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Zusammenfassung

Das Ziel des Projektes bestand in der Verbesserung der Herstellungsprozesse sowie der
Qualitat von Papieren und Dammplatten aus Holzstoffen durch den Einsatz biotechnolo-
gischer Verfahren. Aufbauend auf vorhandenen Ergebnissen zur Enzymapplikation wurden
Cellulase-/Xylanase Enzymsysteme weiterentwickelt und anwendungsbezogen charak-
terisiert. Die Enzymsysteme wurden zur Modifikation von Holzstoffen, insbesondere TMP,
SGW, PGW und PGW-Grobstoff eingesetzt. Hierbei wurde die Korrelation der Inkubations-
bedingungen sowie der Art und Zusammensetzung der Enzymsysteme mit den Prozess- und

Produkteigenschaften untersucht. Die Arbeiten mindeten in einen Pilotversuch zur

Dammplattenherstellung und einen Produktionsversuch zur Papierherstellung bei

Industriepartnern. Folgende wesentliche Ergebnisse wurden erzielt:

e Im Bereich der Enzymgewinnung konnte mittels Optimierung der Prozessfiihrung eine
Steigerung der Produktivitdt des eingesetzten Stammes Trichoderma reesei-M18.2
erreicht werden. Durch Variation des Nahrmediums lasst sich die Zusammensetzung der
Enzymkomplexe applikationsbhezogen verandern. Die Enzymfermentation auf Basis von
Schlempe bietet Méglichkeiten zur Reduzierung der Enzymkosten.

e Der Einsatz von Cellulase-/Xylansesystemen mit einer Dosierung von 1 % Uber 10 min
fuhrte bei TMP (ohne Nachmahlung) zu einer eine Erhéhung des Tensile-Index um ca.
10 %.

e Sowohl eine hohe Dosierung und niedrige Inkubationszeit oder eine geringe Dosierung
und lange Inkubationszeit bewirken eine Verringerung des Entwéasserungswiederstandes
von Holzstoffen. Bei einer Dosierung von 1 % wird bei TMP nach einer Behandlungszeit
von 10 min eine Verringerung um ca. 10 % und bei 30 min um ca. 18 % erreicht. Bei
Holzschliff werden nach 30 min Behandlungszeit ca. 7 %-ige Verringerung erreicht.

e Durch die Mahlung werden die Festigkeitseigenschaften der Holzstoffe starker verandert,
als durch die Enzymbehandlung.

e Bei der TMP-Herstellung konnte durch eine Enzymbehandlung mit dem Cellulase-
/Xylanase- System SIAB Il mit einer Enzymdosierung von 1 % und einer Behandlungszeit
von 30 min zwischen der 1. und 2. Mahlstufe ein 20 % niedrigerer Mahlaufwand bei
gleichen bis besseren Festigkeitseigenschaften erzielt werden.

e Bei der Nachmahlung von PGW-Grobstoffen kénnen durch eine Enzymbehandlung (0,5
%) im Labormalstab Erhdhungen der statischen Festigkeiten von bis zu 25 % erreicht
werden (Einsparung einer Mahlstufe).

e Bei einem Produktionsversuch konnte durch den Enzymeinsatz bei PGW-Grobstoff der
Energieaufwand in der Schleiferei der Papierfabrik um ca. 11 % gesenkt werden.

e Cellulase/Xylanase-Systeme fihren bei Holzfaserdammplatten, hergestellt nach dem
Nassverfahren, zu deutlichen Verbesserungen der Biegefestigkeit (bis 32%). Ein
kombinierter Einsatz von Enzymen und traditionellen Additiven fiihrte zu einer
Verbesserung der Biegefestigkeit um ca. 50 %.

e Die massebezogene Wasseraufnahme verringert sich durch Enzymeinsatz um ca. 41 %.
Ein kombinierter Einsatz von Enzymen und Additiven fiihrt zu einer Verringerung 77 %.
Die flachenbezogene Wasseraufnahme sinkt hier um 95 % auf unter 1 kg/mz2.

e Im Hinblick auf eine Kreislaufnutzung der Enzyme wurde nachgewiesen, dass
insbesondere bei der Dammplattenherstellung unter Einsatz einer thermostabilen
Xylanase bis zu 80 % der Enzymaktivitaten erhalten bleiben.

¢ Die organische Belastung der Prozesswasser wird durch Enzyme nur leicht erhéht.

Die erfolgreiche Realisierung der Forschungsarbeiten ermdglicht es, kleinen und mittel-
standischen Unternehmen der Papier- und Holzwerkstoffindustrie die Eigenschaften ihrer
Produkte zu verbessern bzw. den spezifischen Energiebedarf fir energieintensive Prozesse
der Holzschliff- bzw. TMP-Erzeugung zu senken.

Das Ziel des Forschungsvorhabens wurde erreicht.
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1 Einleitung

Holzstoffe, d. h. mechanisch erzeugte ligninhaltige Faserstoffe werden sowohl in der Papierin-
dustrie in Form von TMP, CTMP SGW und PGW zur Produktion Buchdruck-, Zeitungs- und
Magazinpapier sowie fir Kartonage und Verpackungen verarbeitet als auch in der Holzwerk-
stoffindustrie zur Herstellung von Faserwerkstoffen, wie HDF, MDF oder Faserdammplatten
fur die M6bel- und Bauindustrie eingesetzt.

Die Produktionsmenge an Holzstoffen fiir den Papierbereich lag im Jahr 2007 bei ca.
1,636 Mio. t in Deutschland (N.N. 2008).

Holzstoffeinsatz in Deutschland (2007, tiytro)

416.898

1.044.753 174.310

Gesamt:
= TMP @ CTMP B Holzschliff 1.635.961t

Abb. 1-1: Holzstoffeinsatz 2007 (N.N. 2008)

Holzstoffe werden mechanisch durch Mahlen oder Schleifen des Holzes erzeugt. Aufgrund der
in den letzten Jahren stark gestiegenen Energie- und Rohstoffkosten ergab sich zu Projektbe-
ginn ein hoher Forschungsbedarf zur Verringerung des Mahl- und Prozessenergieverbrauchs
bei gleichbleibenden oder verbesserten Papiereigenschaften.

Ahnliche Probleme ergaben sich fir die Holzwerkstoffindustrie. Hier werden Faserstoffe aus
der ersten und zweiten Zerfaserungsstufe verarbeitet. Man unterscheidet das Nass- und Tro-
ckenverfahren. Insbesondere im Nassverfahren werden die Werkstoffe ahnlich wie bei der
Papiererzeugung durch Entwasserung einer Fasersuspension und anschlieRender Trocknung
erzeugt. Es werden Werkstoffe mit einer Dichte im Bereich von 150 bis 300 kg/m® und einer
Dicke im Bereich von 5 bis 30 mm hergestellt. Diese Werkstoffe werden vielféltig fur die War-
me- und Schallisolierung von Geb&uden und Innenrdume eingesetzt. Die Einsatzmenge von
Dammstoffen in Deutschland lag im Jahre 2007 bei ca. 24 Mio. m3. Der Anteil an Naturfaser-
dammstoffen lag bei ca. 1 Mio. m3 (GDI 2007). Forschungsbedarf besteht hier vor allem bei



der Verbesserung der hydrophoben und mechanischen Eigenschaften und einer Verringerung
des Prozessenergiebedarfs.

Das Ziel des Forschungsvorhabens bestand in der Untersuchung von Potenzialen zum Ein-
satz von Enzymen zur gezielten Verbesserung von Prozessbedingungen und Produkteigen-
schaften bei der Holzstofferzeugung und -verarbeitung. Mit Hilfe von Enzymen lassen sich
Stoffwandlungsprozesse unter Normalbedingungen umweltfreundlich substratspezifisch kata-
lysieren. Insbesondere Cellulasen, Hemizellulasen und ligninoxidierende Enzyme sind flr eine
Modifikation von Holzstoffen geeignet. In der Textil- und Lebensmittel und Futtermittelindustrie
finden diese Enzymsysteme bereits breite Anwendung. In der Papier- und Holzwerkstoffin-
dustrie werden die Anwendungspotenziale jedoch bisher kaum genutzt.

2 Enzymeinsatz in der Papier- und Holzwerkstoffindustrie

In der Zellstoff- und Papierindustrie werden Uberwiegend mechanische und chemische
Verfahren angewendet. AulRer in der Abwasserreinigung spielen biotechnologische Verfahren
nur eine untergeordnete Rolle. In den letzten Jahren sind jedoch betrachtliche Fortschritte in
der Enzymologie des Cellulose-, Hemicellulosen- und Ligninabbaus erzielt worden. Folgende
biotechnologische Entwicklungen in der Zellstoff- und Papierindustrie werden derzeit mit
besonderem Nachdruck vorangetrieben:

Enzymatisch Entfernung von Storstoffen bei der Papiererzeugung
Enzymunterstitze Bleiche von Zellstoffen (Biobleaching)

Verbesserung der Altpapiereigenschaften (Deinken, Entwasserung)
Einsparung von Prozessenergie bei der Holzstoffherstellung (Biopulping)
Enzymatische Grobstoffbehandlung bei TMP und Holzschliff
Verbesserung der Entwésserbarkeit von Holzstoffen

Enzymatische Abwasserbehandlung

Zur Verbesserung der Eigenschaften von Dammplatten wurde bisher der Einsatz von phenol-
oxydierenden Enzymen (Laccase) untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass der Einsatz die-
ser Enzyme positive Wirkungen auf die Platteneigenschaften hat. Allerdings waren hier die
Inkubationsdauer noch zu lang, die Enzymkosten zu hoch und die Prozessstabilitat der Enzy-
me zu gering (Wagenfuhr et al. 2003, Wagenfihr et al. 2005).

Der wissenschaftlich-technische Stand insbesondere des Enzymeinsatzes bei Holzstoffen
wird im Folgenden anhand einiger Beispiele beschrieben werden.

2.1 Enzymatische Entfernung von Stérstoffen mit Lipasen

Fett- und Harzanteile in Faserstoffen aus nichtalkalischen Holzaufschlussverfahren kénnen
durch Agglomeration zum so genannten Pitch erhebliche Probleme auf der Papiermaschine



bereiten. Lipasen spalten die in den Hackschnitzeln vorhandenen Fette in Fettsduren und ihre
Hydroxylkomponenten, meist mehrwertige Alkohole.

Triglyceride sind der wesentliche Bestandteil der Harze. Mit Hilfe von Lipase (Tryglycerid-
Hydrolase) koénnen diese gezielt abgebaut werden. Eine entsprechende Behandlung ist
sowohl mit Lipase produzierenden Pilzkulturen, als auch mit dem Enzym selbst méglich.
Weltweit Anwendung findet dabei zum Beispiel ein isolierter farbloser Stamm des Harz
abbauenden Blaufaulepilzes (Ophiostoma piliferum). Der als Pulverform angebotene Pilz wird
in Wasser suspendiert und auf die Hackschnitzel gespriht. Nach etwa zwei Wochen kann der
Harzgehalt um 40 bis 70 % reduziert werden. Die Behandlung mit genanntem Pilz tragt auch
zur Weiligradstabilisierung bei, sodass bis zu 25 % Bleichchemikalien eingespart werden
konnen. Auch im Rahmen von Untersuchungen zum Biopulping eingesetzte Pilzstamme ha-
ben gezeigt, dass sie zum Harzabbau aktiv beitragen. (Chang et al.1993, Gliese, T. et al.
1994, Bajpal et al. 1999, Swaney et al. 2000)

Fiur die direkte Behandlung von Faserstoffen werden Lipasepraparate eingesetzt. Die In-
kubationsbedingungen sind wesentlich prozessfreundlicher (40 bis 75 °C, pH 4,5 bis 9). Die
Inkubationszeit betragt dabei nur wenige Stunden. Der Harzanteil kann so um bis zu 90 %
reduziert werden. Es ist jedoch notwendig, die freien Fettsauren zu verseifen und
auszuwaschen, da auch sie als Storstoffe agieren kénnen (Chang et al.1993, Bajpal et al.
1999b)

Die Juju-Paper Company in Japan produziert Zeitungsdruck- und Telefonbuchpapier und ver-
wendet hierfur 30 % Kiefern-Holzschliff. Durch Einfuhrung einer Lipase-Behandlung des Holz-
stoffes konnten die schweren Defekte auf der Papiermaschine weitgehend reduziert werden
(Fujita et al. 1992).

Kommerzialisiert und grof3technisch eingesetzt wird ein Verfahren der Nippon Paper Industries
in Japan, bei dem mit einer Lipase, die aus dem Pilz Candida rugosa isoliert wurde, eine bis
zu 90%ige Hydrolyse von Triglyceriden erzielt werden kann (Jaeger et al 1998).

2.2 Enzymatische Hackschnitzelbehandlung

Urspringlich bezeichnete der Begriff Biopulping die Behandlung von Hackschnitzeln mit Lignin
abbauenden Pilzsystemen vor der mechanischen Zerfaserung. Heute umfasst der Begriff alle
biotechnologischen Verfahren in der chemischen und mechanischen Faserstoffherstellung.
Eine entsprechende Vorbehandlung von Hackschnitzeln verfolgt als Ziel immer eine
Einsparung von Energie und Chemikalien bei der Holzstoff- und Zellstofferzeugung. Daruber
hinaus sollen Festigkeitseigenschaften, sowie optische Eigenschaften von Faserstoffen
verbessert werden. Im Fall der Zellstofferzeugung wird mit einer enzymatischen
Vorbehandlung der Hackschnitzel auch eine verbesserte Ligninherausldsung angestrebt.
(Gliese, T et al. 1994, Swaney et al. 2000)

Die Problematik der vergleichsweise schlechten Substratzuganglichkeit von Lignin abbauen-
den Oxidoreduktasen wird durch eine Pilzbehandlung der Hackschnitzel umgangen. Die Pilze

dringen mit ihren Mycelfaden in die Markstrahlen des Holzes ein und scheiden so ihre Enzyme



im Innern der Hackschnitzel aus (Gliese, T et al. 1994). Neben den Lignin abbauenden Enzy-
men produzieren die Pilze auch Kohlenhydrate abbauende Enzyme, die die Holzsubstanz
abbauen. Durch Zugabe einer Nahrldsung kann dieser Eingriff jedoch eingedammt werden.
(Scott et al. 1998). Konkurrierende Pilzkulturen und Bakterien kénnen durch eine der Inkubati-
on vorausgehenden Dampfung der Hackschnitzel abgetotet werden. Der grof3te Nachteil einer
enzymatischen Hackschnitzelbehandlung sind jedoch die sehr langen Inkubationszeiten von
zwei bis vier Wochen. Aufgrund dieser Tatsache und der komplizierten Prozesssteuerung
(Temperatur- und Feuchteregelung im Hackschnitzel-Pile) findet diese Technologie noch kei-
ne Anwendung in der Holzstoff erzeugenden Industrie. Praxisversuche haben jedoch bereits
gezeigt, dass Energieeinsparungen bis 30 % und verbesserte Festigkeitseigenschaften des
Faserstoffes mit einer enzymatischen Hackschnitzelbehandlung mdglich sind. Ein weiterer
grol3er Nachteil ist der deutliche Weil3gradabfall um 15-20 %-Punkte durch die Behandlung.
Da dieser durch eine entsprechend intensivere Bleiche kompensiert werden muss, kommt
eine enzymatische Hackschnitzelbehandlung in der Zellstofferzeugung, welche nach einem
besonders hohen Weil3grad strebt, nicht in Frage. (Scott et al. 1998, Swaney et al. 2000,
Eriksson 1982, Call et al. 1990).

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Untersuchungen zur enzymatischen Behandlung von
Hackschnitzeln durchgefiihrt. So wurden zum Beispiel Kiefernhackschnitzel mit Laccase be-
handelt. Bei gegebenem Entwasserungswiderstand konnte so eine Reduzierung der spezifi-
schen Mahlarbeit, sowie eine Verbesserung der Festigkeitseigenschaften erzielt werden (Glie-
se, T et al. 1994, Wong et al. 1999, Eriksson 1998).

Generell ist jedoch die Zuganglichkeit der Hackschnitzel fir Enzyme sehr eingeschrankt. Die
Porengrofe von Holzzellen betragt ca. 1 bis 3 nm wahrend die Enzyme eine MolekilgréRe
von 3 bis 7 nm besitzen (Grethlein 1985, Srebotnik 1990, Viforr 2008). Zur Verbesserung der
Enzympenetration wurden der Einsatz von Tensiden untersucht (Wang et al. 2007, Viforr
2008). Eine Hackschnitzelbehandlung mit einem Enzymcocktail aus Laccase und verschiede-
nen Hydrolasen Uber einen Zeitraum von 10 bis 72 h fUhrte hier zu einer Verringerung des

Energieverbrauches um ca. 12 % ohne Weil3grad und Festigkeitsverluste.

Speziell mit dem Ziel der Energieeinsparung unter Beibehaltung der Faserstoffeigenschaften
befasst sich aktuell das européaische Verbundprojekt ,ECOTARGET", das im Herbst 2008 ab-
geschlossen wurde. Ein Teilprojekt befasste sich mit der enzymatischen Behandlung von
Hackschnitzeln in Kombination mit einer mechanischen Vorbehandlung. Dabei wurde die
Holzstruktur durch eine kombinierte Scher-Druckbehandlung aufgelockert und ein Enzymcock-

tail aus Endoglucanase (EG) und Cellobiohydrolase | (CBH I) eingebracht.
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Abb. 2.2-1: Hackschnitzelvorbehandlung (Viforr 2008)

Danach wurden die Hackschnitzel bei 45 °C Uber 22 h inkubiert und anschliel3end in einem
Zylinderrefiner in Laborversuchen batchweise zerfasert. Durch die Behandlung konnte der
Energieverbrauch um 20 % reduziert werden mit verbesserten mechanischen Eigenschaften
des Faserstoffes (Pere et al 2007).

2.3 Enzymatische Holzstoffbehandlung

Die Effekte von Cellulasen und Xylanasen auf ligninreiche Faserstoffe, wie Holzschliff und
TMP, sind bisher nicht vollstdndig untersucht. Aufgrund ihres hohen Ligningehaltes an der
Faseroberflache ist die Zuganglichkeit fur die genannten Enzyme wesentlich geringer als bei
Altpapierstoff. Wegen der hohen Energiekosten wird der Enzymeinsatz bei mechanisch
erzeugten Holzstoffen in jungster Zeit jedoch verstarkt untersucht.

Bei Moulin (2001) wird von einer Verbesserung der Zugsteifigkeit und einer Verringerung des
Energieverbrauchs bei Cellulasebehandlung von Softwood Pulp und Nachmahlung im Refiner
im Industriemal3stab berichtet. Bei gleichem Energieverbrauch konnte die Zugsteifigkeit um 10
- 15 % verbessert werden. In einem 1994 patentierten Verfahren von Pere et al. wird durch
eine Fermentation von Fichtenholz-TMP mit Cellobiohydrolase eine Verbesserung der
Festigkeitswerte bei verringertem spezifischen Energieverbrauch erreicht.

In Forschungsarbeiten von Pere et al. (2000) wurde die enzymatische Behandlung von TMP-
Reject mit einer Cellulase-/Hemicellulase bei 45 °C Uber 2 h untersucht. Die Behandlung mit
CBH | fuhrte bei gegebenem Entwasserungswiderstand zu einer Reduzierung der spezifi-
schen Mahlarbeit um bis zu 20 %. Ahnliche Effekte wurden bei der Behandlung von TMP mit
einem Gemisch aus CBH und Mannanase gewonnenen aus der Fermentation mit Trichoder-
ma reesei erzielt Pere et al. 1994, 1999. Negative Einflisse auf die Faserstoffqualitat und die
Festigkeitseigenschaften wurden nicht beobachtet.



