, wurde zusatzlich an die Universitat
in Greifswald, Arbeitsgruppe Prof. Bornscheuer / Dr. Wei geschickt. Dort wurden diese Oligomere
mit einer Polyester-degradierenden Esterase (Wildtyp und Mutante; héherer Aktivitdt gegeniber
BHET/MHET) versetzt. Es wurde festgestellt, dass diese Enzyme das Oligomer abbauen und die
Effizienz des Abbaus stark von der Substratkonzentration abhangt. Diese Ergebnisse erreichten
das Projektteam erst nach der Projektlaufzeit, so dass auch diese Polyester-degradierende Esterase

nicht mehr in weiterflihrenden Versuchen eingesetzt werden konnte.

4.3 Einstellung der Verfahrensparameter und Versuche im Laborfarbegerat von ST

4.3.1 Versuche im Laborfarbeapparat (ST)

Zunachst wurde das Sunsilk Garn bei einem ersten Versuch lediglich mit einer Standardfarbung
der Firma ST behandelt. Das Garn aus diesem Ansatz diente fir die nachfolgenden Versuche als
Vergleichsobjekt, da durch die Standardfarbung, wie erwartet, Oligomere auf der Garnoberflache
abgelagert wurden. Das gefarbte Garn und das unbehandelte Rohgarn wurden an der HSNR auf
den Oligomer Anteil sowie rasterelektronenmikroskopisch untersucht und miteinander verglichen (s.
Abbildung 20 und Abbildung 21).

Bei einem zweiten Versuch wurde das Sunsilk Garn im Anschluss an die Farbung zusatzlich einer
60-minutigen Enzymbehandlung unterzogen. Es konnte jedoch nach der Enzymbehandlung keine
signifikante Reduktion der Oligomere im Vergleich zu der ersten Spulenfarbung festgestellt werden
(s. Abbildung 22).

Aus diesem Grund wurde in einem dritten Versuch die Nachbehandlung mit der Enzymlésung auf
6 h erhoht. Hierbei sollte sich zeigen, ob die Enzyme bei einer langeren Wirkdauer eine gréRere
Menge an Oligomeren abbauen kénnen. Leider zeigten auch nach diesem Versuch die REM-Bilder

einen ahnlichen Oligomergehalt im Vergleich zu dem unbehandelten Garn (s. Abbildung 23).
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Aufgrund der Resultate der durchgeflihrten Versuche wurde vermutet, dass moglicherweise die
Oligomere an den Polyester-Garnoberflachen schwerer flr die Enzyme zuganglich sind als die
Oligomere an den glatten Wanden des Farbeapparats. Aus diesem Grund wurde in einem vierten
Versuch eine Enzymbehandlung des Laborfarbeapparates ohne Garnspulen vorgenommen. Diese

Behandlung wurde wiederum mit dem standardmafigen Auskochprozess verglichen.

In dem vierten Versuch wurde tber eine Dauer von 6 h die Flotte immer wieder bewegt und ruhen
gelassen, die Enzymaktivitat Uber den gesamten Zeitraum hinweg tberprift und dokumentiert. Um
sicher zu stellen, dass die Enzyme Uber die gesamte Dauer der Enzymbehandlung aktiv waren,
wurde dies mit Hilfe von den Substratmembranen getestet (s. Abbildung 13).

Flotte zu Beginn Nach der ersten Zirkulation Nach der ersten Verweilzeit

Nach der dritten erkulatlon

Nach der zweiten Zirkulation Nach der zweiten Verweilzeit

Nach der dritten Verweilzeit Nach der vierten Zirkulation N‘ach der vierten Verweilzeit

Abbildung 13: Bestimmung der Enzymaktivitat mittels Indoxylacetat-Substratmembranen im vierten Versuch
mit dem Laborfarbeapparat
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Anhand der verschiedenen Substratmembranen ist ersichtlich, dass die Enzymaktivitat Gber die
Dauer des Versuchs zwar abgenommen hat, aber selbst nach der vierten Verweilzeit immer noch
aktives Enzym vorlag. Der Laborfarbeapparat wurde jedoch durch die Enzymbehandlung nicht

gereinigt (s. Abbildung 14). Der Apparat wies nach der Behandlung mit der Enzymflotte scheinbar
mehr Verschmutzungen auf als zuvor.

Laborfarbeapparat vor der Enzyhandlung
e Y.