2.4  Enzymatische Aktivierung von TMP zur Herstellung von Holzfaserwerk-
stoffen im Trocken- und Nassverfahren

2.4.1 Einsatz phenoloxidierender Enzyme

Auch bei der Entwicklung von Holzwerkstoffen wurde der Einsatz von Enzymen zur
Aktivierung stoffeigener Bindkrafte von TMP untersucht. Das Ziel bestand hier in der
Reduzierung des Einsatzes formaldehydhaltiger Kunstharzbindemittel bei der Herstellung von
MDF und HDF im Trockenverfahren (pneumatische Vliesstreuung). Hier wurden zunachst
ligninoxidierende Enzyme eingesetzt (Kharazipour 1993, Yde 1993). In den Arbeiten wurde
nachgewiesen, dass durch enzymatische Aktivierung des holzeigenen Lignins eine Erhéhung
der Bindekrafte zwischen den Fasern erreicht werden kann und bindemittelfreie Faserplatten
herstellbar sind. Wesentliche Nachteile beim Einsatz dieser Enzymsysteme besteht sind die
langen Inkubationszeiten und die hohen Dosierungen.

In einem vom BMBF geférderten Verbundprojekt wurde vom Institut fir Holz- und
Papiertechnik der Einsatz von lignolytischen Enzymen bei der Faserddmmplattenherstellung
im Nassverfahren durchgefiihrt. Dieses Nassverfahren ist der Papierherstellung sehr @hnlich.
Der Einfluss chemischer und physikalischer Parameter konnte hier nicht endgultig geklart
werden. Es sollte der Einsatz preisglnstiger hydrolytischer Enzymsysteme untersucht werden.

In einem BMBF-Projekt wurden an der Technischen Universitat bereits Untersuchungen zum
Einsatz von phenoloxydierenden Enzymen (Laccase) bei der Herstellung von Dammplatten im
Nassverfahren durchgefuhrt. Dabei wurde festgestellt, dass der Einsatz dieser Enzyme
positive Wirkungen auf die Platteneigenschaften hat. Allerdings waren hier die
Inkubationsdauer noch zu lang, die Enzymkosten zu hoch und die Prozessstabilitat der
Enzyme zu gering.

Ziel dieses Teilprojektes war es, durch den Einsatz von hydrolytischen Enzymen die
Eigenschaften, vor allem die Festigkeits- und Quelleigenschaften von Dammplatten, die im
Nassverfahren hergestellt werden, zu verbessern.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden die Faserstoffe mit verschiedenen Enzymsystemen unter
unterschiedlichen Bedingungen inkubiert und daraus dann Dammstoffe sowohl im
Labormalstab als auch unter produktionsahnlichen Bedingungen hergestellt und getestet.
Dabei wurde sowohl Frisch- als auch Prozesswasser eingesetzt. Die Einfliisse von Art und
Konzentration der Enzyme sowie von Additiven auf die Eigenschaften der Laborblatter und der
Werkstoffeigenschaften war auch Gegenstand der Untersuchungen (Wagenfuhr et al. 2003,
Wagenfuhr et al. 2005).

2.4.2 Einsatz hydrolytischer Enzymsysteme

Auf der Suche nach effektiven Enzymsystemen wurde an der TU Dresden in Zusammenarbeit
mit dem SIAB Leipzig damit begonnen, hydrolytische Enzymsysteme (Cellulasen und Xylana-
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sen) zur Modifizierung holzeigener Polysaccharide (Cellulose, Hemicellulose) einzusetzen. In
den Forschungsarbeiten wurde nachgewiesen, dass beim Einsatz von Xylanasen und En-
doglucanasen bereits mit kurzen Inkubationszeiten von wenigen Minuten enorme Festigkeits-
verbesserungen bei Holzfaserwerkstoffen, hergestellt im Trockenverfahren, erreicht werden
kénnen (Unbehaun et al. 2001, 2002). Jingste Ergebnisse zeigen, dass diese Resultate auch
bei relativ schwacher Dosierung von 3-5 % Enzymlosung, bezogen auf die Faserstoffmenge,
erzielt werden. Im Gegensatz zu den ligninmodifizierenden Enzymen gehoren Cellulasen und
Xylanasen zur Kategorie der sog. ,Billigenzyme*®, so dass die Anwendung des Verfahrens in
industriellen Prozessen zur Holzwerkstoffherstellung maglich wird.

Bei Screeninguntersuchungen zeigte sich, dass Cellulasen und Xylanasen positiv auf die
Festigkeitseigenschaften von Laborblattern aus TMP wirken. Bei diesen Untersuchungen
kamen meist Industrieenzyme zum Einsatz, die fur einen Einsatz in der Textil- und
Futtermittelindustrie pradestiniert waren. Eine Optimierung der Enzyme im Hinblick auf die
Anwendung bei Holz- und Altpapierstoff birgt hier noch erhebliche Entwicklungspotenziale.

2.5 Enzymgewinnung und -applikation

Ein weiteres Ziel des Projektes bestand in der Optimierung und Charakterisierung der
Enzymsysteme sowie deren wirtschaftlicher Gewinnung und Nutzung. Die wesentlichsten
Kriterien fUr die wirtschaftliche Umsetzung der enzymatischen Modifikation von Lignocellulose-
Faser-stoffen bilden die Enzymkosten und die notwendige Enzymdosierung. Die Enzymkosten
werden von der Realisierung der stammspezifischen Leistungsparameter im
Fermentationsprozess und den Kosten des Nahrmediums sowie den Kosten fir die
Aufarbeitung/Abtrennung der Enzyme bestimmt.

Die Enzymdosierung wird von der Stabilitat und den Eigenschaften der Enzymkomponenten

abhéngen. Dies sind in erster Linie die spezifischen —auf Enzymprotein bezogenen —
Aktivitaten sowie das pH- und Temperaturoptimum der Enzyme in Anpassung an den
Applikationsprozess. Ein wesentliches Kriterium fir die optimale Enzymdosierung zur
Modifikation von Lignocellulose-Faserstoffen stellt die optimale Zusammensetzung der
Enzymkomplexe dar. Die komplexe Zusammensetzung von Lignocellulose-Substraten
erfordert zu deren Modifikation bzw. zum enzymatischen Abbau Enzymkomplexe, die
unterschiedliche Enzymkomponenten enthalten. Am Beispiel von Trichoderma reesei-
Cellulase-Enzymkomplexen, den derzeit fir die Lignocellulose-Modifikation geeignetsten
Enzymen, soll dies in Tabelle 2.5-1 veranschaulicht werden.

Die in der Tabelle 2.5-1 aufgefliihrten Enzymkomponenten unterscheiden sich in ihren enzy-
mologischen Charakteristika und weisen in der Regel selbst innerhalb einer Gruppe unter-
schiedliche Eigenschaften auf, beispielsweise im Fall der Endoglucanase-Komponenten, die
dann auch verschiedenen sog. ,families" zugeordnet werden. Ein Problem stellt die analyti-
sche Bestimmung der Einzelkomponenten dar, da fur diese in der Regel kein spezifisches

Substrat existiert und man deshalb sog. ,artificial Substrate* (z.B. p-Nitrophenyl- oder Methyl-



umbelliferryl-Derivate) mit Einschrankungen zur Aktivitatsbestimmung verwendet. In Tabelle
2.5-1 sind die Enzymkomponenten markiert, welche mit den jeweils bekannten Aktivitatsmes-
sungen summarisch erfasst werden.

Im Falle des enzymatischen Abbaus von reiner Cellulose ist der Mechanismus aufgeklart. Die
Endoglucanasen (I bis Ill), Cellobiohydrolasen und die [B-Glycosidasen (Cellobiase) wirken
synergistisch; die Filterpapieraktivitat ist nahezu ein hinreichendes Kriterium zur
Charakterisierung der Abbauleistung von Cellulase-Komplexen. Demgegeniber ist der
enzymatische Abbau von komplexen Lignocellulose-Substraten erst in Teilprozessen
aufgeklart. Dies betrifft insbesondere die enzymatische Modifikation von Lignocellulose-
Faserstoffen zur Herstellung von Holzfaserwerkstoffen, wo der endgiltige Nachweis noch
aussteht, welche Enzymkomponenten wirken und welche Enzymkomponenten nicht bendtigt
werden oder gar von Nachteil sind. Sind dies Endoglucanasen, Cellobiohydrolasen,
Xylanasen, Mannanase, einzeln oder synergistisch?

Tabelle 2.5-1: hydrolytische Enzyme von Trichoderma reesei (Ouyang et al. 2006)

Name nach Urspringlich pl
Enzym-komponente neuer verwendete Mlgglseekmel‘(rga (isoelektrischer
Nomenklatur Bezeichnung Punkt)
Cellobiohydrolase | Cel7A CBHI 54.11 4.60
Cellobiohydrolase II Cel6A CBHIll 49.65 5.11
Endoglucanase | EGI 48.20 4.73
Endoglucanase Il Cel5A EGII 44.15 4.96
Endoglucanase llI Cel12A 25.16 6.90
Endoglucanase IV AZO-CMC EGIV 35.51 5.30
—> Aktivitat
Endoglucanase V \EK 41 4.20
Endoglucanase VI Cel74A EGVI FPA-Aktivitat 5.34
Endoglucanase VII Cel61B EGVII 80 7.76
Endoglucanase VIII Cel5B EGVIII 46.85 4.32
Xylanase | XynllA Xynl 24.07 8.05
Xylanase Il Xylanase- Xyn 24.58 5.00
Xylanase I [P] akivitat yn3 38.07 7.13
Xylanase IV XynllC Xyn-1 20.19 5.84
Mannanase | Manl 46.95 5.26
Glycosidase | Bgll 78.43 6.40
Glycosidase IV Bgl5 55.08 5.48
Glycosidase VI Cel3d 77.08 6.02
Glycosidase VIl BgI3E Cel3e 8300 6.04
Glycosidase Xl BgI3K 58.38 5.19
Xylosidase Il Xyl3B 78.39 4.85




Aus diesen Griinden werden die Applikationsuntersuchungen mit Cellulase-/Hemicellulase-
Komplexen weitgehend empirisch durchgefthrt, indem unterschiedlich zusammengesetzte
Enzymkomplexe hinsichtlich ihrer Eignung getestet werden, um dann Rickschlisse auf die
jeweils erforderliche Zusammensetzung der Enzymkomplexe zu erméglichen.

Gute Ergebnisse wurden bisher vom SIAB Leipzig insbesondere mit Trichoderma reesei-
Endoglucanase-/Xylanase-Komplexen erzielt, die mit einer regulationsveranderten Mutante
(T. reesei-M18.2) auf Basis von Dunnschlempe/Cellulose fermentiert wurden. Gegenlber dem
sog. Standardmedium mit Cellulose/Weizenkleie als Substrat und Induktor enthalten die auf
Basis von Roh- und Dinnschlempe fermentierten Enzymkomplexe einen héheren Anteil an
Hemicellulasen, insbesondere Xylanase (Kerns et al. 2001; Konig et al. 2002; Konig et al.
2007; DE 102006022729 B4). Im Rahmen des vorliegenden Projektes wurden aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse die T. reesei-Endoglucanase-/Xylanase-Komplexe des SIAB im
Vergleich mit kommerziellen Enzympraparaten in die Arbeiten einbezogen (Abschnitt 4.1).

3 Forschungsziele und Lésungsweg

3.1 Forschungsziel

Das Ziel des Projektes bestand in der die Verbesserung der Qualitat von Papieren aus
Holzstoff sowie von Dammplatten aus TMP im Nassverfahren. Durch eine enzymatisch
katalysierte selektive Teilhydrolyse der Polysaccharide sollte eine Verringerung des Mahl- und
Prozessenergieverbrauches bei gleichen oder verbesserten Produkteigenschaften erreicht
werden.

Dazu wurden prozesstechnische und verfahrenstechnische Parameter zur kontrollierten
Teilhydrolyse der Polysaccharide, insbesondere der Hemicellulosen untersucht. Zur
Modifizierung der an der Faseroberflaiche ebenfalls vorhandenen Ligninkomponente wurden
aber auch phenoloxidierende Enzyme eingesetzt.

Im Projektzeitraum wurde aul3erdem eine applikationsorientierte Enzymentwicklung realisiert.
Es wurden Ergebnisse zu Art und Einsatzmdglichkeiten geeigneter Enzymsysteme erzielt.
Bezuglich  der Faserstoffbehandlung  sollten  optimalen  Fermentations-  bzw.
Inkubationsbedingungen, wie Temperatur, pH-Wert, Trockengehalt, Behandlungszeit usw.,
erreicht werden.

3.2 Losungsweg zur Erreichung des Forschungsziels

Die Projektidee besteht darin, durch Behandlung lignozelluloser Partikel mit spezifischen En-
zymen eine Teilhydrolyse bzw. Modifizierung von Hemizellulose-Lignin-Agglomeraten an der
Faser- bzw. Partikeloberfliche zu erreichen und bei verringertem Mahlarbeitsbedarf einen
héheren Aufschlussgrad zu erreichen.



Das Arbeitsvorhaben umfasst folgende Schwerpunkte:

AP 1: Entwicklung und Herstellung geeigneter Enzymsysteme

AP 2: Entwicklung von speziellen Verfahren zur Faserstoffinkubation und -verarbeitung
AP 3: Faserstoffinkubation und Papierherstellung im Technikumsmafstab, Produktprifung
AP 4: Faserstoffinkubation und Dammplattenherstellung im Technikumsmalstab

AP 5: Upscalingversuche zur Produktherstellung in kmU, Verfahrenskonzeption

Die Arbeitspakete werden in den folgenden Kapiteln detailliert beschrieben.

4 Entwicklung und Herstellung geeigneter Enzymsysteme
4.1 Enzymgewinnung

Die Untersuchungen zur Enzymgewinnung im Rahmen des Arbeitspaketes 1 zum Projekt
wurden vorwiegend mit dem regulationsveranderten Stamm T. reesei-M18.2 durchgefuhrt.
Dieser Stamm ist gekennzeichnet durch

e hohe Exkretionsleistung des extrazellularen Cellulase-/Hemicellulasekomplexes auf

Basis l6slicher Kohlenstoffquellen,
e Nutzung von Lactose und Dinnschlempe als Fermentationssubstrat,
¢ Fermentation eines Enzymkomplexes mit einem hohen Anteil an Xylanase auf Basis
kostenguinstiger Substrate.

Die Enzymgewinnung erfolgt durch aerobe Submersfermentation des Produktionsstammes
und anschlieBende Aufarbeitung der Enzymlésung zum Flissigkonzentrat. Die flr diesen
Stamm entwickelte Technologie zur Cellulasegewinnung auf I8slichen Substraten erfordert ein
exakt einzuhaltendes Prozessfiihrungsregime. Insbesondere ist die Substratzugabe in der fed-
batch-Technik ausschlaggebend fir die Realisierung der durch die Leistungsgrenze des
Stammes festgelegten Enzymproduktivitdt. Mittels Variation der Prozessbedingungen im
Fermentationsprozess, insbesondere des Fermentationsmediums, des pH-Wertes und — mit
Einschrankungen — auch der Temperatur, kann die Zusammensetzung des Enzymkomplexes
variiert werden.
Die Mutante wurde ausschlieB3lich mittels klassischer genetischer Methoden hergestellt, wes-
halb das Gentechnikgesetz bei der Kultivierung dieser Mutante keine Anwendung findet. Der
Regulation zur Bildung und Exkretion der Enzymkomponenten ist durch den Mechanismus der
Induktion und der C-Katabolitrepression gekennzeichnet, wobei letztere bei dem verwendeten
Produktionsstamm de facto ausgeschaltet ist. Das Ausmalfd der C-Katabolitrepression ist von
der Art und Konzentration des Substrates sowie vom Alter des Mycels abhangig, so dass mit-

tels einer feedback-kontrollierten fed-batch-Technik die Enzymgewinnung auf Basis loslicher
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Substrate mdglich ist. Die Induktion der Enzymbildung mittels Substanzen im N&hrmedium ist
erforderlich und bietet die Mdglichkeit, durch Variation der induzierenden Bestandteile die Zu-
sammensetzung des ins Medium ausgeschiedenen Enzymkomplexes zu verandern.

Die Untersuchungen zur Enzymgewinnung einschlielich der Bereitstellung von Enzym-
praparaten fur die projektbezogenen Applikationsuntersuchungen erfolgten in Bioreaktoren
vom 5 |-Labormal3stab Uber 421 bis hin zu 150 und 600 | im Technikumsmafstab. Die
Erarbeitung verfahrenstechnischer Parameter zur Entwicklung der Prozessstrategie erfolgte
im 42 |-Bioreaktor (Fa. Infors AG); die Arbeiten zur MaR3stabstibertragung des Verfahrens auf
Grundlage der gewonnenen KenngroR3en erfolgten im 150 bzw. 600 | Bioreaktor (Fa. Infors
AG; Biotechnikum des Helmholtzzentrum fir Umweltforschung UFZ).

In der Abbildung 4.1-1 ist eine Fermentation auf Basis des sog. Standardmediums mit
Lactose/Weizenkleie/Cellulose als Substrat und Induktor dargestellt, in der Abbildung 4.1-2
eine Fermentation auf Basis von Dunnschlempe/Cellulose. An Hand der Abbildungen ist
erkennbar, dass mit Dlinnschlempe eine ca. 9-fach hohere Xylanaseaktivitdt nach kirzerer
Fermentationszeit gegeniber dem Standardmedium erzielt werden kann, wobei die

Cellulaseaktivitat (als FPA) ein Drittel niedriger liegt.

—X—red. Zucker Protein —X—Endoglucanase —X—Cellulase = —X— Xylanase
P e ' T=28°C ' ' R 200
) (. g .
% pH:4,0 : pH:3,5 | | MKC-Feed | :
E 40 | + Beginn Laktose-Feed : | 160
=8 ! X X X _
=) ' ~ —
—_ _- ' / .~ ¢ E
— . =X =
qE.) £E— 304 ' X X/ ' - 120 2
SO E : o
Qo2 . @
sE & wm
=8 = s %3z
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Abb. 4.1-1: Fed-batch Fermentation auf Basis eines WK-Cellulose-Lactose Mediums,
Ve =23L
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Abb. 4.1-2: Fed-batch Fermentation auf einem Dinnschlempemedium, Vg = 80L

Tab. 4.1-1: Parameter zur Fermentation auf Basis des Standardmediums

Fermentation Arbeits- | Prozess-  Grund- Nach- pH-Wert, N
. . Reaktor . . . Endaktivitaten
kleintechnisch volumen : flhrung = medium fuhrung Temp.
N Glucose- 5,0

Vorkultur E&Eﬁel' 1200 ml ?;écr?) standard -
(20 g/L) 30°C
WK, Laktose 3,5 Xyl.: 129 IU/ml

Fermentation |- 235L E‘ig'gbf]‘;d‘ Cellulose, | (1 g/L, EG: 35 Uml
Glucose C0O,=80%) :31°C/28°C FPA: 13 IU/ml

Xyl. = Xylanase, EG = Endoglucanase / Azo-CMC, FPA = Cellulaseaktivitat

In der fed-batch-Phase der Fermentation wurde gesattigte Lactoselésung intermittierend
zudosiert, wobei die Zugabe von jeweils 1 g Lactose je Liter Fermentationsmedium mittels
eines daflrr entwickelten Steuerprogrammes Uber die CO,-Konzentration des Fermentations-

abgases geregelt wurde.
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Tab. 4.1-2: Parameter zur Fermentation auf Basis des Dinnschlempemediums

Fermentation Reaktor Arbeits- | Prozess- Grund- Nach- pH-Wert, Endaktivitaten
halbtechnisch volumen : filhrung = medium fihrung Temp.
. Glucose- 5,0
Vorkultur- Schiittel- - g0y,  batch standard )
stufe 1 kolben (26,5h) (20 giL) 30°C
Glucose- 4.5
Vorkultur- 42L 15 L batch standard )
stufe 2 Infors (27h) (20 g/L) 30°C
Haupt- 150L oo, fedbach Don o MKC >0 s 1A o
fermentation Infors (160 h) P (0,3%, 8 h) o -
(100%) 30°C FPA: 8,5 IU/ml

Xyl. = Xylanase, EG = Endoglucanase / Azo-CMC, FPA = Cellulaseaktivitat

Die Diinnschlempe wurde nach Separation der Feststoffe aus Rohschlempe der Fa. ECKES,
(Nordhausen) gewonnen. Unter gezielter manueller Nachfihrung mikrokristalliner Cellulose
(ca. 0,3 % im Abstand von 8 h) wurde eine Endoglucanaseaktivitdt von ~28 U/ml bei etwa
8 IU/ml Cellulaseaktivitat erreicht. Die in der Dunnschlempe enthaltenen Oligosaccharide
bewirken die bessere Induktion der Hemicellulasen, insbesondere Xylanase, verglichen mit
dem Standardmedium.

Die Abtrennung und Aufkonzentrierung der Enzyme zum FlUssigkonzentrat erfolgte mittels
Separation, cross-flow-Mikro- und anschlieBender cross-flow-Ultrafiltration. Die Ausschluss-
grenze bei der Ultrafiltration betrug in allen Fallen 10.000 kDa.

Bei der Untersuchung organischer Zusatze mit Induktorfunktion erwies sich Cellulose
0,4-1,0 %) Struktur

Polysacchariden oder monomeren bzw. oligomeren Zuckern im Grundndhrmedium als

in mikrokristalliner oder faserartiger (Linters) neben anderen
geeignet, um die Ausscheidung der Enzymkomplexe zu forcieren. Fir das klassische Medium

wie auch das Schlempemedium ist eine bedarfsgerechte Supplementierung von
anorganischen Komponenten wie beispielsweise der Nahrsalze KH,PO,4, (NH4).SO,; oder
verschiedener Spurensalzen notwendig, um einer Limitation der essentiellen Elemente
Stickstoff, Phosphor die

Mycelwachstums oder zu einem Leistungsverlust im Zuge der Kultivierung fihren wirde.

und Spurenelemente vorzubeugen, zur Inhibierung des

Mittels Veranderung der Prozessfihrung kann ein sehr wesentlicher Beitrag zur Steigerung
der Produktivitat des Stammes geleistet werden. Als wesentliche Einflussparameter sind dabei
die Veranderung der Temperatur, des pH-Wertes, der Fermentationsdauer und der Betriebs-
weise als batch Ansatz oder in verschiedenen fed-batch Modi zu nennen. Fur die auf Schlem-
pe basierenden Versuche eignet sich ein pH-Wert von 5,0 - 5,5 zur Erzielung einer hohen Ex-
kretion von Xylanase- und Endoglucanasekomplexen, wo hingegen auf klassischem Medium

in der Cellulasebildungsphase ein pH-Wert um 3,5 — 4,0 geeignet ist. Wahrend im letztge-
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nannten Verfahren geldste Laktose als nachgefiihrter Induktor dient, hat sich beim Schlem-
pegrundmedium fester Cellulosestoff (mikrokristallin oder faserartig) als Nachfiihrsubstrat be-
wahrt. Pumpfahige Substrate im fed-batch Prozess, wie beispielsweise Laktose oder

Diinnschlempe selbst, fihrten zu weniger stark ausgepragten Ausbeuten.

In technischen Prozessen der Papier- und Faserplattenherstellung ist aufgrund erhéhter
Temperaturen der Stoffsuspension ein Einsatz temperaturstabilerer Enzymsysteme sinnvoll.
Bei Voruntersuchungen am SIAB wurden im Labormalstab thermostabilere Enzyme mit
einem Aspergillus terreus-Stamm untersucht, welcher Xylanase- sowie Endoglucanaseaktivitat
bei stark verringerter Aktivitat der mitunter negativ wirkenden Cellobiohydrolase aufweist. Der
Aspergillus terreus-Stamm wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit hinsichtlich des
Enzymbildungsvermdgens im SIAB untersucht (Matthias Schulze, Hochschule Anhalt-Kéthen,
2007). Die mit diesen Arbeiten erzielten Enzymexkretionsraten waren jedoch sehr niedrig, so
dass dieser Stamm im Rahmen des Projektes flir die Bereitstellung von Enzymmustern fr
Applikationsuntersuchungen nicht in Betracht kam.

4.2  Methoden zur Bestimmung von Enzymaktivitaten und Gesamtprotein
4.2.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Durchfiihrung nach Lowry et al. 1951: Vorverdiinnung der Probe in destilliertem Wasser (etwa

0,1-1,0 mg/ml Protein im Ansatz); 0,5 ml Probe mit 5 ml Reagenz C mischen; 10 min reagie-
ren lassen; Zugabe von 0,5 ml 1N Phenolreagenz und gut durchmischen (vortexen); 30 min
abgedunkelt stehen lassen, Extinktion der Probe gegen den Nullwert bei 750 nm vermessen;
Nullwert: 0,5 ml dest. Wasser + 5,0 ml Reagenz C

Verwendete Ldsungen:

Reagens A: 20,0 g Na,CO3z und 4,0 g NaOH in 1000 ml dest. Wasser l6sen (gekuhlt lagern!)
Reagens B1: 1,0 g CuSO4*5H,0 in 100 ml dest. Wasser l6sen (gekihlt lagern!)

Reagens B2: 2,0 g Na-K-Tartrat in 100 ml dest. Wasser |6sen (gekuhlt lagern!)
Reagens C: 1,0 ml Reagens B2 zu 1,0 ml Reagens B1 geben, mit 100 ml Reagens A
mischen (nur ein Tag haltbar!)

Phenollsg.: 2N Folin-Ciocalteau-Reagens zu gleichem Teil mit dest. Wasser mischen

Die Eichkurve wird mit Rinderserumalbumin im Konzentrationsbereich zwischen 0,1-1 mg/mi
Protein angefertigt.
Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgt durch Berechnung mittels folgender Gleichung:

Extinktion — "y — Achsenabschnitt” der Eichkurve
Anstieg der Eichkurve

Protein = Verdunnung - mg/l
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4.2.2 Bestimmung der Xylanaseaktivitdt nach Ghose

Durchfiihrung nach Ghose et al. 1984: Vorverdiinnung der Probe mit 0,05M Citratpuffer
(pH=4,8); Erstellung zwei weiterer Verdinnungen aus dieser Probe (1:2 und 1:4); Vermi-

schung von 0,1 ml Citratpuffer mit 0,8 ml Xylanlésung und 0,1 ml Probe aus der jeweiligen
Verdunnungsstufe, 20 min im 50 °C temperierten Wasserbad inkubieren, Reaktionsabbruch
mit 3 ml DNS, 5 min kochen; Abkihlung; Zugabe von 10 ml dest. Wasser; Mischen; photomet-
rische Vermessung bei 540 nm; in der Auswertung sind Substrat- und Blindwert vom
Messwert zu subtrahieren.

Nullwert: 1,0 ml Citratpuffer + 3,0 ml DNS
Substratwert: 0,2 ml Citratpuffer + 0,8 ml Xylanlésung + 0,3 ml DNS (Eigenfarbung Xylan)
Blindwert: 0,9 ml Citratpuffer + 0,1 ml Probe + 3,0 ml DNS (Eigenfarbung Enzymprobe)

Der Standardwert wird Gber 1,0 mg Xylose im Inkubationsansatz bestimmt und stellt die Ex-
tinktion dar die eine Enzymmenge mit einer Xylanaseaktivitat von 3,33 IU erreicht.

Mittels grafischer Darstellung werden die 3 Probenwerte gegen die Enzymkonzentration auf-
getragen. Die Extinktion eines Wertes soll gro3er, die Extinktion eines zweiten Wertes kleiner
als die Extinktion des Standardwertes sein (siehe Abbildung). Andernfalls ist die Enzymbe-
stimmung mit einer geeigneten Vorverdiinnung zu wiederholen.

Durch Interpolierung der Probenwerte wird der Schnittpunkt mit der Extinktion des Standard-
wertes und damit die notwendige Enzymmenge (die gerade 1,0 mg Xylose als red. Zucker
freisetzt) ermittelt.

Die Berechnung der Xylanaseaktivitat erfolgt mittels folgender Gleichung:

Xylanaseaktivitat [IU/ml] =

3,33[IU ml™]
Abszissenwert des Schnittpunktes [ml]

x Enzymmenge [ml] x Vorverdinnung =

3,33[IU ml*]x 0,1[ml] x Vorverdiinnung 3 0,33[1U] x Vorverdiinnung
Abszissenwert des Schnittpunktes [ml] Abszissenwert des Schnittpunktes [ml]
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Abb. 4.2.2.-1: Extinktion zur Bestimmung der Xylanaseaktivitat

4.2.3 Bestimmung der Cellulaseaktivitat mittels Filterpapier (FPA - filter paper
assay)

Durchfihrung nach Ghose et al. 1987: Vorverdinnung der Probe mit 0,05M Citratpuffer
(pH=4,8); Erstellung zwei weiterer Verdiinnungen aus dieser Probe (1:2,5 und 1:5); Vermi-
schung von 0,5 ml Probe aus der jeweiligen Verdunnungsstufe mit 1,0 ml Citratpuffer; Zugabe
von einem Filterpapierstreifen (1 cm x 6 cm), 60 min im 50 °C temperierten Wasserbad inku-
bieren, Reaktionsabbruch mit 3 ml DNS, 5 min kochen; Abkihlung; Zugabe von 10 ml dest.
Wasser; Mischen; 10min Sedimentationsdauer der Cellulosefasern einhalten, photometrische
Vermessung bei 540nm; in der Auswertung ist der Blindwert vom Messwert zu subtrahieren.

Nullwert: 1,5 ml Citratpuffer + 3,0 ml DNS
Blindwert: 0,5 ml Probe + 1,0 ml Citratpuffer + 3,0 ml DNS (ohne Filterpapierzugabe!)

Der Standardwert wird Uber 2,0 mg Glucose im Inkubationsansatz bestimmt und stellt die Ex-
tinktion dar die eine Enzymmenge mit einer Cellulaseaktivitat von 0,37 IU/ml erreicht.

Mittels grafischer Darstellung werden die 3 Probenwerte gegen die Enzymkonzentration auf-
getragen. Die Extinktion eines Wertes soll gro3er, die Extinktion eines zweiten Wertes kleiner
als die Extinktion des Standardwertes sein (siehe Abbildung). Andernfalls ist die Enzym-
bestimmung mit einer geeigneten Vorverdiinnung zu wiederholen.

Durch Interpolierung der Probenwerte wird der Schnittpunkt mit der Extinktion des Standard-
wertes und damit die notwendige Enzymmenge (die gerade 2,0 mg Glucose als red. Zucker

freisetzt) ermittelt.

16



Die Berechnung der Cellulaseaktivitat erfolgt mittels folgender Gleichung:

Cellulaseaktivitat [lU/ml] =

0,37 [IU ml™]

- - x Enzymmenge [ml] x Vorverdinnung =
Abszissenwert des Schnittpunktes [ml]

0,37 [IU ml~*]x 0,5 [mI] x Vorverdiinnung 3 0,185[1U ] x Vorverdinnung
Abszissenwert des Schnittpunktes [ml] Abszissenwert des Schnittpunktes [ml]
1,2
Standartwert
: 1,0 N [ @ /f
£
o 0,8
Q
Lo
L 061 Probenwert (aus 3 Messungen)
c
2 04 -
X
£
5 0,2
0,0 +————r e B e ———— R
0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55

Enzymmenge [ml]

Abb. 4.2.3-1: Extinktion zur Bestimmung von Cellulaseaktivitat und FPA

4.2.4 Bestimmung der Aktivitat der endo-R-1,4-Glucanase mittels Azo-CMC

Durchfiihrung nach Megazyme, S-ACMC 04/07: Vorverdinnung der Probe mit 0,1M Acetat-
puffer; Vermischung von 0,3 ml Probe mit 0,3 ml der 4M AZO-CMC-Substratlésung (pH=4,5);

fur 10 min bei 40 °C im Wasserbad inkubieren; Reaktionsabbruch durch Zugabe von 1,5 ml
Fallungsreagens; Gut durchmischen (vortexen); Uberfilhrung der Probe in ReaktionsgefaR
unter Einhaltung von 10min Reaktionszeit bei Raumtemperatur; Zentrifugation bei 1000 g fur
10 min; Vermessung des Uberstandes bei 590 nm

Nullwert: zwei mal 0,3 ml Acetatpuffer + 0,3 ml Substratlésung + 1,5 ml Fallungsreagens

Fur die Erstellung der Eichgerade muss ein bekannter CMC-Wert eines Enzyms zu Grunde
gelegt werden. Dieser wurde nach der herkémmlichen Methode der CMC fur endo-R-1,4-
Glucanase bestimmt. In diesem Fall war es das Enzym SIAB 03 — Tr. r. 18.2 mit einer Aktivitat
von 790,6 1U/ml.
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Abb. 4.2.4-1: Extinktion zur Bestimmung von Aktivitat der endo-3-1,4-Glucanase

Die Berechnung der Aktivitat der endo-3-1,4-Glucanase erfolgt mittels folgender Gleichung:

o Extinktion .
Aktivitat der endo-3-1,4-Glucanase [U/ml] = x Verdinnung

Anstieg der Eichkurve

4.3 Enzymaktivitdten und Gesamtprotein der verwendeten Enzymsysteme
Fur die Inkubation von Holzstoffen fir die Papier und Dammplattenherstellung wurden sowohl

Enzymsysteme des SIAB als auch Industrieenzyme verschiedener Hersteller eingesetzt. Die
Enzymaktivitdten und Proteingehalte der Enzymsysteme sind in folgender Tabelle aufgefuhrt.
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Tab. 4.3-1: eingesetzte Enzymkonzentrate (die kommerziell erhaltlichen Enzyme sind
grau unterlegt)

Enzym |Proteingehalt| AZO CMC- | FPA in IU/ml Xylanase- Laccase-
in g/l Aktivitat in @ aktivitat in aktivitat in
U/ml ® IlU/ml ©® U/ml ®
1| SIABI 277 320 111 20 813 n.d.
2| SIABII 334 356 121 13 404 n.d.
3| SIAB I 263 314 110 917 n.d.
4| N 400 32 455 n.n. 554 n.d.
5/ C1 133 38 n.n. 1026 n.d.
6| TX 200 19,9 4,3 0,609. 4757 n.d.
7| ECO-En 62 6,3 n.n. 669 n.d.
8| AL70 159 128 50 624 n.d.
9 LAC 31,27 n.d. n.d. n.d. 3200
@® Messungen unter Standardbedingungen (siehe Enzymbestimmungsmethoden)
n.n. — Aktivitat nicht messbar
n.d. — Messung nicht durchgefiihrt

Enzymkonzentrat SIAB |, fermentiert auf Basis von Schlempe
Enzymkonzentrat SIAB Il, fermentiert auf Basis von Schlempe

Enzymkonzentrat SIAB I, fermentiert auf Basis von Weizenkleie/Lactose

Cellulase ECOSTONE N 400; AB Enzymes, Finnland
Cellulase ECOSTONE C1; AB Enzymes, Finnland
Hemicellulase ECOPULP TX 200; AB Enzymes, Finnland
Cellulase ECOPULP ENERGY; AB Enzymes, Finnland
Cellulase Cellupract AL 70; Biopract, Berlin

Laccase NL 51003; Novo Nordisk A/S, Danemark

© o N gk~ WD PRE

Die Enzyme SIAB | — lll, Ecostone C1, Ecopulp Energy und Cellupract AL 70 sind Konzentrate
die vor allem aus sauren Cellulasen/Hemicellulasen bestehen. Das Praparat N 400 stellt eine
neutrale Cellulase dar, TX 200 beinhaltet eine thermostabile Xylanase und LAC ist ein
Laccasepraparat:
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4.3.1 Untersuchungen zur Temperaturstabilitdt und der pH-Toleranz ausgewahl-

ter Enzyme

Die in technischen Prozessen der Papier- und Dammplattenherstellung auftretenden erhthten
Temperaturen sowie pH-Werte im Neutralbereich machen es erforderlich, die eingesetzten
Enzyme bezilglich ihrer Temperaturstabilitdt und pH-Toleranz zu untersuchen.

Die Enzymaktivitdten des Stammes Trichoderma reesei M18.2 sind erwartungsgemaf bei
dem pH-Wert 7 niedriger als unter Standardbedingungen (Tab. 4.3.1-1). Auffallig ist zum einen
das starke Absinken der Endoglucanaseaktivitat auf ~1 % der urspringlichen Aktivitat, was
sich aber auf die gesamtcellulolytische Aktivitdt (FPA) nicht in dem Mal3e auswirkt, da diese
bei 16 % Restaktivitat verbleibt. Zum anderen scheint die Xylanaseaktivitat, insbesondere der
Praparate SIAB | und SIAB I, relativ unempfindlich gegeniiber dem neutralen pH-Wert zu
sein. Im Gegensatz zu SIAB lll, einem Konzentrat welches durch Fermentation bei einem pH-
Wert von 3,5 gewonnen wurde, sind die entsprechenden Fermentationen der beiden
erstgenannten Enzympraparate bei pH 5 durchgefiihrt worden. Die bei dieser Art Fermentation
induzierten Xylanasen sind somit fiur Arbeiten bei pH-Werten im Neutralbereich besser

geeignet.

Tabelle 4.3.1-1 Vergleich der Aktivitaten der T. reesei--Enzymkomplexe bei den pH-
Werten 4,8 und 7,0

Enzym | AZO CMC- | AZO CMC- FPA in FPA in Xylanase- | Xylanase-
Aktivitat in | Aktivitat in IU/ml® IlU/mI®@ |aktivitat in | aktivitat in
U/ml® U/ml® IU/ml © IU/ml@
pH 4,8 pH 7 pH 4,8 pH 7 pH 4,8 pH 7
SIAB | 320 4,5 (1,4%) 111 17,7 (16%) 20813 |12 890 (62%)
SIAB Il 356 4,8 (1,3%) 121 23,1 (19%) 13404 |10 406 (78%)
SIAB Il 314 2,9 (1%) 110 17,5 (16%) 917 290 (32%)

@ - Messung bei Standardbedingungen (siehe Kapitel 4.2)

@ - Messung bei Standardbedingungen unter Verwendung eines Phosphatpuffers mit dem pH-Wert

7; in Klammern ist die ,Restaktivitat* (im Vergleich zu den Aktivitdten im sauren pH-Wert-Bereich

angegeben

Von den kommerziellen Enzymen wurden die beiden in den Upscalingversuchen zur D&mm-
platten- und Papierherstellung (Kap. 6.1.2.6 & Kap. 6.2.6) eingesetzten Enzyme Ecopulp TX
200 und Ecopulp Energy genauer untersucht. Das Praparat Ecopulp TX 200 enthalt geringe

Mengen cellulolytischer Enzyme, die vor allem im saueren Milieu aktiv sind (Tab. 4.3.1-2). Die
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nachgewiesene Xylanaseaktivitat ist bei pH 7 etwas hoher als bei pH 4,8. Auf fast das 3-fache
erhoht sich diese Aktivitat bei 70 °C. Ecopulp Energy, ein Enzympraparat mit relativ niedrigen
cellulolytischen sowie xylanolytischen Aktivitaten, ist bevorzugt zum Einsatz unter sauren Be-

dingungen geeignet.

Tabelle 4.3.1-2 Vergleich der Aktivitdten der Enzymkomplexe Ecopulp Energy und Ecopulp TX 200 bei den pH-Werten 4,8 und
7.0 sowie bei 50°C und 70°C
Enzym | AZO CMC- | AZOCMC- | AZOCMC- FPA in | FPA in | Xylanase- | Xylanase- Xylanase- Xylanase-
Aktivitat in | Aktivitat in | Aktivitét in IU/mI®@ | IU/mI® | aktivitét in | aktivitat in | aktivitét in aktivitat in
Uiml® Uiml@ Uiml @ IU/ml @ IU/mI® IUW/ml® IU/ml®
pH 4,8 pHT7 pH488&70°C | pH48 pPHT pH 4,8 pH7 pH48&70°C| pH7&70°C
| Ecoputp | 0,03 ' | 5211 11700
26 n.d. 0,76 n.n. 4275 n.d.
TX 200 (1%) (122%) (274%)
Ecopulp 0,03 38 280 254
6,3 n.n. n.n. 670 n.d.
Energy (0,05%) (60%) (42%) (38%)

n.n. — Aktivitat nicht messbar, n.d. — Messung nicht durchgefdhrt

® - Messung bei Standardbedingungen (siehe Kapitel 4.2)

@ - Messung bei Standardbedingungen unter Verwendung eines Phosphatpuffers mit dem pH-Wert 7; in Klammern ist die Aktivitat im Vergleich zu
der jeweiligen Aktivitat im sauren pH-Wert-Bereich angegeben

@- Messung nach Standardmethode jedoch bei 70°C statt 40°C bzw. 50°C; in Klammern ist die Aktivitat im Vergleich zu der jeweiligen Aktivitat im
sauren pH-Wert-Bereich angegeben

® - Messung nach Standardmethode unter Verwendung eines Phosphatpuffers mit dem pH-Wert 7 sowie bei 70°C; in Klammern ist die Aktivitat
im Vergleich zu der jeweiligen Aktivitat im sauren pH-Wert-Bereich angegeben.