- g T

Laerférbeaarat vor dem Auskochprozess

e,

h dem Auskochprozess

- L

Laborfarbeapparat nac

Am4 v, \
Abbildung 14: Anschmutzung des Farbeapparats nach der Enzymbehandlung und nach dem
Auskochprozess
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In einem fiinften Versuch wurde die 6-stiindige enzymatische Reinigung zunachst wiederholt. Die
Enzymaktivitat wurde wiederum nach jedem Wechsel zwischen Zirkulation und Ruhephase auf ihre
Aktivitat Uberpruft (s. Abbildung 15).

Flotte zu Beginn Nach der ersten Zirkulation Nach der ersten Verweilzeit

Nach der zweiten Zirkulation Nach der zweiten Verweilzeit Nach der dritten Zirkulation

Nach der dritten Verweilzeit Nach der vierten Zirkulation

Am nachsten Morgen

Abbildung 15: Enzymaktivitat wahrend des fiinften Versuchs im Garnfarbeapparat

Im Vergleich zu dem vierten Versuch wurden die Enzyme nach der 6-stlindigen Behandlung nicht
sofort inaktiviert, sondern die gesamte Flotte zunachst in das Ansatzgefall zurtick gepumpt, um den
Reinigungsstand des Farbeapparates zu Uberprifen (s. Abbildung 16). Da der Farbeapparat noch
keinen ausreichenden Reinigungsstand aufwies, wurde die Enzymflotte wieder hineingefillt und
dort uber Nacht ruhen gelassen. Mit Hilfe der Substratmembranen konnte nachgewiesen werden,
dass die Enzyme Uber den gesamten Zeitraum, also auch noch am nachsten Morgen, Aktivitat

aufwiesen.
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vor der Enzymbehandlung nach 6-stiindiger nach Behandlung tber Nacht
Enzmbehandlung ‘

oo | r—

Abbildung 16: Laborfarbeapparat, vor und nach der Enzymatischen Reinigung, sowie nach langerer
Verweilzeit der Flotte

Nach der vollstandigen Behandlung war zu beobachten, dass sich zwar im Behalter weiterhin

deutliche Ablagerungen am oberen Rand zeigten, jedoch die Flotte auch gel6ste Partikel aufwies.

Es war somit anzunehmen, dass durch die Enzymflotte die Oligomere von der Wand des
Farbeapparats geldst wurde, diese sich jedoch an der Wasseroberflache angereichert, sich beim

Ablassen abgesetzt und eine kreisférmige Ablagerung am oberen Rand des Behalters gebildet hat.

4.4 Garnprifungen nach Enzymbehandlung (ST)

Um zu kontrollieren, ob bzw. welchen Einfluss die Enzymbehandlung auf die Garne haben, wurden
die Garne auf eine mogliche Farbveranderung nach der Behandlung, ihre Witterungsbestandigkeit
sowie diverse textilphysikalische Qualitatsprifungen untersucht. Hierzu wurden die Garne

eingesetzt, die im dritten Versuch der Enzymbehandlung verwendet wurden.

Um einen direkten Vergleich zu ermoglichen wurden aus einer Garncharge weitere Spulen mit dem
bisherigen Standardverfahren gefarbt. Rein optisch lie3 sich nach dem Farben kein Unterschied
erkennen. Die Garnfarbungen wurden bei ST mit dem Spektralphotometer CM 3610 a (Konica
Minolta) auf mdgliche Farbabweichung untersucht. Die Abweichungen lagen bei 0,3 und sind damit

vollig im Rahmen. Abbildung 17 und Abbildung 18 zeigen die beiden Proben im Vergleich. In
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Abbildung 17 wird deutlich, dass beide Kurven

Metamerie zwischen den beiden Spulen gab.
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Abbildung 17: Ergebnisse der Farbdifferenzmessung von der Standardfarbung gegen die Farbung mit
enzymatischer Nachreinigung
In Abbildung 18 wird die Farbabweichung angezeigt. In allen drei Bereichen lag die Abweichung
unter 1. Bei Tageslicht und Kaufhauslicht bei 0,2 und bei Glihlampenlicht / Abendlicht lag die
Abweichung bei 0,3.
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Abbildung 18: Farbabweichung Vergleich Standardfarbung und Farbung mit enzymatischer Nachreinigung
= fir D65, Tageslicht (0,2) = fur F11, Kaufhauslicht (0,2) = fiir A, Glihlampenlicht / Abendlicht (0,3)
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Die Werte wurden nach Toleranzblock CMC 2:1 gemessen. Bei CMC handelt es sich nicht um einen
Farbraum, sondern um ein Toleranzsystem. Er bietet eine bessere Ubereinstimmung zwischen der
visuellen und gemessenen Farbdifferenz. Der CMC-Farbtoleranzraum basiert auf CIELAB (L*C*h)
[10].

Bei der Prifung zur Witterungsbestandigkeit (s. Abbildung 19) waren beide Proben kaum
ausgeblichen und erflllten die Note 7 bis 8, eher 8. Die Farbechtheit war also auch nach einer

enzymatischen Behandlung gegeben.

Profw I Note | Note | Probe

Abbildung 19: Proben nach 500 Stunden Xenontester
links: Standard, rechts: nach Enzymbehandlung

Zudem wurden diverse textilphysikalischen Qualitdtsuntersuchungen durchgefihrt, um zu
Uberprifen, ob die Enzymbehandlungen einen Einfluss auf verschiedene Garnspezifische

Eigenschaften aufwies (s. Tabelle 3).
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Tabelle 3: Textilphysikalische Qualitatsuntersuchungen nach verschiedenen Farbemethoden

Priifungsart Norm Einheit Nach Standardfarung | Standard
Enzymbehandlung rohweiss

Feinheitsbezogene

Héchstzugkraft (Mittelwert) EN ISO 2062 cN/tex 36,2 35,9 38,2

Feinheitsbezogene

Hachstzugkraft (Minimalwert) EN ISO 2062 cN/tex 34,1 34,0 37,0

Feinheitsbezogene

Hoéchstzugkraftdehnung EN ISO 2062 % 35,5 35,2 30,5

(Mittelwert)

Feinheitsbezogene

Hochstzugkraftdehnung EN ISO 2062 % 31,6 30,2 25,7

(Minimalwert)

HeiRluftschrumpf o

(160 °C — 12 min) Hausmethode | % 3,4 3,5 18,4

Intermingelungspunkte (Imp) Hausmethode | Punkte/m | 90 90 90

Schiingenneigung Hausmethode | cm 100,0 100,0 100,0

(schlingenfreie Lange auf 1 m)

Shore-Wickelharte

(Ziwi Shore-Hartemessgerat) Hausmethode 17,0 25,0 28,0

Die Eigenschaften des Garns nach der Enzymbehandlung wiesen im Vergleich zu dem

standardgefarbten Garn bzw. zum Rohgarn keine signifikanten Unterschiede auf.

4.5

4.5.1 Identifikation von Oligomeren liber Rasterelektronen-Mikroskopie

Die von ST im

rasterelektronenmikroskopisch auf Oligomerablagerungen

Laborfarbeapparat

behandelten

Abbildungen sind die Ergebnisse dargestelit.

Untersuchungen zur Identifikation von Oligomeren (HSNR)

Garne (s.

untersucht.

Kap.

In

4.3.1)

den

wurden

folgenden
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Abbildung 20: REM-Bilder vom Sunsilk Garn (Rohgarn)

Als erstes wurde das Sunsilk-Garn als Rohgarn sowie das Sunsilk-Garn standardgefarbt analysiert.
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Abbildung 21: REM-Bilder vom Sunsilk Garn mit Standardfarbung




Abbildung 21 zeigt, dass die Standard PES-Farbung Oligomerablagerungen auf den Garnen bewirkt
hat. Es wird auch deutlich, dass die héchste Oligomerablagerung in der Mitte und im Inneren der

Farbespule zu finden war. Verglichen damit zeigte das Rohgarn (Abbildung 20) eine glatte

Oberflache; Oligomere waren kaum vorhanden.
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Abbildung 22: REM-Bilder von Sunsilk Garn als Rohgarn, mit einer Standardfarbung und mit einer
Standardfarbung gefolgt von einer einstiindigen Enzymbehandlung

DU e Ewem  m oS

Nach einer einstiindigen Enzymbehandlung (nach dem in 4.3.1 beschriebenen Verfahren) wurde
eine ahnliche Oligomerablagerung wie nach der Standardfarbung festgestellt (s. Abbildung 20), so
dass daraus geschlossen werden kann, dass wahrend der einstindigen Enzymbehandlung die
Oligomere nicht abgebaut werden konnten.
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Abbildung 23: REM-Bilder von Sunsilk Garn als Rohgarn, mit einer Standardfarbung und mit einer
Standardfarbung gefolgt von einer sechstiindigen Enzymbehandlung

Auch nach einer 6-stundigen Enzymbehandlung konnte keine Reduzierung der
Oligomerablagerungen auf den Garnoberflachen festgestellt werden (s. Abbildung 23).