4.3.2 Untersuchungen zur Adsorption der Enzyme am Substrat

Ein wesentliches Charakteristikum eines Enzyms fir dessen Abbauleistung ist seine
Fahigkeit, an das Substrat (bei unléslichen Substraten) zu binden. Die Adsorption der Enzyme
am (unldslichen) Lignocellulose-Substrat ist fiir den Beginn der enzymatischen Reaktion eine
unabdingbare Voraussetzung. An Hand orientierender Adsorptionsuntersuchungen sollten
Erkenntnisse zu den Adsorptionseigenschaften der fermentierten T.reesei-Enzyme am
Lignocellulose-Substrat gewonnen werden.

Es wurde ein auf Basis von Dinnschlempe fermentierter Enzymkomplex mit einem erhdhten
Anteil an Xylanase untersucht. Die Adsorption wurde bei 25°C und 50°C im Bereich von
5 Minuten und 30 Minuten bestimmt. Bei einem Uberschuss an Substrat (30 g TS/L) wurde
nach der Inkubation die verbliebene Aktivitat im Uberstand gemessen, um aus der Differenz
zwischen der Enzymaktivitat vor und nach der Inkubation auf den sorbierten Anteil schliel3en

zu kénnen. Als Substrat diente Steico-Faserstoff im Vergleich mit mikrokristalliner Cellulose.

Die Ergebnisse sind in Abb. 4.3.2-1 dargestellt. Die Xylanase bindet sehr schlecht an die mik-
rokristalline Cellulose, wobei eine maximale Adsorption von rund 8% bei einer Inkubations-
temperatur von 25°C erreicht wird. Bei héheren Temperaturen kommt es erst nach langerer
Inkubationszeit zur Bindung an die Cellulose. Dies ist zu erwarten, da die Xylanase kein cellu-

losespaltendes Enzym ist und somit auch fast keine Bindung mit MKC eingeht. Die Adsorption
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an den Faserstoff hingegen ist wesentlich hoher, insbesondere bei niedrigeren Temperaturen,
wo bis zu 31% des Enzyms an das Substrat gebunden werden. Hohere Temperaturen, wie in
diesem Fall 50°C, fiuihren allerdings auch hier zu einem verschlechtertem Adsorptionsvermo-
gen.

Beim Adsorptionsverhalten der Endoglucanase ist zu erkennen, dass diese wesentlich besser
an die Cellulose bindet als an den Faserstoff. Dies lasst sich damit erklaren, dass die
Endoglucanase ein cellulosespaltendes Enzym ist und daher eine grof3e Affinitdt zu Cellulose
besitzt. Auffallig ist weiterhin, dass das Adsorptionsvermdgen vor allem bei langerer
Inkubation hoher ausféllt. Die Inkubationstemperatur scheint allerdings nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da fast die gleichen Werte bei unterschiedlichen
Temperaturen aber gleichen Zeiten gemessen wurden. Des Weiteren ist erkennbar, dass die
Endoglucanase besonders bei hdheren Temperaturen an den Faserstoff bindet.

Die Inkubation der Cellulase (als FPA) fuhrt zur starksten Adsorption des Enzyms an MKC.
Auch ist erkennbar, dass die Adsorption mit langerer Inkubation und héheren Temperaturen
zunimmt. Ebenso ist eine rund 14%-ige Bindung der Cellulase an den Faserstoff bei einer
Inkubationstemperatur von 25°C zu verzeichnen. Dies sind offenbar die Cellulose-
Bindungsstellen des Faserstoffes.

Die hier gewonnenen Ergebnisse decken sich in der Grundtendenz mit friheren
Untersuchungen zur Adsorption der Enzyme an verschiedenen Cellulose- und Lignocellulose-
Substraten (Koenig, et al., 2003). Dort wurde gefunden, dass insbesondere Cellulasen mit
hoherer spezifischer Aktivitat auch stark an Lignocellulose-Substrate binden und
mdoglicherweise die Oberflache fir die Sorption von Hemicellulasen ,blockieren“. Generell
kommt dem Sorptionsverhalten der verschiedenen Enzymkomponenten an die Lignocellulose-
Substratoberflache fur deren Wirkung grol3e Bedeutung zu, so dass die gemessenen

Enzymaktivitdten noch kein hinreichendes Kriterium fiir die Abbauleistung darstellen.

Adsorption der Xylanase
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Adsorption von Endoglucanase (AZO-CMC)
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Abb. 4.3.2-1: Adsorption von Enzymkomponenten an TMP und MKC

5 Holzstofferzeugung fir die Papierherstellung unter Einsatz von Enzymen
5.1 Holzstoffaufschlussverfahren im Uberblick

Mit Holzstoff werden alle Faserstoffe bezeichnet, deren Einzelfasern mechanisch aus dem
verholzten Faserverbund geldst werden. Sie werden auch ,Hochausbeutestoffe* genannt, da
bei der Zerfaserung mit einer Ausbeute von 95-98 % mehr Substanz erhalten bleibt als bei
chemischen Aufbereitungsprozessen. Nach dem Herstellungsverfahren werden mechanisch
zerfaserte Holzstoffe in Schleiferstoffe (Steinschliff oder Stone groundwood; Druckschliff oder
Pressure groundwood) und Refinerstoffe (Refinerstoff oder Refiner mechanical Pulp; Refi-
nerstoff mit thermischer Vorbehandlung oder Thermo mechanical Pulp) unterschieden. Durch
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hohere Temperaturen und chemische Vorbehandlung kdnnen Holzstoffe mit verbesserten
Eigenschaften erzeugt werden.

Mechanische Aufschlussverfahren
|

Schleif-Verfahren Refiner-Verfahren
|
CMP/ CTMP
Chne TG‘*‘ RMP chemische /chemo-
thermische -
‘“orbehandlung Verbehandlun ahne Vorbehandlung thermische
‘orbehandiung Vorbehandlung
|
SGW PGW TMP
U b selruck zusatzliche thermizche
MgeBuUngsCrlc Druckeirwirkung Varbehandlung

Abb. 5.1-1: Mechanische Holzaufschlussverfahren (Blechschmidt, J. et al. 2006)

Beim Schleifverfahren werden 1-2 m lange entrindete Rundholzstdmme mit einem bestimm-
ten Druck gegen den rotierenden Schleifstein gepresst. Unter Wasserzusatz entstehen in der
unmittelbaren Schleifzone Temperaturen von 110-130 °C, die zu einer Erweichung der Holz-
substanz Lignin fuhren. Druckwechselbeanspruchungen von 4.000-12.000 Hz fihren zu einer
Verformung des Faserverbandes und zum Herauslésen von Einzelfasern, Faserbindeln und
Faserbruchstiicke aus dem Faserverband. Beim Passieren der Schleifzone erfolgt eine weite-
re Zerkleinerung und Fibrillierung. Die dabei eintretenden Wirkungen werden im starken Mal3e
von der Gestalt der Steinoberflache gepragt. Entscheidend fir die Holzschliffqualitat sind Koér-
nung und Scharfe des Schleifsteines. Die Steinoberflache des Schleifsteines aus Zement oder
Keramik wird mit Hilfe einer traversierenden Scharfeinrichtung in Intervallen von 3—-6 Tagen
bearbeitet. Dabei kann die Laufzeit eines Schleifsteins bis zu 8 Jahren betragen. Fur feineren
Holzschliff bendtigt man feinkérnige Steine mit eher stumpfer Scharfung bei einem Energie-
aufwand von 1.400 kWh/t. Fur roéscheren Schliff halt man die Steinoberflache rauer und be-
lastet nicht Gber 1.100 kWhit.

Die am weitesten verbreiteten Schleifertypen sind der Kettenschleifer und der Magazinschlei-
fer. Kettenschleifer zeichnen sich durch eine hohe Zuverlassigkeit und Wartungsfreundlichkeit
aus. Aufgrund drohender Instabilitat sind sie bezlglich der eingesetzten Antriebsleistung je-
doch begrenzt (maximal 4.000 kW). Seit den 1980er Jahren wurden keine Kettenschleifer

mehr an die Industrie ausgeliefert.
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Abb. 5.1-2: Kettenschleifer der Firma Voith (Limatainen, H. et al. 1999)

Gegenuber dem Magazinschleifer, der etwa 40 % der AulRenbereiche der Schleifsteinoberfla-
che effektiv fur die Holzbehandlung nutzt, sind es beim Kettenschleifer nur 20 %. Auch das
Optimierungspotenzial ist gegeniiber Magazinschleifern geringer. Ein weiterer Nachteil ist die
maximale Lange der Holzprigel von 1,3 m. Im Vergleich zum Kettenschleifer oder Stetig-
schleifer werden Magazinschleifer chargenweise betrieben.
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I 1

Abb. 5.1-3: Magazinschleifer der Firma Valmet (Limatainen, H. et al. 1999)

In den 1970er und 1980er Jahren wurde die Holzschlifferzeugung im Magazinschleifer dahin-
gehend veréndert, dass durch Einbringen von Druckluft in das Holzmagazin zusatzlicher
Druck aufgebaut wurde. Durch erhohten Druck und hohe Temperaturen sollte ein Holzschliff
mit besseren Festigkeitseigenschaften und einem groReren Langfaseranteil erzeugt werden.
Der herkbmmliche Magazinschleifer wurde entsprechend modifiziert. So verfligt der Druck-
schleifer unter anderem Uber eine Druckausgleichskammer im Holzbeschickungsschacht.
Durch eine Druckerhéhung mithilfe von Druckluft wird der Siedepunkt des eingesetzten
Spritzwassers am Stein angehoben. Der hohe Druck und die damit einsetzbaren hdheren
Temperaturen des Spritzwassers und am Stein ermoglichen eine effizientere und schonende-
re Defibrillierung der Holzfasern, da das Lignin bei hdheren Temperaturen besser plastifiziert.
Das Resultat ist ein Holzschliff mit verbesserten Festigkeitseigenschaften und grol3erer Lang-
faserfraktion. Von Nachteil sind jedoch Einbu3en beim WeiRgrad um 2 bis 3 %-Punkte. Beim
Druckschleifverfahren unterscheidet man zwischen PGW (pressure groundwood — 250 kPa
Druck, Spritzwassertemperatur unter 100 °C) und PGW-S (super pressure groundwood —
450 kPa Druck, Spritzwassertemperatur bis 140 °C).

Der Zusammenhang zwischen Wassersiedepunkt, Spritzwassertemperatur und appliziertem
Druck wird in der folgenden Abbildung deutlich. Mit zunehmendem Druck verschiebt sich der
Wassersiedepunkt. Die Zahl hinter der tblichen Abkilrzung fur das Schleifverfahren steht fir

die Temperatur des eingesetzten Spritzwassers.
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Abb. 5.1-4: Prozessbedingungen der verschiedenen Schleifverfahren (Limatainen, H. et
al. 1999)

Der Druckschleifprozess lauft Giber Druckschleifer, Hammermiuhle, Ausblaszyklon, Drucksor-
tierer und Eindicker ab. Der in der Hammermuhle zerkleinerte Grobstoff wird noch einer

Nachmahlung unterzogen.

Das Refinerverfahren geht auf das von Asplund fir die Faserplattenherstellung entwickelte
Defibratorverfahren zurtick. Dabei kommen Hackschnitzel zum Einsatz. Neben Industrieholz

kénnen so auch Sagewerksabfélle verarbeitet werden.

Grooved
pattern
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Die Hackschnitzel werden in das Zentrum des Refiners zwischen die Mahlscheiben befordert,
in der Aufbrechzone zerkleinert und durch Zentrifugalkréfte von innen nach auf3en durch die
Mahlzone gefdrdert. Auf den Mahlscheiben sind verschieden profilierte Mahlsegmente aus
hochfesten Stahl aufgeschraubt. Die Mahlscheiben haben Standzeiten von 20-50 Tagen. Das
Anpressen der Scheiben erfolgt hydraulisch. Dabei beeinflussen der Durchsatz und die Leis-
tungsaufnahme die Qualitdt des Refiner-Holzstoffes. Der Energieaufwand beim Refinerverfah-
ren ist um 50-70 % hoher als beim Schleifprozess. Die optimale Stoffdichte liegt bei 25 %. In
der Papierindustrie wird die Zerfaserung in mind. 2 Stufen durchgefiihrt, wobei die Refiner der
1. Stufe ca. 60 % der Last aufnehmen. Eine thermische Vorbehandlung bei héheren Tempera-
turen (1-3 min bei 110-140 °C und 1-3 bar) ermdglicht eine schonendere Zerfaserung und
fuhrt zu verbesserten Festigkeitseigenschaften. Der Weil3grad liegt dagegen um 3—4 Punkte

niedriger.

Die folgende Abbildung verdeutlicht noch einmal das Festigkeitspotenzial der verschiedenen
Holzstoffaufschlussverfahren. Bei einem vergleichbaren spezifischen Energieeinsatz (SEC —
specific energy consumption) zeigt PGW die hochsten Festigkeiten. Die Festigkeiten des
TGW liegen zwischen SGW und PGW. Interessant ist hier der Vergleich mit TMP (thermo me-
chanical pulp). Das TMP-Verfahren als Refinerverfahren bendétigt zwar deutlich mehr Energie,
der resultierende Faserstoff verfigt jedoch Uber ein deutlich héheres Festigkeitspotenzial.
Dagegen besitzen die nach dem Schleifverfahren hergestellten Holzstoffe wegen des erhoh-

ten Feinstoffanteils bessere Oberflacheneigenschaften als die Refinerholzstoffe.
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Abb. 5.1-6: Festigkeitseigenschaften in Abhangigkeit vom spezifischen Energieaufwand
(Limatainen, H. et al. 1999)

5.2  Material und Methoden fur die Papierherstellung
5.2.1 Auswahl der Holzstoffe

Bei den Untersuchungen flr dieses Forschungsprojekt kamen industrielle Holzstoffe und im

halbtechnischen Maf3stab hergestellter TMP zum Einsatz:

UPM-TMP:

TUD-TMP:

UPM-SGW:

MW-PGW:

PGW-Grob:

Industriell hergestellter TMP nach der 2. Refiner-Stufe im UPM-Werk Schongau
entnommen und fir die Laboruntersuchungen zwischengetrocknet;

TMP hergestellt aus Fichtenholz-Hackschnitzeln (Werk Schongau) in der Labor-
CTMP-Anlage Typ (Sprout-Bauer) im Technikum des IHP ohne
Zwischentrocknung fur Laboruntersuchungen am Lehrstuhl fur Papiertechnik
feuchter Holzschliff SGW aus dem UPM-Werk Augsburg nach der Doppelsieb-
presse entnommen fur Laborversuchen am IHP (nicht zwischengetrocknet);

feuchter Druckschliff PGW aus der Papierfabrik Mochenwangen vom Band-
druckfilter vor der Bleiche enthommen flir Laborversuchen am IHP (nicht zwi-
schengetrocknet);

PGW-Grobstoff (ca. 20 % TG) aus der Papierfabrik Mochenwangen vor der
Nachmahlung entnommen und (ohne Zwischentrocknung) mit Laborscheibenre-
finer (Typ D der Fa. DEFIBRATOR, Schweden) an der Professur fur Papier-
technik nachgemabhlen.
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5.2.2 Auswahl der Enzyme

Fir die Inkubationsversuche an Holzstoffen wurden sowohl vom Projektpartner SIAB entwi-
ckelte Enzymkomplexe als auch handelsubliche Industrieenzyme ausgewahlt. Art bzw. Ge-
winnung und Eigenschaften der Enzyme sind in Abschnitt 4.3 erlautert.

5.2.3 Laboruntersuchungen zur Bestimmung optimaler Enzymzugabemengen
und Variation der Inkubationszeiten

Bei den ersten Untersuchungen wurde eine Verfahrensweise zur Enzymbehandlung von Holz-
stoffen im Labormal3stab entwickelt. Dabei kamen UPM-TMP, der zur Lagerung zwischenge-
trocknet wurde (TG 92 %) und feuchter Steinschliff (UPM-SGW) zum Einsatz. Zur Ermittlung
der optimalen Einsatzbedingungen (Enzymzugabemengen, Inkubationszeiten, ph-Wert, Tem-
peratur, Stoffdichte) wurden die Industrieenzyme Cellulase ECOSTONE N 400 von AB Enzy-
mes (Finnland) und Laccase NL 51003 von Novo Nordisk A/S (Danemark) verwendet.

In der folgenden Abbildung ist der Versuchsablauf der Untersuchungen dargestellt.

TMP/ SGW/ PGW ‘
(60 9 otro) Aufteilung in drei Suspensionseigenschaften
masseidentische Teile =g (SD, SR, WRV, Faserlange,
Quellung (>4 h) v Zetapotenzial)
v Temperieren auf 50 °C
(Wasserbad)

Verdinnung
(60 g in 2,5 | H,0)

\ 4

Desintegration
(3000 min™, 10 min)

Inkubation je nach
Versuch unter Ruhren

v

v

Eindickung
(Buchner Trichter)

Reaktionsabbruch
(durch Erhitzen auf
90 °C)

h 4

Verdinnung
(ca. 5 % SD)

Verdunnung
(Verteilgerat: auf ca.
0,33 % SD mit H,0)

Blattbildung:
(80 g/mzlutro)

v

Physikalische Prifung
(m,, Dicke, Bk, RL,
Dehnung, E-Modul,

Tensile-Index, WRA (BI),
Opazitat, WG, s, k, Farbort)

Abb. 5.2.3-1: Versuchsablauf zur Ermittlung optimaler Einsatzbedingungen

Die Quellung des TMPs erfolgte in der Regel Uber Nacht, bevor mittels eines Standard-
Aufschlaggerates nach Norm DIN EN I1SO 5263-2 aufgeschlagen wurde (50 g otro in 2,5 Liter
Leitungswasser). Anschliel3end wurde die Suspension zur Einstellung der fir die Inkubation
vorgegebenen Stoffdichte von 5 % Uber einen Blchner-Trichter entwéssert. Um alle erforderli-
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chen Suspensions- und Faserstoffprifungen durchfihren zu kénnen, wurde eine Probengrdfle
von 20 g otro gewahlt. Daher ist die aufgeschlagene Stoffmenge von 60 g otro in drei masse-
identische Teile geteilt und in 800 ml Becherglaser uberfiihrt worden, wo die pH-Wert-
Einstellung erfolgte.

Um wahrend der Inkubation eine optimale Durchmischung sicherzustellen, war der Einsatz
von Ruhrern unumgénglich. Vorhandene Laborruhrer wie Propeller-, Turbinen- und Blattrihrer
ergaben aufgrund der hohen Suspensionsstoffdichte von 5 % jedoch unzureichende Ergeb-
nisse. Letztendlich wurde ein Ruhrer der Firma Inotec fir viskose Medien eingesetzt, der bei
niedriger Drehzahl (je nach Motor 100 bis 150 U/min) und geringem Lufteinzug eine ausrei-
chende Durchmischung erzielte. Die vorhandenen Hohlrdume des Rihrers wurden mit Hart-
gummistopfen ausgefillt, da der Faserstoff zum Verstopfen der Locher neigte. Die Bechergla-
ser mit den Proben wurden in einem Wasserbad unter stdndigem Ruhren auf 50 °C erwarmt.
Nach Erreichen der Temperatur erfolgte die Enzymdosierung.

Nach Ende der Inkubationszeit erwies sich eine Inaktivierung des Enzyms als notwendig, da
die behandelten Proben oftmals nicht sofort weiterverarbeitet werden konnten. Die Erhdhung
des pH-Wertes auf 10 wie fur die Inaktivierung der Cellulase vom Hersteller empfohlen, hatte
jedoch auf den Weil3grad der spater gebildeten Prifblatter einen negativen Einfluss (2 % ge-
ringerer WeilRgrad, Vergilbung). Deshalb erfolgte die Inaktivierung des Enzyms durch Erho-
hung der Temperatur der behandelten Suspension auf 90 °C fur 10 Minuten. Die Weil3grad-
minderung lag dabei bei maximal 1 %-Punkt. Zunachst erfolgte dabei eine Wasche Uber ei-
nen Bichner-Trichter (Filtermedium: engmaschiges Sieb) mit einem Liter Wasser inklusive
erneuter Filterung des ersten Filtrats (Abkirzung: ,mS“= mit Spilen). Der gebildete Filterku-
chen wurde anschlieRend in nahezu kochendes Wasser (etwa ein Liter) tUberfihrt und fur 10
Minuten bei einer Temperatur von 90 °C gehalten (Abkirzung ,mE" = mit Erhitzen). Im An-
schluss an die Inaktivierung des Enzyms wurde der behandelte TMP zur weiteren Verarbei-
tung in ein Verteilgerat Uberfihrt bzw. flr eine anschlieBende Mahlung in der Jokro-Mihle
vorbereitet.

Bei UPM-TMP erfolgte nach der Faserinkubation eine Nachmahlung in der Jokro-Muhle (DIN
54360). In wenigen Fallen wurde der Faserstoff auch vor der Inkubation gemahlen. Abwei-
chend von der Norm wurden 20 g otro pro Mahlbuchse eingesetzt. Die Mahldauer betrug 10
Minuten bei 150 U/min. Im Anschluss an die Mahlung wurde der TMP im Standard-Aufschlag-
gerat aufgeschlagen, bevor er weiterverarbeitet wurde.

Die Ermittlung der Referenzeigenschaften des TMPs geschah analog zum ,Verfahren zur En-
zymbehandlung®, jedoch ohne Enzymeinsatz. Es wurden Referenzpunkte ohne Erhitzen
(,0E"), mit Erhitzen auf 90 °C (,mE") sowie mit und ohne Mahlung (,mM*; ,oM") bestimmt. Auf
eine Verweildauer entsprechend der Inkubationszeit im Wasserbad bei 50 °C wurde verzich-
tet.
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Die folgenden Tabellen zeigen im Uberblick die durchgefiihrten Versuche mit UPM-TMP und
den Enzymen Ecostone N 400 sowie Laccase NL 51003.

Tab. 5.2.3-1: Ubersicht zu den durchgefiihrten Enzymbehandlungen mit Ecostone N 400

= =
cEl O El O El |l cEf] cE] L E] < E] <%
o £ e o £ o = o = o = o = o = o =
155855 8l558l558|558l55 8|55 8155 8|55 8
3 (‘sﬂ > -{'EB > -CEB > | -CEB > - % - % - % = ey % = ey % -
sl flz2c|lz2c|lz2 |2z clz2¢|z2 ¢z¢2 2
O Jo 2 2l 2 Zlo 2 2l 2 Zle 2 2l 2 Zlo 2 2l 2 2l 2 2
5 107 207 30 B0 1207 150° 1807 2107
0,1% X
0.5% X X X XX X X
1% XX X XEX| X X]O] X XJOPX] XX @) X
2% XX X KX XX KX X
5% X X X XX XX X
10% X X X XX XX X
20% X X X XX XX X
Stoffdichte: 5% (Abweichung bei Zeichen "0": auch mit 3%)
oH-Wert: 7
Temperatur: 50°C
= mit diesen Einstellungen Abtdtungsversuche durchgefuhrt

Tab. 5.2.3-2: Ubersicht zu den durchgefiihrten Enzymbehandlungen mit Laccase

Sl < Z| <E| < E| <= _<El_ <E|_ <E] <=
P3N SR E-lic] Pl PShalit ] -Shalict R=ghalit=] F=iialinc] F-ulicd Falls
m |2 © ©]2 © ©]2 © G2 © ©J2 © @]l=2 O ©)2 O @]2 © G2 O @
I % = = % - = E - = % - c ﬁ - = ﬁ = = ﬁ - = ﬁ - = % - =
g =22 21=22z221=z22=22=2 =2 =2 2= 2 ¢
4 o 2 2o =22 2o =2 Zle 2 2o 2 Zjlo 2 2o 2 Zlo 2 2l 2 =2
c5Elc55|lc55|c55|c55|c55|cG5|lsG5|ls55
v = Sy = Sl = Sl = Sl = Sl = Sl = Sl = Sl = =
5 107 200 307 &0° 1207 150° 180° 210°
0.5% X X X XX X X
1% S X S XEPG X[ XIG| X G
2% X X X XX X
5% X X X XX X
10%
20%
Stoffdichte: 5% (Abweichung bei I:l: auch mit 3% Stoffdichte)
pH-Wert: 4 5 (Abweichung bei Zeichen "S": auch pH 5,5)
(Abweichung bei Zeichen "G": auch pH 6,5)
Temperatur: 50°C
= mit diesen Einstellungen Abtétungsversuche durchgefihrt

Nach dem oben angezeigten Versuchsablauf folgten weitere Untersuchungen mit den vom
Projektpartner entwickelten Enzymkomplexen SIAB | und Il. Als Holzstoffe kamen dabei TMP
aus Schongau und Druckschliff aus Mochenwangen zum Einsatz.
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An der jeweiligen Probe wurden folgende Suspensionseigenschaften geprift:

o Entwasserungswiderstand nach DIN EN ISO 5267-1,
e Wasserriickhaltevermégen nach ZM 1V/33/57,

e Zetapotenzial mit Mutek SZP-06,

o Faserlange mit kajaaniFiberLab™

Es wurde an jeder Probe eine Einfachbestimmung mit Korrektur der Filterkuchenmasse
durchgefihrt. Das Wasserriickhaltevermdgen wurde als Doppelbestimmung durchgefuhrt.

Von jeder Probe wurden nach dem Rapid-Kéthen-Verfahren DIN EN ISO 5269-2 Prufblatter
gebildet. Nach der Blattbildung wurden die Prufblatter im Trockner bei 94°C sieben Minuten
getrocknet, ausgewogen und zur Klimatisierung im Klimaraum gelagert. Im Klimaraum wurden
folgende Prifungen durchgefihrt:

e Bestimmung der flachenbezogenen Masse nach DIN EN ISO 536 und der Dicke nach
DIN EN ISO 534,

e Ermittlung von Festigkeitseigenschaften nach DIN EN ISO 1924-2 (Bruchkraft, Bruch-
dehnung, Reif3lange, E-Modul, Tensile Index),

¢ Bestimmung der WeiterreiRarbeit nach Brecht-Imset nach DIN 53115,

e Ermittlung von optischen Eigenschaften nach DIN 53140, DIN 53145-1, DIN 53146 und
DIN 54500 (Weil3grad, Opazitat, Streu- und Absorptionskoeffizient, Farbort).

Fur den Tensile Tester standen pro Prifblatt flinf Probestreifen zur Messung zur Verfligung,
deren jeweilige Festigkeitseigenschaften zu einem Mittelwert zusammengefasst wurden. Die
Bestimmung der Weiterreil3arbeit erfolgte aus zwei Einzelmessungen pro Prifblatt. Bei der
Bestimmung des WeilRgrads wurde wegen aul3erst geringfligiger Differenzen zwischen Ober-
und Siebseite auf die Weiligradbestimmung der Oberseite verzichtet.

5.2.4 Enzymbehandlung von TUD-TMP zwischen der 1. und 2. Mahlstufe in einer
Labor- CTMP Anlage

Bei diesen Versuchen wurden im halbtechnischen Maf3stab Fichtenholzhackschnitzel in einer
Labor-CTMP-Anlage chargenweise gemahlen und zwischen der 1. und 2. Mahlstufe enzyma-
tisch behandelt. Bei diesen Versuchen kam das Enzym SIAB Il zum Einsatz. Dabei wurde
auch das Stoffwasser aufgefangen und die CSB Und BSB Werte bestimmt. Au3erdem wurde
eine Nachbehandlung von Faserstoff aus der 2. Refinerstufe mit den Enzymen (SIAB Il und N
400) untersucht. In der folgenden Abbildung ist die Versuchsdurchfiihrung dargestellt.
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_ Hackschnitzel (Fi)

Wasser

Quellung (>= 48 h) |

______ 1. Mahlstufe
. (inkl. therm. Vorbeh.)
- I
Variante 1B .
(Referenz) Va;ante 1A

Enzymbehandlung (SIAB I1)
(pH-Wert 5-7, 50 °C, 30 min)

e 2. Mahistufe |

v

Latenzbehandlung
(70-80 °C, 30 min)

Desintegration
(DIN EN ISO 5263)

CSB, BSB5, Feinstoff, ...

Variante 2A Variante 2B | E
v
Enzymbehandlung
Haser (SIAB 11, N400)
(pH-Wert 5-7, 50 °C, 30 min)
y :
Stoffverdinnung ~ [derss
Stoffuntersuchung,
Prufolatter,

Enzym

Abb. 5.2.4-1: Enzymbehandlung von TMP zwischen der 1. und 2. Mahlstufe in der TMP-

Laborrefineranlage

Die Labor-CTMP-Anlage der Fa. Sprout Bauer vereint Impragnierung, Vorwdrmung und Zerfa-
serung in einer technologischen Einheit. Vor TMP-Herstellung wurden die Hackschnitzel 2
Tage lang gewassert. Anschliel3end wurden sie in den Vorwarmbehalter (Kocher) gegeben
und durch Dampfzufiihrung auf 140 °C erhitzt. Aus dem Dampfbehdlter gelangten die Hack-
schnitzel (iber eine Zufiihrschnecke, die mit Wasser gekiihlt wurde, in den bei Uberdruck (2
bar) und erhdhten Temperaturen arbeitenden Scheibenrefiner. Hierbei handelt es sich um
einen Einscheibenrefiner mit einer feststehenden und einer rotierenden Scheibe. Der Stoff

passierte die Mahlscheiben von innen nach auf3en und gelangt in einen Auffangbehalter.
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CTMP Anlage: Sprout Bauer

dMahIgarnitur: 305 mm
Schnittwinkel: 0°

max. Drehzabhl: 1500 min-!
max. Stoffdichte: 40 %

max. Antriebsleistung: 45 kW
Drehzahl Zufiihrschnecke: 0—95 min-1

Abb. 5.2.4-2: Schema und Parameter der TMP-Laborrerfineranlage

Folgende Parameter wurden bei den Versuchen an der TMP-Laborrefineranlage eingestellt.

Tab. 5.2.4-1: Parametereinstellung fur die 1. und 2. Mahlstufe (Versuchsvariante 1 u. 2)

Parameter Einheit thermische 1. Mahlstufe 2. Mahlstufe
Vorbehandlung
Druck bar 2 2
Temperatur °C 140 135 130
Mabhlspalt mm 0,2 0,1
Schneckendrehzahl 1/min 15 25
Verdinnungswasser I/h 40 10
Dauer min 5

Nach der 1. Mahistufe schloss sich die Inkubation mit Enzymen an. Der TMP-Stoff wurde
jeweils in 2 masseidentische Teile geteilt. Ein Teil wurde in einem Reaktor 30 min bei 50 °C
inkubiert. AnschlieRend wurde der TMP-Stoff entwassert und im Refiner in einer 2. Mahlstufe

nachgemabhlen.

Bei einer ersten Variante wurde ein SIAB-Enzym eingesetzt und die Enzymdosierung variiert
(SIAB lI-Dosierung: 0,5 %; 1 %; 2 %). Die chargenweise Aufbereitung (3 Stoffanséatze) er-
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brachte unterschiedliche Durchgangszeiten, welche den Spezifischen Mahlaufwand in einem
starken Mal3e beeinflusste.

Bei einer 2. Variante wurde ein Stoffansatz (Hackschnitzel) nach der 1. Mahlstufe geteilt und
ein Teile davon zwischen den beiden Mahlstufen mit 1 % SIAB Il behandelt. Untersucht wur-
den dann im Labor die Stoffproben der 1. und 2. Mahlstufe mit und ohne Enzyminkubation.

In einer dritten Versuchsvariante wurde der Energieeinsatz durch Vergrof3erung des Mahlspal-
tes von 0,1 mm auf 0,2 mm in der 2. Mahlstufe noch weiter reduziert. Zuséatzlich erfolgte nach
einer Latenzbehandlung im Labor eine Nachinkubation mit 1 % SIAB 1l bzw. 1 % ECOSTONE
N 400.

5.2.5 Enzymatische Behandlung von PGW-Grobstoff vor einer Nachmahlung im
Laborscheibenrefiner

In einer Versuchsreihe wurde feuchter PGW-Grobstoff aus Mochenwangen enzymatisch be-
handelt und im Laborscheibenrefiner nachgemahlen.

In den Laboruntersuchungen wurden die Enzympréparate SIAB Il und Ill, CELLUPRACT AL-
70, ECOSTONE N 400, ECOPULP TX 200A und ECOPULP ENERGY verwendet (Enzymakii-
vitdten unter Abschn. 4.3).

Die Enzymdosierung zum Faserstoff erfolgte bei einer Stoffdichte von 4 % in den Laborpulper.
Bei 730 U/min und einer Temperatur von 50 °C wurden 500 goro PGW-Grobstoff 30 min lang
aufgeschlagen. Die entsprechende Enzymmenge wurde zu Beginn des Aufschlagens dosiert,
sodass man bis zur anschlielenden Mahlung im Laborrefiner von einer Inkubationszeit von 35
bis 40 min ausgehen kann. Der pH-Wert lag bei 7,8+0,1.

Die folgende Abbildung zeigt den Versuchsablauf der enzymatischen Behandlung von PGW-
Grobstoff und anschlie3ender Nachmahlung im Laborscheibenrefiner.
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Uberfuihrung in

Scheibenrefiner (60°) l

PGW-Grobstoff
< (500 g) ) v

Verdunnung Nullprobe

(4 %, 12,5 )

Mahlung 50 kwh/t

l .

Mahlung +50 kWh/t
Aufschlagen, *
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Inkubieren pH-Wert, Temperatur
(Lamortpulper:
730 min-t, 30 min) Wasser

(50 g auf 10 1)
Verdinnung *

(3,1 %, 16 1) .
Suspensions- und
Prifblatteigenschaften

Abb. 5.2.5-1: Enzymbehandlung von PGW-Grobstoff mit Nachmahlung im Laborrefiner

Die Faserstoffmahlung wurde im Laborrefiner bei einer Stoffdichte von 3,1 % durchgefiihrt. Die
massespezifische Mahlarbeit bzw. die Mahlintensitat wurde Uber die entsprechende Strom-
starke und Mahlungsdauer eingestellt. Die folgende Tabelle zeigt die entsprechenden Kenn-
werte fur ein Anfangssuspensionsvolumen von 16 Litern. Vor der Mahlung wurde im Leerlauf
die Nullprobe entnommen. Bei jeder Probennahme wurden 1,5 Liter Faserstoff im Leerlauf
entnommen. FUr alle Versuchsreihen wurden neben dem Nullpunkt (0 kWh/t) drei Kennwerte
fur Mahlpunkte bei 50 kWh/t und 100 kWh/t ermittelt. Nach der Mahlung wurden Laborblatter
gebildet und ausgepruft

Es wurden insgesamt mehrere Versuchsreihen durchgefiihrt. Bei den ersten Versuchen erfolg-
te die Enzyminkubation mit SIAB 1l (0,5 %; 1 %). Bei der 2. Versuchsreihe wurden die Indust-
rieenzyme TX 200 und N 400 (0,5 %) getestet. In Vorbereitung eines GrofRversuches bei
Mochenwangen Papier erfolgten weitere Versuche mit den Enzymen SIAB Ill, CELLUPRACT
AL-70 und ECOPULP ENERGY. Bei letzterem wurde noch einmal untersucht, ob die
Enzymbehandlung vor oder nach der Mahlung effektiver ist.
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Tab. 5.2.5-1: Mahlkennwerte des Laborrefiners

Bs v c Motro Pes | ﬁwspez At
J/m dm? % kg kW A kWhi/t s

1 16,0 3,1 0,50 2,35 9,6 25 19,1

1 16,0 3,1 0,50 2,35 9,6 50 38,3
1 16,0 3,1 0,50 2,35 9,6 100 76,6
1 16,0 3,1 0,50 2,35 9,6 200 153,2
1 14,5 3,1 0,45 2,37 8,9 25 17,1

1 14,5 3,1 0,45 2,37 8,9 50 34,2
1 14,5 3,1 0,45 2,37 8,9 100 68,4
1 14,5 3,1 0,45 2,37 8,9 200 136,7
1 13,0 3,1 0,40 2,39 8,4 25 15,1

1 13,0 3,1 0,40 2,39 8,4 50 30,2
1 13,0 3,1 0,40 2,39 8,4 100 60,3
1 13,0 3,1 0,40 2,39 8,4 200 120,5
1 11,5 3,1 0,36 2,43 8,0 25 13,3
1 11,5 3,1 0,36 2,43 8,0 50 26,7
1 11,5 3,1 0,36 2,43 8,0 100 53,3
1 11,5 3,1 0,36 2,43 8,0 200 106,7
1 10,0 3,1 0,31 2,50 7,6 25 11,3
1 10,0 3,1 0,31 2,50 7,6 50 22,3
1 10,0 3,1 0,31 2,50 7,6 100 44,6
1 10,0 3,1 0,31 2,50 7,6 200 89,3

Im Ergebnis dieser Versuche erfolgte die Entscheidung tber den Einsatz eines der Enzyme in
einem industriellen GroRRversuch bei der Mochenwangen Papier GmbH.

5.2.6 Grof3versuch bei der Mochenwangen Papier GmbH

Ziel des GroRversuches war die Verifizierung der im Labor- und Technikumsmafistab
gewonnen Ergebnisse zur enzymatischen Holzstoffbehandlung unter grof3technischen
Bedingungen. Dabei sollten eine Reduzierung der spezifischen Schleiferarbeit bei
gleichzeitiger Optimierung des Energieeinsatzes bei der Grobstoffmahlung und Verbesserung
der die Entwasserungseigenschaften erreicht werden.

In der folgenden Abbildung ist der technologische Ablauf der Druckschliffsortierung und der
Grobstoffnachmahlung mit der Enzymzugabe- und den Probenahme- Stellen dargestellt.
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¥ zu Cleaner-Stufe 1 und Bleiche

—‘—P Nach der 2-Stufenbleiche Probennahme Druckschliff

Abb. 5.2.6-1: Druckschliffsortierung und Grobstoffbehandlung

Der Enzymeinsatz erfolgte in Mochenwangen bei der Produktion von Werkdruckpapier in der
Holzschleiferei bei der Nachmahlung von Grobstoff. Bei einer Tagesproduktion von max.
150 t/d wurde ca. ein Drittel der Holzschliffmenge als Grobstoff nachbehandelt. Der geplante
Enzymeinsatz sollte bei 0,5% bezogen auf Grobstoff, oder bei 0,17 % der Gesamt-
Holzschliffmenge liegen.

Das Enzym wurde mit Wasser verdinnt vor der Grobstoffbitte 2 zudosiert. Die Inkubationszeit
vor der Grobstoffmahlung betrug ca. 20 Minuten. Der GrofRversuch erstreckte sich tUber 3
Tage (insgesamt 60 Stunden). In dieser Zeit wurde das Enzym zugegeben. Die
Stofftemperatur lag bei ca. 50 °C.

Probennahmestellen:
o Schleiferstoff (SS) nach der Schleiferstoff-Butte
e Grobstoff vor Refiner (GVR) nach der Grobstoffblitte 2
e Grobstoff nach Refiner (GNR) am Ausgang des Scheibenrefiners
e Druckschliff ungebleicht (DSU) nach der Cleaneranlage (entspricht ,,Dunnstoff*)
¢ Druckschliff gebleicht (DSB) nach der 2-Stufenbleiche
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Die Holzstoffproben wurden im Versuchszeitraum tber 3 Tage in Intervallen von 4 Stun-
den entnommen. Des Weiteren erfolgten Probennahmen zur Abwasseruntersuchung am
Zu- und Ablauf der Abwasserreinigungsanlage sowie vom Filtrat des Bandfilters an der
Rundwasserbutte.