4.5.2 Identifikation von Oligomeren iliber ATR-IR Analyse

Um zu klaren, ob es sich bei den Rickstanden im Farbegerat der Firma ST ausschlieRlich um
Oligomere handelt, wurden die Rickstande und die aus den Garnen extrahierten Oligomere mittels
ATR-IR-Spektroskopie untersucht und die erhaltenen Spektren miteinander verglichen. Die per
Extraktion aus Polyestergarnen erhaltenen Proben konnten anhand ihres IR-Spektrums als die
erwarteten PET-Oligomere identifiziert werden. Die aus dem Farbeapparat entnommenen Proben
wiesen ebenfalls alle fir PET-Oligomere erwarteten Absorptionsbanden auf, zusatzlich waren
jedoch noch weitere Banden (insbesondere bei etwa 1500 ™', rote Markierung in Abbildung 24) zu
erkennen, die die erwarteten Uberlagerten und auf weitere Inhaltsstoffe hindeuteten. Da die aus dem
Farbeapparat entnommenen Proben in Lésung aufRerdem eine deutlich sichtbare Farbung
aufwiesen, wird angenommen, dass in der Probe neben den Oligomeren auch noch verschiedene

Farb- und Hilfsstoffe aus dem Farbeprozess vorlagen.
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Abbildung 24: IR-Spektren des aus Garn extrahierten Oligomers und des Riickstandes aus Farbeapparaten
im direkten Vergleich.

Aufgrund der Vielzahl an in Frage kommenden Stoffen, und der sehr geringen Probenmenge, war
es leider nicht mdglich, weitere Inhaltsstoffe der Probe zu identifizieren. Es ist jedoch davon
auszugehen, dass die Fremdstoffe nicht mittels der verwendeten Enzyme abgebaut werden kénnen,

und daher nach der Enzymbehandlung im Farbeapparat verbleiben werden.
4.6 Wiederverwendbarkeit der Enzyme

Fur die im Rahmen des Projektes durchgefuhrten Versuche im Laborfarbeapparat wurden jeweils
33 | Flotte mit einer Menge von 3 ml/l Enzymlésung versetzt. Da nach jedem Versuch im
Laborfarbeapparat die Flotte abgelassen werden musste, wurden auch die darin befindlichen
Enzyme entsorgt. Aus umweltschonenden sowie wirtschaftlichen Grinden sollten die Enzyme aus

der Reinigungsflotte riickgewonnen werden kénnen, damit eine Wiederverwendung moglich wird.

Zunachst wurde die Mdglichkeit einer Immobilisierung der Enzyme an einen Filter ausgelotet. Hierzu
sollten chemikalienresistente, wasserdurchlassige Filter mit geeigneten funktionellen Gruppen
eingesetzt werden, an deren Oberflache die Enzyme gebunden werden. Im Laufe des Projektes
wurde jedoch von dieser Uberlegung Abstand genommen, da eine Beweglichkeit der Enzyme in der
Flotte als unerlasslich angesehen wurde. Weiterhin ware die Enzymkonzentration bei Einsatz eines
Filters sehr begrenzt gewesen und zudem ware es mdglich, dass die immobilisierten Enzyme durch
Reststoffe aus der Flotte verdeckt wirden, so dass sie nicht mehr in Kontakt mit den Oligomeren

treten konnten.

Eine andere Mdglichkeit der Immobilisierung von Enzymen bestand darin, dass die Enzyme an

Oberflachen von superparamagnetischen Beads gebunden wurden. Diese Methode hatte den
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Vorteil, dass die Enzyme in der Flotte beweglich blieben und im Anschluss an den Prozess mit Hilfe

eines Magneten zuriickgewonnen werden konnten.

Bei dem Hersteller wurden verschiedene, funktionalisierte Beads angefragt, da vermutet wurde,
dass die Immobilisierungseffizienz auch von der Immobilisierungsreaktion abhangig ist. Aufgrund
der Corona-Pandemie waren jedoch viele Reagenzien nicht verfligbar, so dass bei dem Hersteller

lediglich Carboxylat-funktionalisierte Partikel beschafft werden konnten.