Ausprufen der Stoffproben und der Papiereigenschaften der Holzstoff-Probeblatter:

e Bestimmung der Stoffdichten nach DIN EN 1SO 4119

o Entwasserungswiderstand (SR) nach DIN ISO 5 267-1

e Holzstoff-Fraktionierung McNett nach ZM V/1.4/86

¢ Enzymaktivitat (Siehe Kap. 4.3)

e Prifung von Holzstoffen unter anderen Blatteigenschaften nach ZM V1/1/66

e Bestimmung der flachenbezogenen Masse und der Dicke DIN EN ISO 536 und 534

e Berechnung des spezifischen Volumens

e Bestimmung der Eigenschaften bei zugformiger Belastung (Rei3léange, Tensile-Index,
E-Modul) nach EN ISO 1942-2

o Weiterreil3arbeit Brecht-Imset nach DIN 53 115

e Chemischer Sauerstoffbedarf CSB und Biologischer Sauerstoffoedarf BSBs nach der
Methode Dr. Lange Kivettentest (Testhummern?)

Bei der Auswertung wurden auch die Tagesberichte von Mochenwangen mit einbezogen.

5.3. Forschungsergebnisse des Enzymeinsatzes bei der Papierherstellung
5.3.1 Optimaler Enzymdosierungen und Inkubationszeiten

Bei den ersten Laboruntersuchungen wurden die Inkubationszeiten und Enzymzugabemengen
bei TMP und Holzschliff variiert. Stellvertretend fir alle anderen Kennwerte ist in den beiden
folgenden Abbildungen das Entwasserungsverhaltens von TMP ohne zusatzliche Mahlbe-
handlung in Abhangigkeit vom Cellulaseeinsatz zusammengefasst.

Der Entwasserungswiderstand, angegeben als SR-Wert, sinkt mit zunehmender
Inkubationszeit ab. Je hoher die Enzymmenge, desto geringer ist der
Entwasserungswiderstand bei gleicher Inkubationszeit. Es sind Schwankungen sowohl mit
zunehmender Inkubationszeit als auch mit steigender Enzymmenge zu beobachten.
Enzymmenge und Inkubationszeit verhalten sich in Bezug auf den Entwéasserungswiderstand
gegenlaufig: einen SR-Wert von etwa 50 erreicht man sowohl mit hoher Enzymdosierung und
kurzer Inkubationszeit als auch mit niedriger Enzymdosierung und langer Inkubationszeit.
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Beim Wasserrickhaltevermégen sind die Tendenzen ahnlich, aber nicht so ausgepragt wie
beim Entwasserungswiderstand. Es wird die Aussage bestatigt, dass fur das Entwasserungs-
verhalten die Zwischenfaserbindungen und Feinstoffanteile, jedoch fur das WRV einer Faser-
suspension das innere Porenvolumen der Fasern maf3geblich sind. Da die Cellulase zunachst
Bestandteile hoher spezifischer Oberflache (wie Feinstoffe) an der Oberflache der Faser
hydrolysiert, erfahrt das WRV kaum Veranderungen, die direkt auf (relativ kurze) Enzymaktivi-

tat zurtickzufihren sind.

Der Entwasserungswiderstand sinkt durch eine Cellulasebehandlung mit zunehmender Ein-
wirkungszeit bei Holzschliff starker als bei TMP, wobei anzumerken ist, dass der TMP vor der
Enzymbehandlung im Labor zwischengetrocknet und der Holzschliff initial feucht verarbeitet

wurde.
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Abb. 5.3.1-3: Einfluss der Inkubationszeit von Cellulase N 400 auf das Entwasserungs-
verhalten von TMP und Holzschliff

Die Festigkeitseigenschaften von TMP und PGW werden durch die Enzyme unterschiedlich
beeinflusst. Bei PGW verringert sich mit zunehmender Enzymdosierung die Zugfestigkeit. Da-
gegen kommt es bei TMP bei geringen Enzymdosierungen von ca. 1 % zu einer Erh6hung der
Festigkeiten Uber das Referenzniveau hinaus. Ab einer Cellulase-Zugabemenge von > 2 %
sinken die Festigkeiten. Die optimale Einsatzmenge liegt bei TMP unter 1 % bezogen auf otro
Faserstoff.
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Abb. 5.3.1-4: Einfluss der Cellulase-Zugabemenge bei gleicher Inkubationszeit auf den
Tensile-Index von TMP- und Holzschliff-Prifblattern

Ahnliche Tendenzen lassen sich bei der Inkubationszeit erkennen. Mit steigender Inkubations-
zeit steigt auch der Tensile- oder Bruchkraft-Index bei TMP-Laborbléattern (bei 1 % Enzymdo-
sierung), dagegen liegen die Festigkeitswerte der Holzschliff-Prifblatter alle unter dem Refe-

renzwert.
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Abb. 5.3.1-5: Einfluss der Inkubationszeit von Cellulase N 400 auf den Tensile-Index von
TMP- und Holzschliff- Priifblattern
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Bei Versuchen mit einer an die Inkubation anschlieBenden Mahlbehandlung mittels Jokro-
Mihle konnte gezeigt werden, dass ein nahezu gleiches Festigkeitsniveau wie bei unbehan-
delten gemahlenen Proben, aber mit verringertem Entwasserungswiderstand erreicht werden
kann.
¢ Ungemahlener mit ECOSTONE N 400 inkubierter TMP erreicht hohere Festigkeiten als
nachgemahlener, nicht inkubierter TMP.
e Vor der Inkubation gemahlener TMP hat ein stark verbessertes Entwasserungsverhal-
ten aber auch verschlechterte Festigkeitseigenschaften.
¢ Nach der Inkubation gemahlener TMP hat nur bei hoher Enzymdosierung leicht ver-
besserte Festigkeitseigenschaften im Vergleich zu nicht inkubiertem, gemahlenem
TMP sowie eine moderate Verbesserungen des Entwasserungsverhaltens.
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Abb. 5.3.1-6 Bruchkraft-Index (Tl) von TMP-Prifblattern in Abhangigkeit der Inkubati-
onszeit von Cellulase (1 % N 400) ohne (0M) und mit 10 min Jokromahlung (mM)

Beim Einsatz des lignin-modifizierenden Laccase-Praparates NL 51003 konnten bei TMP und
Holzschliff keine Verbesserungen der Festigkeitseigenschaften erreicht werden. Lediglich bei
héheren Einsatzmengen gréfl3er 5 % liegen die Festigkeiten bei TMP-Prifblattern leicht tGber
dem Referenzwert (ohne Mahlung). Der Referenzwert mit Mahlung wird aber nicht erreicht.
Bei Holzschliff wurde generell eine Verringerung der Festigkeiten durch Enzymeinsatz mit
Inkubationszeiten im Bereich von 10 bis 60 min festgestellt
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Abb. 5.3.1-7: Vergleich des Tensile-Index von TMP-Prifblattern bei unterschiedlicher
Laccase-Zugabemenge (Inkubationszeit 60 min) ohne und mit 10 min Jokromahlung
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Index von TMP und Holzschliff
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Wie die Festigkeitseigenschaften verschlechtern sich durch die Inkubation mit Laccase auch
die optischen Eigenschaften. Mit zunehmender Inkubationszeit sinkt der Weil3grad der gebil-
deten Prufblatter. Ursache dafir ist die Laccase-induzierte Bildung von Phenoxylradikalen
sowie aromatischer a-Carbonylgruppen und deren Polymerisation.
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Abb. 5.3.1-9: Einfluss der Inkubationszeit von Laccase NL 51003 auf den Weil3grad
von TMP und Holzschliff

Anhand des farblichen Unterschieds ist zu vermuten, dass Radikalbildung und Polymerisation
zu farbigen Strukturen gleich zu Anfang der Reaktion geschehen. Diese Aussage wird in ver-
schiedenen Veroéffentlichungen bestéatigt.

5.3.2 Ergebnisse der Laboruntersuchungen unter Einsatz von SIAB- Enzymen

Bei den folgenden Untersuchungen kamen die vom Projektpartner SIAB entwickelten
Enzymkomplexe aus Cellulasen und Hemicellulasen mit unterschiedlichen Enzymaktivitaten
zum Einsatz. Neben den bisher verwendeten Holzstoffen aus Schongau und Augsburg
wurden die weiteren Untersuchungen zusétzlich mit Druckschliff aus Mochenwangen (MW-
PGW) durchgefuhrt. Die Untersuchungen fanden im neutralen und sauren Bereich (maximale
Enzymaktivitat) statt. Es wurde auch der Einfluss einer alkalischen Vorbehandlung vor der
Enzyminkubation untersucht.

Bei der Behandlung der Holzstoffe mit den SIAB Enzymen wurden insbesondere bei TMP po-

sitive Ergebnisse erreicht. Dabei spielen der Enzymtyp und die entsprechenden Enzymaktivi-
taten eine entscheidende Rolle. Das Enzym SIAB Il unterscheidet sich von SIAB | und SIAB I
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durch seine deutlich geringere Xylanaseaktivitdt und zeigt besonders in den abgesauerten
Proben niedrigere SR und WRV Werte.
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Abb. 5.3.2-1: Veranderung des Entwdasserungswiderstandes durch Behandlung mit
SIAB- Enzymkomplexen | bis 11l (1 %; 10 min; pH 7)

Die Xylanase katalysiert die Spaltung von Hemicellulose — Lignin - Kopplungen und von
Hemicellulosen im Feinstoff. Eine weitere Hypothese ist, dass die Kohlenhydrate durch die
Endo-Cellulasen zunachst in Fragmente gespalten werden und die Zersetzung in l6sliche
Produkte (Zuckermonomere) durch Exo-Cellulasen spéter verstarkt einsetzt. Diese Fragmente
und kleinere Bruchstucke unterliegen einem Flockungseffekt. Die Enzyme wirken wie eine Art
Retentionsmittel und binden die Teilchen untereinander und an groRere Fasern. Bei einer
Zusammenlagerung von Faserstiicken entstehen dichtere und weniger dichte Bereiche, was
zu einer besseren Entwasserung fuhren kann.

Die Enzymmenge von 1 % auf otro Masse Faserstoff und die Inkubationsdauer von 10 Minu-
ten im neutralen Bereich hat sich bei den Versuchen als die beste Parametereinstellung er-
wiesen. Man hatte vermutet, dass eine stéarkere Senkung des Entwasserungswiderstands
nach der Enzymbehandlung eintritt. Wie aus der folgenden Abbildung zu sehen ist, war aber
dieses nur beim Holzschliff (SGW) der Fall. Bei einer relativ kurzen Behandlungszeit von 10
Minuten und niedriger Enzymzugabemenge von 1 % kann man mit den verwendeten Enzym-
Praparaten keine starkere Senkung des Entwasserungswiderstands erwarten.

Das Zetapotenzial ist das elektrische Potenzial an der Abscherschicht eines bewegten Parti-
kels in einer Suspension (Elektrochemische Doppelschicht). Faserladung wird durch ionisierte
funktionelle Gruppen (meist Carboxylgruppen) in der Faserwand verursacht. Die Carbo-

xylgruppen sind hauptséchlich in den Seitenketten der Holzxylane lokalisiert. Vermutlich ent-
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stehen wahrend der komplexen Abbauvorgange Ladungsverschiebungen und freie funktionel-
le Gruppen, die fir partielle Ladungen an den Teilchenoberflachen sorgen. Die Ladung des

Feinstoffes Ubersteigt dabei die Ladung des Faserstoffes um ein Vielfaches (Erhard 2008).
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Abb. 5.3.2-2: Veranderung des Zeta-Potenzials von TMP und PGW durch Behandlung
mit SIAB-Enzymkomplexen pH 4,5u. 7 (1 % Enzym; 10 min.)

Die Ergebnisse zeigen, dass es bei der Enzymbehandlung zu einer nicht vernachlassigbaren
Veranderung des Zetapotenzials in der Suspension kommt. Die Verschiebung des Zetapoten-

Zials lasst sich durch die Aktivitat der Enzyme begriinden.

Der unbehandelte TMP zeigt ein typisches Bild fiir diesen Faserstoff mit langen Fasern, Fibril-
len und kleinen Bruchstiicken. Ansatzweise sind auch Mehl- und Schleimstoff fleckenartige
Erscheinungen auf dem Bild zu erkennen. Die Behandlung mit SIAB | zeigt vermehrt kleinere
und groRRere Bruchstiicke und Fibrillen, aber keine ausgesprochene Adhasion an langen Fa-
sern. Die Behandlung mit SIAB Il ergibt ein &hnliches Bild, allerdings mit mehr langen, feinen
Fibrillen. Die Adhasion an grof3ere Fasern ist gering. Einen deutlichen Unterschied zur unbe-
handelten Probe ergibt das Bild mit der SIAB Ill Behandlung: Die Fibrillen und Bruchsttucke
haften stark an der Faser und scheinen von dieser regelrecht angezogen.
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Abb. 5.3.2-3: Mikroskopbilder der TMP-Nullprobe (1) und nach Behandlung mit SIAB |
(2), SIAB 11 (3) und SIAB Il (4)

Bei den Mikroskopaufnahmen des unbehandelten und des enzymbehandelten PGW wird die-
ser Sachverhalt noch einmal verdeutlicht. Die Faserbruchstiicke und die Fibrillen ballen sich

bei dem enzymbehandelten Druckschliff zusammen und lagern sich an die Faser an.

Abb. 5.3.2-4: Bilder von unbehandelten (5) und enzymatisch behandelten (6) PGW
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Wie schon bei den vorangegangenen Untersuchungen erbrachte die Behandlung mit SIAB-
Enzymen beim TMP eine Steigerung der Festigkeitseigenschaften und beim Druckschliff eine
Verschlechterung. Eine Ursache dafir konnten beim Druckschliff die hoheren Feinstoffanteile
sein.

Die Versuche wurden anfangs im neutralen pH-Bereich durchgefuhrt. Um den optimalen Be-
triebspunkt der Enzyme zu nutzen, wurden weitere Versuche im sauren pH-Milieu gemacht.
Die Ergebnisse zeigen, dass beim Einsatz von Enzymen eine pH-Wert-Verschiebung in den
sauren Bereich hinsichtlich der Festigkeitsentwicklung eindeutig schlechtere Ergebnisse
bringt. Dieses ist unter den gegebenen Praxisbedingungen in der Papierindustrie auch nicht
zu empfehlen. Eine Inkubation im alkalischen Milieu hatte keine positive Wirkung auf die Fes-
tigkeitseigenschatft der Prufblatter.

Beim TMP wurde mit dem Enzym SIAB Il die durchschnittlich hochste Festigkeitssteigerung
erreicht (bis zu 10 % hoherer Bruchkraft-Index). Eine verringerte Enzymkonzentration flihrte
nicht zu dem erhofften positivem Effekt auf die Festigkeit der Prifblatter. Eine
Enzymkonzentration von 1 % auf otro Masse Faserstoff ergab die hdchste Steigerung des
Bruchkraft-Index.
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Abb. 5.3.2-5: Veranderung des Bruchkraft-Index von TMP- und PGW-Prifblattern nach
Behandlung des Holzstoffes mit SIAB-Enzymkomplexen pH 4,5 und 7 (1 %; 10 min.)
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Abb. 5.3.2-6: Verdanderung der Weiterrei3arbeit bei TMP- und PGW-Prufblattern durch
Behandlung des Holzstoffes mit SIAB-Enzymkomplexen pH 4,5 und 7 (1 %; 10 min.)

Der Einfluss der Enzyme auf die optischen Eigenschaften ist durchaus positiv. Es sind leichte
Weil3gradsteigerungen zu verzeichnen. Die Xylanase katalysiert dabei die Spaltung der Hemi-
cellulosen-Ligninkopplungen hauptséchlich am Feinstoff. Die abgespaltenen Produkte kdnnen
wahrend des Blattbildungsprozess leichter ausgewaschen werden. Mit dem ausgewaschenen
Feinstoff geht auch ein Teil des farbenden Lignins verloren, was sich natdrlich positiv auf den
Weil3grad auswirkt und den Absorptionskoeffizienten sinken lasst. Ein steigender Streukoeffi-
zient nach der Enzymbehandlung ist durch eine héhere Anzahl an Cellulosefragmenten und
kleinsten Bruchstiicken begriindet.
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Abb. 5.3.2-7: Veranderung des Weiligrades von TMP- und PGW-Prifblattern nach
Behandlung des Holzstoffes mit SIAB-Enzymkomplexen pH 4,5 und 7 (1 % Enzym; 10
min)

5.3.3 Enzymbehandlung von TMP zwischen der 1. und 2. Mahlstufe

Im Gegensatz zu den Ublichen industriellen TMP-Verfahren bestand bei den halbtechnischen
Untersuchungen in der Labor TMP-Anlage die Mdéglichkeit, den zerfaserten Holzstoff zwischen
der 1. und 2. Mahistufe mit Enzym zu behandeln. Das Ziel dieser Untersuchungen im
Technikum war, den Energieeinsatz durch eine Enzymbehandlung deutlich zu reduzieren. Die
Zerfaserung in der Labor-TMP-Anlage erfolgte chargenweise.

Bei einem 1. Versuch wurden mit 3 Stoffansatzen (Hackschnitzel) der 1. Mahlstufe vor der 2.
Mabhlstufe die Enzymzugabemenge (SIAB 1l 0,5 %; 1 %; 2 %) variiert. Die chargenweise Auf-
bereitung erbrachte unterschiedliche Durchgangszeiten, welche den spezifischen Mahlauf-
wand in einem starken Mal3e beeinflussen. Eine Vergleichbarkeit ist deshalb nur sehr einge-
schrankt moglich. Bei den enzymbehandelten Proben wurden bei der 2. Mahlstufe (Mahlspalt
0,1 mm) im Vergleich zu den Referenzproben langere Durchgangszeiten registriert, was einen
héheren Mahlaufwand zur Folge hatte.

Bei einem 2. Versuch wurde ein Stoffansatz (Hackschnitzel) nach der 1. Mahlistufe geteilt und
ein Teil zwischen den beiden Mahlstufen mit 1 % SIAB Il wie im ersten Versuch inkubiert. Un-
tersucht wurden dann im Labor die Stoffproben der 1. und 2. Mahlstufe mit und ohne Enzym-
inkubation. Bei diesem Versuch konnten mit einem 20 % niedrigerem Mahlaufwand gleiche bis
bessere Festigkeitseigenschaften mit gering verbesserten Entwasserungswerten erzielt wer-
den.
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Abb. 5.3.3-1: Enzymbehandlung (SIAB 1l 1 %; 30 min) von TMP zwischen der 1. und 2.
Mahlstufe

Bei einem dritten Versuch sollte der Energieeinsatz durch VergroRerung des Mahlspaltes auf
0,2 mm in der 2. Mahlstufe (analog der 1. Mahlstufe) noch weiter reduziert werden. Zwischen
der 1. und 2. Mahlstufe erfolgte wie bei den vorangegangenen Versuchen die Enzyminkubati-
on. Die 2. Mahlstufe mit der gleichen Mahlspalteinstellung wie in der 1. Mahlstufe (0,2 mm)
brachte allerdings keine Verbesserung der Festigkeitseigenschaften. Ebenso konnte durch
eine zusatzliche eine Nachinkubation mit 1 % SIAB Il bzw. 1 % ECOSTONE N 400 keine Ver-
besserung der Festigkeitseigenschaften erreicht werden.

Stoffwasseruntersuchungen zeigten héhere CSB- und BSB-Werte bei den enzymbehandelten
gegeniber den unbehandelten Proben und beweisen damit den Abbau von organischer
Substanz durch die Enzyme.