Eine schematische Darstellung der Immobilisierung von Enzymen an Carboxylat-funktionalisierte

Beads ist in Abbildung 25 dargestellt.
3.

1. 2.
.7COOH + EDC — ‘—CO-EDC + Enzym — ‘Enzym

Abbildung 25: Schematische Darstellung der Immobilisierung von Enzymen an magnetische Beads

Die Partikel wurden zuerst mit dem Crosslinker 1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)
aktiviert, so dass die verwendeten Enzyme anschlieRend an den Crosslinker kovalent gekoppelt
werden konnten. Nicht gebundene Enzyme wurden durch mehrmaliges Waschen der
Partikelsuspension entfernt. Der Erfolg der Immobilisierung wurde mit Hilfe von einem
photometrischen Aktivitatstest ermittelt (s. Abbildung 26). Im Laufe des Projektes wurden

verschiedene Enzymkonzentrationen verwendet, um die Immobilisierungseffizienz zu optimieren.

Aktivitat mit p-Nitrophenylacetat
0,7
y =0,0235x+0,0046
0,6 R =0,9954 K
0,5
0,4
03

0,2 .

Extinktion bei 410 nm

0,1
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0

5 10 15 20 25 30
Enzymaktivitat (U/ml)

Abbildung 26: Kalibrationsgerade zur Bestimmung der Lipaseaktivitat mit Nitrophenylacetat

Die Immobilisierungsversuche wurden mit verschiedenen Konzentrationen der Lipase aus A. oryzae

durchgefihrt. Es zeigte sich, dass die Immobilisierungseffizienz zunahm, wenn eine hdéhere
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Konzentration der Enzyme verwendet wurde. Wurden 300 U dem Immobilisierungsansatz
hinzugefuigt, so lag die Immobilisierungseffizienz bei 4,1 U / 1,8 * 10'° Partikel. Fiir 500 U wurde ein
Wert von 9,5 U /1,8 * 10'° Partikel und fiir 1000 U ein Wert von 25,3 U / 1,8 * 10'° Partikel ermittelt.
Bei dem Einsatz einer noch héheren Enzymkonzentration konnte die Immobilisierungseffizienz nicht
weiter gesteigert werden. Die Enzymaktivitat war Uber mehrere Wochen nach Lagerung im
Kuhlschrank stabil.

Die Separation der superparamagnetischen Partikel war mit Hilfe eines handelsiiblichen Magneten

innerhalb von wenigen Sekunden mdglich (s. Abbildung 27).

. - e

Abbildung 27: Rickgewinnung der Beads mit einem Magneten

Somit |asst sich feststellen, dass eine Immobilisierung an magnetische Partikel zur Riickgewinnung

der Lipasen im Anschluss an die Enzymbehandlung im Farbeapparat prinzipiell geeignet ware.
4.7  Okologische und Okonomische Gesamtbeurteilung (ST, HSNR)
Im Folgenden wird eine Okologische und o6konomische Gesamtbeurteilung des Verfahrens

durchgefihrt. In Abbildung 28 ist ein Schema des Farbeapparates sowie das bisherige

Auskochrezept dargestellt.

e Thics  HT-Ab. verriegelt | |
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EER ] ([ 1
; 173 om Natronlauge =10 ml
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] E(T}i TC entliifter UKL =05g
00 0.0 min 0 % 42 %
508 g A€ Jem 0 | 42 |
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Abbildung 28: Schema des Farbeapparats
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Abbildung 29 zeigt die Zeit-Temperaturkurve des Auskochprozesses. In der Grafik wird deutlich,
dass neben dem Einsatz von Chemikalien und Wasser auch ein hoher Energieeinsatz notwendig
ist. Dieser Verbrauch wurde zusammen mit dem Verbrauch an Energie und entstehende Stoffstréme

ermittelt.

Temp.