5.3.4 Enzymbehandlung von PGW-Grobstoff mit Nachmahlung

Als ein Ergebnis der Voruntersuchungen konnte festgestellt werden, dass durch eine geringe
Nachmahlung der Holzstoffe die Festigkeitseigenschaften in einem hoheren Mal3e beeinflusst
werden als durch eine Enzymbehandlung. Durch eine vorangehende Enzymbehandlung sollte
allerdings der Mahlenergieeinsatz reduziert werden. Dieses war bei den folgenden Untersu-
chungen der Schwerpunkt. Dabei wurde PGW-Grobstoff aus Mochenwangen eingesetzt.

Die eingesetzten Enzymsysteme hatten in Bezug auf Dosierung und Aktivitaten sehr unter-
schiedliche Auswirkungen auf die Festigkeitseigenschaften.
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Abb. 5.3.4-1: Einfluss der Enzymbehandlung (0,5 % TX 200; 0,5 % N 400) vor der Nach-
mahlung im Scheibenrefiner auf den Tensile-Index der PGW-Grobstoff-Prufblatter
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Abb. 5.3.4-2: Einfluss der Enzymbehandlung (0,5 % SIAB II; 1,0 % SIAB II)) vor der
Nachmahlung im Scheibenrefiner auf den Tensile-Index der PGW-Grobstoff-Prifblatter

Wie schon in den vorangegangenen Versuchen filhrte auch eine Inkubation mit SIAB Il bei
PGW zu einer Verringerung des Tensile-Index. Im Gegensatz dazu zeigen die Industrieenzy-
me Ecopulp TX 200 und Ecostone N 400 eine leicht positive Wirkung auf die Zugfestigkeit.
Interessant ist, dass eine Enzymdosierung von 0,5 % bereits ohne Nachmahlung zu einer Er-
héhung der Zugfestigkeit fuhrt.
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Bei der Weiterreil3arbeit fuhrt eine Inkubation ohne Mahlistufe bei Einsatz aller gewahlten En-
zyme zunéchst zu deren Verringerung. Beim Eintrag hoher Energiemengen wahrend einer
Mahlung kann durch Inkubation ein weiteres Absinken der Weiterreif3arbeit jedoch kompen-
siert werden. Insbesondere bei Inkubation mit SIAB Il wird dieser Effekt deutlich.
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Abb. 5.3.4-3: Einfluss der Enzymbehandlung (0,5 % TX 200; 1,0 % N 400) vor der
Nachmahlung im Scheibenrefiner auf die Weiterreil3arbeit
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Abb. 5.3.4-4: Einfluss der Enzymbehandlung (0,5 % SIAB 1I; 1,0 % SIAB II) vor der
Nachmahlung im Scheibenrefiner auf die Weiterreil3arbeit

Bei néherer Betrachtung der eingesetzten hydrolytischen Enzymkomplexe sind die unter-
schiedlichen Xylanase-Aktivitdten besonders auffallig. Infolge der Aufkonzentrierung sind die-
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se Aktivitaten bei den SIAB-Enzymen viel héher, als bei den handelstiblichen Industrieenzy-
men. Die Xylanase katalysiert die Spaltung von Hemicellulose-Lignin Kopplungen. Die unter-
schiedlichen Xylanase-Aktivitdten konnten eine Ursache fir unterschiedliche Festigkeitsent-
wicklungen bei der Nachbehandlung von PGW-Grobstoffen sein.

In Vorbereitung eines GroRRversuches in der Papierfabrik Mochenwangen wurden im Labor
des Lehrstuhls fir Papiertechnik deshalb weitere Untersuchungen mit geringerem Mahlener-
gieeinsatz (25-30 kWh/t) und mit Enzymen mit niedriger Xylanase-Aktivitat (SIAB 1ll, ECO-
PULP ENERGY, CELLUPRACT AL-70) durchgefuhrt.

Mit ECOPULP® ENERGY und SIAB Il konnte der Entw&sserungswiderstand der Faserstoff-
suspension bei gegebener massespezifischer Mahlarbeit (> 30 kWh/t) gegenliber der Refe-
renz deutlich gesenkt werden. Durch die Enzymbehandlung kann der durch die Mahlung be-
dingte Anstieg des Entwasserungswiderstandes kompensiert werden. Die beste Wirkung zei-
gen hierbei die Enzymsysteme SIAB Il und Ecopulp Energy. Sie bewirken einen Reduzierung
des Entwasserungswiderstandes um bis zu 20 % (bei spez. Mahlaufwand grof3er 50 kWh/t).
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£ 66 || @MECOPULP TX 200A —
2 s, - | HWCELLUPRACT AL-70
s 1 | EECOPULPENERGY
(7)) i
s 58 - [OSIAB Il
=] ]
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Abb. 5.3.4-5: Entwéasserungswiderstand von nachgemahlenem PGW-Grobstoff in Ab-
hangigkeit von den eingesetzten Enzympréaparaten (Zugabemenge 0,5 %)

Durch die Enzymbehandlung wurde aber mit allen Enzympraparaten der Tensile-Index des

nachgemahlenen PGW-Grobstoffs gegentiber der Referenzprobe zunéchst verschlechtert (ca.
um 10 %).
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Abb. 5.3.4-6: Tensile-Index von nachgemahlenem PGW-Grobstoff in Abh&ngigkeit vom
Mahlaufwand

Allerdings wird bei einer Enzymbehandlung ein stéarkerer Anstieg des Tensile-Index bei stei-
genden Mahlgraden erreicht. So ist bei Einsatz von 0,5 % SIAB Il bzw. Ecopulp Energy ab
einem Mahlgrad von 53 eine hohere Zugfestigkeit zu verzeichnen, d. h. hier wird durch den
Enzymeinsatz eine verbesserte Entwasserung mit héheren Festigkeiten erreicht.

Auf Grundlage der in der ersten Versuchsreihe erzielten Ergebnisse wurde die Entscheidung
getroffen, das Enzympraparat ECOPULP ENERGY des finnischen Lieferanten AB ENZYMES
Oy bei einem Grol3versuch in Zusammenarbeit mit der Mochenwangen Papier GmbH
einzusetzen. Grund ist dessen deutliche Reduzierung des Entwasserungswiderstandes bei
allen gemahlenen Proben im Vergleich zur Referenz. SIAB Ill, welches vergleichbare Werte
liefert, kann in den flr einen GroRversuch erforderlichen Mengen nicht bereitgestellt werden.
Allerdings muss mit einer Reduzierung insbesondere der Zugfestigkeit gerechnet werden.

Dieses wurde in einer weiteren Versuchsreihe bestatigt. Dabei wurde noch einmal untersucht,
ob die Enzymzugabe vor oder nach der Mahlung effektiver ist. Sehr schon ist in der folgenden
Abbildung zu erkennen, dass der Tensile-Index von der unbehandelten Probe Uber die vor der
Mahlung inkubierte Probe bis zur nach der Mahlung behandelten Probe sinkt. Der umfassen-
dere Abbau des Feinstoffs nach der im Anschluss an die Mahlung erfolgten Dosierung des
Enzyms ist der Grund. Die Ergebnisse sprechen eindeutig fur eine Enzymzugabe von ECO-
PULP ENERGY vor der Mahlung.

57



w
o

E\Em 28 7 /

i 26 - /./l._//'

% 24

2 22

L 5 —=— OHNE ENZYM l
0 18 -8— ECOPULP ENERGY (VOR MAHLUNG) ||
e L ECOPULP ENERGY (NACH MAHLUNG)

O 7 I I I I I I I I I I I T

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
spez. Mahlaufwand in kWh/t
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Enzymzugabe (0,5 % ECOPULP ENERGY) vor oder nach der Mahlung
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Abb. 5.3.4-8: Weiligrad von nachgemahlenem PGW-Grobstoff in Abhangigkeit der En-
zymzugabe (0,5 % ECOPULP ENERGY) vor oder nach der Mahlung

Wie aus den Versuchen hervor geht, ist ein leichter Anstieg des Weil3grades gegenuber der
Referenz durch eine enzymatische Behandlung des Grobstoffs vor der Mahlung im Refiner zu
erwarten.

Um einen Anhaltspunkt beziglich des Einflusses des Enzymeinsatzes auf den Chemischen

Sauerstoffbedarf (CSB), sowie auf den Biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB) der Kreislauf-
wasser zu erhalten, wurden entsprechende Laboruntersuchungen durchgefiihrt. Tabelle 5.3.4-
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1 beinhaltet eine Ubersicht zu den entnommenen Wasser- und Filtratproben. Das Trubfiltrat
stammte aus Mochenwangen. Die Holzschliffsuspensionen hatten eine Stoffdichte von 3 %
und es wurden 0,5 % Enzym dosiert. Zu den mit Enzym versetzten Proben, die nicht aus einer
Holzschliffsuspension gewonnen wurden, wurde die einer 3 %igen Stoffsuspension entspre-
chende Enzymmenge dosiert. Die Inkubationsbedingungen (30 min, 50 °C, Laborrthrer) wur-
den beibehalten. Die Bestimmung des BSB5 und des CSB wurde mithilfe des Dr. Lange Ku-
vettentests durchgefihrt. Bei dem eingesetzten Enzym handelte es sich um ECOPULP E-
NERGY.

Tab. 5.3.4-1: Wasser- und Filtratuntersuchungen

LW Leitungswasser
LW+E Leitungswasser und Enzym
LW+HS Holzschlifffiltrat (Grobstoffsuspension mit Leitungswasser hergestellt)

Holzschlifffiltrat (Grobstoffsuspension mit Leitungswasser hergestellt

LW+E+HS und enzymatisch behandelt)

TF Trabfiltrat

TF+E Trabfiltrat und Enzym

TF+HS Holzschlifffiltrat (Grobstoffsuspension mit Tribfiltrat hergestellt)
TE+E+HS Holzschlifffiltrat (Grobstoffsuspension mit Tribfiltrat hergestellt und

enzymatisch behandelt)

Die folgende Abbildung zeigt, dass der Einsatz von Enzymen zu einem leichten Anstieg des
CSB-Wertes fihrt. Dieser Anstieg fallt jedoch nur bei den mit Tribfiltrat angefertigten Proben
auf. Durch den enzymatischen Abbau kommt es zur Entstehung von Einfachzuckern und
anderen Bestandteilen, die oxidierbar sind, was zum Anstieg des CSB-Wertes flihrt.

Auch der BSB-Wert reagiert mit einem Anstieg auf den Enzymeinsatz. Vor allem das Filtrat
der enzymatisch behandelten Grobstoffsuspension mit Tribfiltrat zeigt einen deutlichen
Anstieg gegenuber der Grobstoffsuspension mit Trubfiltrat (ohne Enzym). Grund sind die
durch den enzymatischen Abbau entstehenden Einfachzucker (Monomere), die biologisch
abgebaut werden.
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Abb. 5.3.4-10: Verhaltnis BSBs/CSB

Das Verhaltnis aus BSBs und CSB wird durch den Enzymeinsatz erhoht. Allgemein gilt, dass
die Bestandteile einer Probe mit steigendem BSBs/CSB-Verhdltnis besser biologisch
abbaubar sind. Der Einsatz von Enzymen flhrt zu einer deutlichen Erhéhung des BSB-
Wertes. Verglichen damit féllt die Erh6hung des CSB-Wertes gering aus. Die im Abwasser

enthaltenen Stoffe sind demnach durch einen Enzymeinsatz besser biologisch abbaubar.
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5.3.5 Grol3versuch bei der Mochenwangen Papier GmbH

Bei einem GroRRversuch Uber 3 Tage in der Papierfabrik Mochenwangen wurde das Ziel ver-
folgt, durch eine Enzymbehandlung die Entwésserungseigenschaften des Grobstoffes bei ge-
gebener spezifischer Mahlarbeit im Sekundarstrang der Holzschleiferei zu senken (siehe Abb.
3.2.2-13). Danach sollte die spezifische Schleiferarbeit reduziert und der Durchsatz des Grob-
stoffes erhoht werden. Auf diese Weise sollte eine Energieeinsparung in der Schleiferei bzw.

eine Erh6hung der Tagesproduktion erreicht werden.

Bei den Schleiferei-Kennwerten sind die zeitliche Auslastung der 4 Schleifer, der spezifische
Arbeitsaufwand der Holzstoffaufbereitung insgesamt und die Tagesproduktion Druckschliff
besonders zu berucksichtigen. Durch die Urlaubszeit kam es teilweise zu Unterbesetzung
einzelner Schichten, so dass nicht mit maximaler Holzmenge gefahren werden konnte. Die
Auslastung der Schleiferei wurde insbesondere durch das Sortenprogramm auf den 3 Papier-
maschinen beeinflusst. Infolge einer durch das Sortenprogramm reduzierte Papierproduktion

erhdhte sich die Enzymzugabemenge im Grobstoff auf ca. 1 %.

Aus den Ergebnissen lassen sich folgende Schlussfolgerungen ableiten:

Durch Zugabe von 0,5-1 % ECOPULP ENERGY konnte im Versuchszeitraum und danach der
Gesamt-Energie-Aufwand in der Schleiferei um ca. 11 % gesenkt werden. Damit wurden die
Kosten fir den Enzymeinsatz gedeckt. Eine weitere Kostenoptimierung ist méglich durch eine
Reduzierung der Enzymzugabe bis auf 0,1 % vor der Nachmahlung bei gleichzeitiger Erho-
hung des Grobstoffdurchsatzes. Es wird davon ausgegangen, dass bei Dauerbetrieb aufgrund
einer Anreicherung von Enzymen im Kreislauf, die Enzymdosierung weiter verringert werden
kann. Die Energieeinsparung kann aber insgesamt nur durch eine optimale Arbeitsweise mit

den Schleifern erreicht werden. Das Enzym ist dabei nur ein Hilfsmittel.
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Abb. 5.3.5-1: Energieaufwand in der Schleiferei im Versuchszeitraum
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Abb. 5.3.5-2: Entwéasserungswiderstand von Dunnstoff ungebleicht

Bei der Auswertung der Tagesberichte von Mochenwangen tber 12 Tage (Enzymzugabe und

Nachlauf) ist bei Druckschliff ungebleicht (Dunnstoff) tendenziell ein Absinken des Entwéasse-
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rungswiderstands SR, der Reil3lAnge und der Weiterreil3arbeit erkennbar. Bis zu 3 Tagen nach

der Enzymzugabe ist dagegen ein Anstieg der genannten Kennwerte zu verzeichnen.
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Abb. 5.3.5-3: Reil3lange von Diinnstoff ungebleicht (aus Tagesberichten)
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Abb. 5.3.5-4: WeiterreiBarbeit von Dinnstoff ungebleicht (aus Tagesberichten)
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Beim WeilRgrad konnte im Versuchszeitraum und danach kein signifikanter Einfluss durch das

Enzym nachgewiesen werden.
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Abb. 5.3.5-5: Weil3grad (aus Tagesberichten)

Wahrend des Versuches wurden aller 4 Stunden Stoffproben vom Schleiferstoff SS und
Druckschliff ungebleicht DSU fraktioniert. Der DSU hatte gegeniiber SS einen geringeren
Splitteranteil (um ca. 75 % reduziert) und einen um 5 % hodheren Feinstoffanteil. Bei der Aus-
wertung der Tagesberichte wurden noch 3 Tage nach Beendigung der Enzymzugabe beim
Dunnstoff (DSU) ein niedrigerer Feinstoffanteil und ein hoherer Langfaseranteil registriert. Im

Laufe der Zeit nahm dann der Feinstoffanteil wieder zu und der Langfaseranteil ab.
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50%

1% Enzym
45% w
40% -
S 35% P
: \
2 30% -
4
@
& 25% -
2 /-/.—.-
2 20% 1 o
2 15% -
DSU Splitteranteil
10% .
——DSU Langfaseranteil
5% —— DSU Feinstoffanteil
O% I (— T T T -
0 2 4 6 8 10 12 14

Versuchsdauerin d

Abb. 5.3.5-7: ausgewahlte Holzstofffraktionen tber den Versuchszeitraum
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Wahrend der Enzymzugabe (60 h), sank der Entwésserungswiderstand beim Grobstoff vor
Refiner GVR (unmittelbar nach der Einwirkungszeit) um ca. 10 SR-Punkte. Nach der Mahlung
konnte beim Grobstoff nach Refiner GNR bei schwankenden Messwerten, die durch die Pro-
bennahme am Ausgang der Scheibenmuihle verursacht waren, ein Ansteigen des Entwasse-
rungswiderstandes in SR beobachtet werden. Beim Druckschliff ungebleicht DSU und beim
Druckschliff gebleicht DSB im Primarstrang war der Einfluss bei leicht fallender Tendenz nicht

mehr so grof3.
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Abb. 5.3.5-8: Entwéasserungswiderstand Uber den Versuchszeitraum (1 % Enzym)

Beim Grobstoff vor Refiner GVR konnte nach der Enzyminkubation eine Zunahme des
spezifischen Volumens festgestellt werden. Dieses deutet auf einen Abbau von Feinstoffen
hin. Bei den anderen Stoffproben konnte ein signifikanter Einfluss auf das spezifische

Volumen durch die Enzymzugabe nicht ermittelt werden.
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Abb. 5.3.5-9: Spezifisches Volumen Uber den Versuchszeitraum (1 % Enzym)

Wahrend des Versuches ist der Enzymeinfluss bei der Stoffprobe unmittelbar nach der
Enzymdosierung, GVR, am starksten ausgepragt. Mit zunehmender Versuchsdauer nahm die
Weiterreil3arbeit bei GVR zu, dagegen trat beim Tensile-Index die erhoffte Wirkung nicht ganz
ein. Bei den anderen Stoffproben sind bei den Festigkeitswerten kaum Entwicklungen

festzustellen.

Weiterhin ist festzuhalten, dass durch die Nachmahlung des Grobstoffes die Kennwerte fir
zugférmige Belastungen erwartungsgemal zunehmen, wahrend die Weiterreil3arbeit abnimmt
(vergleiche GVR mit GNR). Auch infolge der 2-Stufen-Bleiche nehmen die Festigkeitswerte ab
(Vergleiche DSU mit DBU).
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Abb. 5.3.5-11: Weiterreil3arbeit tiber den Versuchszeitraum (1 % Enzym)
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Abb. 5.3.5-12: Weiligrad Uber den Versuchszeitraum (1 % Enzym)
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Abb. 5.3.5-13: Opazitat iber den Versuchszeitraum (1 % Enzym)
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Einflisse der Enzymbehandlung auf die optischen Eigenschaften wurden wéhrend des Ver-

suchszeitraumes nicht festgestellt.

Die Frage nach der Verweildauer der Enzyme im Prozesskreislauf konnte aufgrund der hohen
Verdinnung bzw. einer Enzymkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze der Bestim-
mungsmethoden nicht endgultig beantwortet werden. Selbst eine Verlangerung der Inkubati-
onszeit am Substrat erbrachte keine aussagekréftigen Ergebnisse. Hier ist die Entwicklung

genauerer Bestimmungsmethoden notwendig.

Die Messwerte unterliegen relativ starken Schwankungen, so dass eine Verifizierung der Er-
gebnisse bei mehrwdchigem Einsatz der Enzyme sinnvoll erscheint. Fir weitere Untersuchun-
gen besteht noch Optimierungspotenzial hinsichtlich der Anpassung der hydrolytischen En-
zymkomplexe an den Produktionsprozess, der Reduzierung der Enzymzugabemenge, der

Optimierung der Fahrweise der Schleifer und der Refiner im Sekundarstrang.

Es kann festgestellt werden, dass enzymatische Verfahren eine zunehmende Bedeutung fur
die Papierindustrie gewinnen. Wichtige Fortschritte wurden bei der Verringerung der Inkubati-
onszeiten, der Enzymeinsatzmengen und deren Prozess-Stabilitdt erzielt. Es steht die vor-
dringliche Aufgabe, den Enzymeinsatz kostengtinstiger zu gestalten und die Prozesstoleranz

der Enzyme zu erhéhen.
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6 Dammplattenherstellung unter Einsatz von Enzymen

Zunachst wurde ein Enzymscreening mit Fichten-TMP-Faserstoff durchgefuhrt. Dazu wurde
der inkubierte Faserstoff zu Laborblattern weiterverarbeitet. Die Inkubation der Faserstoffe
wurde mit verschiedenen Enzymdosierungen durchgefiihrt. Die Blatter wurden auf ihre Reil3-
lange hin getestet, um die Wirkung der Enzyme auf die Festigkeit der Blatter bzw. auf das
Bindevermégen der Fasern zu analysieren und daraus Schlussfolgerungen fiir die weiteren
Untersuchungen zu ziehen. Die Einflisse des Prozesswassers bzw. der verschiedenen Addi-
tive (Farbe, Hydrophobierungsmittel und Fallungsmittel), die bei der Dammplattenherstellung
eingesetzt werden, wurden untersucht.