& 6e % MO WS 10 115 w0 KBS 130 1S Mo ME

™ s ) Bt “
Theor. Zeit: 02:36 | 156 min )

Abbildung 29: Zeit-Temperaturkurve des Auskochprozesses

Bei ST wurden im Jahr 2021 ca. 46.893 € fUr die Reinigung der Farbeapparate aufgebracht. Hierbei
wurden die Farbeapparate insgesamt 296 Mal fur jeweils 156 Minuten mit 3000 | Wasser

ausgekocht. Die Kosten errechnen sich folgendermalen (s. Tabelle 4):

Tabelle 4: Jahrliche Kosten fiir den Auskochprozess

Kosten flir den
Auskochprozess

Laufzeit/Overhead 130,74 €
Chemikalien 17,39 €
Wasser 10,10 €
Summe pro Auskochen 158,24 €
Summe im Jahr

(fir 296 Mal Auskochen) 48.893,04 €

Der Einsatz von Enzymen wahrend des Farbeprozesses kénnte pro Woche bei der Garnfarbung zu
einer Wasser- und Energieersparnis von bis zu 17.760 Liter Wasser und 93,09 kWh fuhren, da auf
den anschlieRenden Auskochprozess verzichtet werden kdnnte. Auf das gesamte Jahr (ausgehend
von 50 Arbeitswochen) gerechnet waren dies 888.000 Liter Wasser und 4.654,5 kWh Energie. Die
Mehrkosten fur den Einsatz von Enzymen wahrend des Farbeprozesses rentieren sich somit, sobald
sie den Einsparungen durch das Wegfallen des Auskochprozesses entsprechen. Zudem wiuirde der
Einsatz von Enzymen dazu flhren, dass auch im gefarbten Garn weniger Oligomere vorhanden

waren. Bei den folgenden Prozessen wie dem Weben wiirden weniger Oligomere abgerieben, die
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sich in den Maschinen festsetzen konnen. Zusatzlich entsteht durch die Oligomere beim
Farbungsprozess eine Streifigkeit auf der Ware, durch deren Verhinderung pro Jahr zusatzlich ca.

29.880 € eingespart werden kénnten.

Wairden die Enzyme erst in einem separaten Folgeprozess im Anschluss an die Farbung eingesetzt,
wurde dieser Prozess durch den Einsatz niedrigerer Temperaturen zwar energiearmer aber durch

die momentan hohen Enzym-Anschaffungskosten immer noch teurer sein als der Auskochprozess.

5 Fazit und Ausblick

Im Rahmen des Forschungsprojektes konnten kommerziell erhaltliche Polyesterasen identifiziert
werden, die im Labormalstab Oligomere abbauen kénnen. Allerdings liel3 sich dieser Ansatz nicht
auf die Farbeapparate beim Projektpartner ST transferieren. In den praxisnahen Farbeprozessen
treten noch zu viele Storfaktoren auf, die die enzymatische Reaktion hemmen kdnnen bzw. die dazu
fuhren, dass die Garne und der Apparat nicht enzymatisch gereinigt werden kénnen. Zusatzlich
konnte das vielversprechendste kommerzielle Enzym gegen Ende der Projektlaufzeit nicht mehr
geliefert werden, da die Produktion wahrend der Corona-Pandemie eingestellt wurde, so dass keine

weiterfihrenden Versuche durchgefiihrt werden konnten.

Da die anderen kommerziellen Polyesterasen fur den Oligomerabbau nicht sonderlich geeignet bzw.
wirtschaftlich nicht einsetzbar waren, wurde nach alternativen, nicht kommerziell erhéaltlichen
Polyesterasen recherchiert. Dies war eigentlich nicht im Projekt vorgesehen. Nach Gesprachen mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Schwaneberg, RWTH Aachen, und in Zusammenarbeit mit dem
Fachbereich Chemie / Biotechnologie der HSNR wurden selbst Polyesterasen exprimiert und
aufgereinigt. Diese konnten allerdings erst gegen Ende der Projektlaufzeit und in geringen
Konzentrationen zur Verfligung gestellt werden, so dass sie teilweise nicht mehr wahrend der

(bereits) verlangerten Projektlaufzeit getestet werden konnten.

Fur ein Folgeprojekt ist es von Vorteil bzw. zwingend notwendig, wenn einer der beiden Partner in
der Enzymentwicklung tatig ist. Rein mit kommerziellen Enzymen und den Corona-bedingten
Lieferschwierigkeiten dieser Enzyme und anderer Reagenzien konnte keine zufriedenstellende
Reinigungsmethode entwickelt werden. Es gibt aber durchaus nicht kommerzielle Enzyme (s.

Esterase der Universitat Greifswald), die Oligomere abbauen konnen.
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