Basierend auf den Ergebnissen der Laborblattprifung wurden die geeigneten Enzyme ausge-
wahlt und die Inkubation von Faserstoffen fur die Herstellung von Dammplatten im Labormalf3-
stab durchgefiihrt. Bei der Fermentation der Faserstoffe wurde auch die Enzymkonzentration
variiert.

Zum Schluss wurde ein Upscaling-Versuche bei der Firma Gutex durchgefihrt, um die Wir-
kung der Enzyme unter produktionsahnlichen Bedingungen zu testen.

In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen Untersuchungen ausfuhrlich erlautert:

6.1 Material, Methoden und Versuchsdurchfihrung zur Dammplattenherstel-

lung

Fur die Untersuchungen wahrend der Projektslaufzeit wurden folgende Faserstoffe und En-

zymsysteme eingesetzt:

e Fichten-TMP-Faserstoff' (industriell hergestellt)

e Gutex-Faserstoff (Rafi-Faserstoff)?

e Neutrale hydrolytische Enzyme (Cellulasen, Xylanasen und deren Kombination): E-
costone N 400, Ecopulp C1 (dhnlich wie N 400, aber deutlich hohere Aktivitét), Eco-
pulp TX200 und SIAB II

e Phenoloxydierendes Enzym: Laccase NL 51003

6.1.1. Charakterisierung der verwendeten Faserstoffe

Hierbei wurden chemische und physikalische Merkmale der beiden verwendeten Faserstoffe
ermittelt:

e Cellulosebestimmung nach FHIS 256

e Ligninbestimmung nach WIHS 177

! Hierbei handelt es sich um Faserstoff fur Faserplatten, welcher im Gegensatz zu TMP-Faserstoffen fiir
Papiere nur in einer Stufe zerfasert wurde.
% Hierbei handelt es sich um Faserstoff fir Dammplatten, die 2stufig nach TMP-Verfahren (Kombination
Defibrator und Rafinator) zerfasert wurde.
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o Gesamtzuckerbestimmung nach WIHS 177

e Prufung von Papier und Pappe , Bestimmung des Glihrickstandes nach DIN 54370,
2007-06

e Kaltwasserextraktbestimmung

e pH-Wert-Ermittlung

o Faserstoffe - Bestimmung des Entwasserungsverhaltens - Teil 1: Schopper-Riegler-
Verfahren nach DIN ISO 5267-1, 2000-10 -1

e Siebfraktionierung des Faserstoffes nach FHIS 164

o Zugfestigkeit bzw. Rei3lange der Laborblatter nach DIN EN ISO 1924-2

6.1.1.1 Bestimmung des Cellulosegehaltes

Die Bestimmung der Cellulose erfolgte nach Werkstandard FHIS 256. Das Prinzip beruht auf
der Oxidation von Lignin mit alkoholischer Salpetersaure zu auswaschbarem Nitrolignin.
Zunachst wurde die Nitriermischung aus vier Volumenanteilen (160 ml) 96%igem Athylalkohol
und einem Volumenanteil (40 ml) Salpetersdure hergestellt. Diese wurde in einen 300 ml Er-
lenmeyerkolben gegeben, welche ein Gramm der zu untersuchenden Probe enthielt, und die-
ses eine Stunde lang mit dem Nitriergerdt unter Ruckfluss gekocht. Anschlie3end wurde der
gesamte Inhalt mit einer Vakuumpumpe durch eine Fritte der Grol3e 1 G 3 filtriert. Der RUck-
stand wurde wiederum mit 25 ml Nitriermischung in einen Erlenmeyerkolben zurtickgespult
und zweimal im Ruckfluss gekocht und filtriert.

Die zuriickgebliebene Cellulose wurde zundchst mit Alkohol und dann mit heiBem Wasser
gewaschen. Danach wurde die Cellulose mit 100 ml heiiem Wasser im Erlenmeyerkolben 30
Minuten unter Ruckfluss gekocht, durch die Fritte mit der Vakuumpumpe filtriert und der Riick-
stand mit heiBem Wasser behandelt. Schlie3lich wurde die Fritte im Trockenschrank bei
105 °C uber Nacht getrocknet und die Massedifferenz ermittelt.

6.1.1.2 Bestimmung des Ligningehaltes

Die Bestimmung des Ligningehaltes erfolgte nach WIHS 177. Dazu wurde jeweils 1 g des ext-
rahierten Analysenmaterials aus der Bestimmung der extrahierbaren Anteile zun&chst mit
20 ml 67%iger Schwefelsaure versetzt und 16 Stunden stehen gelassen. Danach wurde das
Gemisch zusammen mit 0,65 Liter destilliertem Wasser in einen 1000 cm3-Rundkolben gege-
ben, funf Stunden unter Rickfluss gekocht und in einen 1000 cm3-Maf3kolben gegeben. Die-
ser wurde mit destilliertem Wasser auf 1000 cm?® aufgefillt und anschlieRend wiederum 16
Stunden stehen gelassen. Dann wurde das Lignin durch eine Fritte der Grof3e 1 G 4 mit der
Vakuumpumpe abgesaugt. Zur Bestimmung des Gesamtzuckergehaltes wurden von dem Filt-
rat 0,2 Liter entnommen. Das Lignin wurde mit destilliertem Wasser gewaschen, im Trocken-
schrank bei 105 °C getrocknet und gewogen.
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6.1.1.3 Bestimmung des Gesamtzuckergehaltes

Das Prinzip bei der Bestimmung des Gesamtzuckergehaltes besteht in der Reduktion von
reduzierenden Verbindungen, in diesem Falle Zucker, zu Kupferoxid (Cu,O) in der Anwesen-
heit von Fehlingscher Losung.

Von der 0,2 Liter-Lésung, die bei der Ligninbestimmung zurlickgestellten wurden, wurden
20 ml in einen 300 cm3-Erlenmeyerkolben pipettiert. Dann wurden jeweils 10 ml Fehlingscher
Ldsung zugesetzt, das Gemisch drei Minuten gekocht und anschlieRend abgekuhlt. Der gebil-
dete Niederschlag von Cu,O wurde durch einen Filtertiegel der Grof3e 1 G 4 von der Ubrigen
Losung abgetrennt. Anschlie3end musste der Niederschlag mit destilliertem Wasser von Cu-
lonen befreit werden. Der Niederschlag wurde dann mit 0,5 ml konzentrierter Salpeterséure
und zweimal mit 1 ml 2,5 M Salpeterséaure aufgeldost und mit 50 ml destilliertem Wasser nach-
gespult. Danach wurde mit Ammoniak ein pH-Wert von 8 eingestellt. Durch Zugabe einer Spa-
telspitze Murexidgemisch farbte sich die Losung griin. Schlielich wurde mit 0,02 M Chelaplex
IlI-L6sung titriert , bis die Losung sich violett farbte.

Aus dem Verbrauch an Chelaplex-Losung konnte der Gesamtzuckergehalt der Probe des je-
weiligen Bestimmungspunktes ermittelt werden.

6.1.1.4 Bestimmung des Kaltwasserextraktes

Eine 5 g atro entsprechende Faserstoffmenge (0,1 mg genau gewogen) wurde mit destillier-
tem Wasser in einem 250 ml Erlenmeyerkolben zu einem Gesamtgewicht von 155 g versetzt
und fur 24 Stunden bei 20 °C geschiittelt. AnschlieRend wurde der Faserstoff Gber einen vor-
her getrockneten und ausgewogenen Filtertiegel abfiltriert und mit destilliertem Wasser gewa-
schen, danach bei 103 °C bis zur Massekonstanz getrocknet. Aus der Gewichtsabnahme wur-
de der Gehalt an Kaltwasserextrakt ermittelt.

6.1.1.5 Bestimmung des pH-Wertes des Faserstoffes

Eine 5 g atro entsprechende Menge Faserstoff, der vorher fein gemahlen wurde, wurde mit
destilliertem Wasser bis zu einem Gesamtmasse von 155 g versetzt und bei 20 °C fur 24 h
geschiittelt. AnschlieRend wurde im wassrigen Auszug der pH-Wert mittels eines elektrischen
pH-Mel3gerates gemessen.

6.1.1.6 Aufnahme der Siebkennlinie nach FHIS 164

Die Fraktionsverteilung wurde mit Hilfe von Siebeinsatzen unterschiedlicher Maschenweite 4;
2;1,6;1,0; 0,63; 0,5; 0,315; 0,1 mm bestimmt. Dabei werden 10 g Faserstoff auf das oberste
Sieb mit der grofRten Maschenweite aufgegeben und durch Schwingbewegungen und Vertei-
lungshilfen vereinzelt, so dass feinere Partikel in die unteren Ebenen gelangen. Es erfolgte
jeweils eine Dreifachbestimmung. Aus der errechneten Siebkennlinie lassen sich Korngrof3en-
intervall, mittlere Korngré3e, Grobgut- und Feingutanteil bestimmen.
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6.1.1.7 Bestimmung der Zugfestigkeit von Laborblattern in Anlehnung an DIN 53112

Die Festigkeitseigenschaften der Prifblatter wurde im Zugversuch nach DIN 53112 auf einer
Universalprifmaschine der Fa. Hegewald und Peschke ermittelt. Dabei beschreibt die ermittel-
te Reil3lange die Kraft, die bendtigt wird, um eine Probe (durch die Masse des Eigengewich-
tes) auseinander zu reil3en. Sie ist abhangig vom Bindungsvermdgen der Einzelfasern im Ver-
band. Die Prifungen erfolgten bei Prifgeschwindigkeiten von 0,8...1 mm/min.

6.1.2. Versuchsdurchfihrung zur Faserstoffinkubation und Dammplattenherstel-
lung

6.1.2.1 Inkubation des Faserstoffes unter Einsatz von Frischwasser

Mit Faserstoffinkubation meint man die Behandlung des Faserstoffes mit Enzymen, um eine
enzymatisch katalysierte Reaktion zu erméglichen. Wichtige Einflussgréf3en dabei sind die
Inkubationstemperatur und -zeit, der pH-Wert und die Enzymaktivitat. Die beiden letzten Gro-
Ren kdnnen durch Zugabe von Pufferldsungen eingestellt werden.

Die Wirkung der Enzyme auf den Fichten-TMP-Faserstoff und auf die Festigkeit der daraus
hergestellten Laborblatter wurde untersucht. Dabei wurde die Enzymenge bezogen auf den
Faserstoff und die Inkubationsdauer variiert. Die Inkubation der Faserstoffe wurde wie folgt
durchgefinhrt:

600 ml Pufferlésung in einem Glasgefal? wurden in einem temperierten Wasserbad auf die
vorgesehene Temperatur vorerwarmt. Dann wurden die bendtigten Enzymmenge (bezogen
auf 30 g Faserstoffe) hinzugefiigt (fir Referenzversuch wurde kein Enzym eingesetzt). An-
schlieRend kamen 30 g atro Faserstoff hinzu und das Gemisch wurde standig gerihrt.

Folgende Inkubationsbedingungen wurden gewéhlt:
¢ pH-Wert der Pufferlésungen:
0 pH 4,5 fur Laccase und SIAB Il und
0 pH 7 fir TX 200 und N 400
¢ Inkubationstemperatur:
o T=70"°CfurTX 200 und
o T =50 °C fur alle anderen Enzyme
e Inkubationsdauer: 10, 20, 40 und 60 Minuten
e Enzymkonzentration: 1; 5; 10 und 20 % bezogen auf Faserstoffmenge (atro) bzw. 0,05;
0,25; 0,5 und 1 % bezogen auf Puffer-Enzym-L6sung

Die Referenzproben (RP) wurden unter den gleichen Bedingungen behandelt und hergestelit.
Statt Enzym-Puffer-Losung wurde hierbei nur Pufferlésung eingesetzt.

Der so behandelte Faserstoff wurde fiir die Herstellung von Laborblattern verwendet. Die Fa-
serstoff-Suspension wurde unmittelbar nach der Inkubation auf 20 °C abgekihlt (Verdiinnung
mit kaltem Wasser) und direkt danach zu Laborblattern weiterverarbeitet. Die Herstellung der
Laborblatter wurde in Anlehnung an die DIN EN ISO 5269-2, 2005-03 durchgefiihrt. Bei dem Ra-
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pid-Kéthen-Verfahren werden Laborblatter gefertigt, deren Festigkeit lediglich aus Bindekréften
die zwischen den Fasern wirken resultiert, ohne dass Fremdbindemittel verwendet werden. Durch
Prufen spezieller Eigenschaften dieser Blatter 1&sst sich die Qualitat der aufgeschlossenen Fasern
charakterisieren. Die Blatter hatten auf Grund des wesentlich geringeren Schopper- Riegler-
Wertes des eingesetzten Faserstoffes gegeniiber Holzstoff und TMP-Faserstoff der Papieri-
nustrie ein Masse von 5 g pro Blatt.

Zur Herstellung eines Faserblattes wurde 5 g (otro) Faserstoff in 1000 ml Wasser verteilt und auf-
geschlagen. Die Bildung der Blatter erfolgte automatisch durch Entwasserung tber einem Sieb.
Die Trocknung der Blétter erfolgte bei 104 °C.

Die Bestimmung von Zugfestigkeit und Reil3lange der Laborblatter wurde in Anlehnung an DIN
53112 mit einer Universal-Priifmaschine der Fa. Hegewald und Petschke durchgefiihrt.

6.1.2.2. Inkubation von Faserstoff unter Einsatz von Prozesswasser

In diesen Versuchen wurde die Inkubation von Fichten-TMP-Faserstoffen unter Einsatz von
Prozesswasser der Fa. Gutex untersucht

Diese Untersuchungen wurden sowohl mit Fichte-TMP-Faserstoff als auch mit Gutex-
Faserstoff durchgefiihrt. Die Inkubationen und die Laborblatterherstellung erfolgten wie bei der
Inkubation der Faserstoffe mit Pufferlésung. Der Unterschied bestand darin, dass hier Pro-
zesswasser eingesetzt und der pH-Wert der Faserstoffsuspension nicht geregelt wurde. Auch
hier wurde Enzymkonzentration variiert.

Folgende Inkubationsbedingungen wurden gewahlt:

e pH-Wert der Pufferlésungen:
0 pH 4,5 fur Laccase und SIAB Il und
0 pH 7 fur Tx200 und N400

e Inkubationstemperatur:
o T =70 °C fur Tx200 und
o T =50 °C fur alle anderen Enzyme

e Enzymkonzentration: 1; 5; 10 und 20 % bezogen auf Faserstoffmenge (otro)

Die Referenzproben (RP) wurden unter den gleichen Bedingungen nur mit Prozesswasser
behandelt und hergestellt.

6.1.2.3 Untersuchung des Einflusses von Prozesswasser auf die Enzymaktivita-
ten

Bei der Herstellung von Papier sowie Dammplatten nach dem Nassverfahren wird das Pro-
zesswasser im Kreislauf eingesetzt, was zur Anreicherung geldster Stoffe (geldste Bestandtei-
le des Holzes, Additive) fuhrt. Enzyme, die der Stoffsuspension zugesetzt werden muissen
eine moglichst hohe Stabilitdt und Toleranz gegeniber diesen Stoffen aufweisen. Die hier
durchgefihrten Analysen sollen Auskunft Gber die Stabilitat der verwendeten Enzymsysteme
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geben. Dabei wurden prozessnahe Bedingungen gewahlt. Fir die Versuche wurde Prozess-
wasser aus der Dammplattenproduktion der Fa. Gutex eingesetzt.

Das Mischungsverhaltnis Enzym: Prozesswasser betrug 1 : 400 (z. B. 10 ul Enzym + 3990 ul
Prozesswasser). Als Kontrolle wurde anstelle des Prozesswassers Puffer einsetzt. Nach 20-
mindtiger Inkubation wurden die Versuchsansatze bis zum Vermessen der Aktivitaten auf Eis
gestellt.

Da die eingesetzten Enzymkonzentrate unterschiedliche pH- und Temperatur-Optima aufwei-
sen, wurden die entsprechenden Parameter fir die Inkubation sowie Aktivitditsmessung flr
das jeweilige Konzentrat folgendermal3en eingestellt:

1) SIAB 03 Konzentrat vom August 2006 (= SIAB II)

Inkubation und Vermessung der Aktivitat mit Citratpuffer (pH 4,5) & bei 50 °C
2) Ecostone N 400 vom Marz 2007

Inkubation und Vermessung der Aktivitat mit Phosphatpuffer (pH 7) & bei 50 °C
3) Ecopulp TX 200 vom Marz 2007

Inkubation und Vermessung der Aktivitat mit Phosphatpuffer (pH 7) & bei 70 °C

Um sicher zu gehen, dass vom Prozesswasser kein extremer pH-Wert eingebracht wird, wur-
den das Prozesswasser und die jeweilige Kombination mit dem Enzym vermessen. Das Pro-
zesswasser besitzt einen schwach sauren pH-Wert, der durch Zugabe aller Enzyme leicht
sinkt.

Tab. 6.1.2.3-1: Bestimmung der pH-Werte der Enzym : Prozesswasser-Mischungen
(1 : 400)

pH-Wert
Prozesswasser (PW) 5,03
PW + SIAB I 4,81
PW + N 400 4,82
PW + TX-200 4,76

Durch das hohe Verduinnungsverhaltnis (1:400) der Proben konnten nicht alle im Konzentrat
enthaltenen Einzelenzymaktivitaten vermessen werden. Bei SIAB Il wurden die Endoglucana-
se- und die Xylanaseaktivitat gemessen, wahrend bei den Enzymen Ecostone N 400 und E-
copulp TX-200 jeweils nur eine der beiden Aktivitaten nachweisbar waren

6.1.2.4 Faserstoffinkubation und Dammplattenherstellung im LabormalRstab

Zur Untersuchung der Wirkung der Enzyme auf die Eigenschaften der Dammplatten, wurden
zundchst Dammplatten (40x40 cm) im Labormalstab (Batch) im Holztechnikum der TU-
Dresden hergestellt. Bei diesen Versuchen wurden Fichten-TMP-Faserstoff und Frischwasser
eingesetzt. Die Abbildung 6.1.2.4-1 zeigt den Herstellungsablauf fiir diese Werkstoffe.

Herstellungsparameter:
e Enzym: TX 200, N 400, SIAB I
¢ Enzymkonzentration: 1 %, 5 % und 10 % bezogen auf Faserstoffmenge
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¢ Inkubationstemperatur und Inkubationsdauer: 50 °C und 20 Minuten
e pH-Wert der Fasersuspension: ca. 6 (wurde einmalig eingestellt)

e Zielrohdichte: 140 kg/m3 und 240 kg/m3

e Kalibriertemperatur und -zeit: 180 °C und 15 Minuten

e Trocknungstemperatur im Trockenschrank/Stromtrockner: 150 °C

Es wurden folgende Prifungen durchgefihrt:
e Rohdichte nach EN 323
e Biegefestigkeit nach EN 310 (BF)
e 2 hund 24 h Wasseraufnahme (massebezogen) nach EN 317 (komplett eingetaucht)
(w2h, w24h)

Wasser

Verdiinnte, erwarmte
Enzymlésung

Mischen & Inkubieren
Verdlinnung der inkubierten
Fasersuspension

Vlieshildung

Pressen und Trocknen im
Stromtrockner

Faserstoff

A
Dammplatten

Abb. 6.1.2.4-1: Faserstoffinkubation und Dammplattenherstellung im Labormalistab

6.1.2.5 Upscaling von Faserstoffinkubation und Dammplattenherstellung bei
Firma Gutex

Die Ergebnisse der Laboruntersuchungen sollten in einem gré3eren Maf3stab verifiziert wer-
den. Dazu wurde im November 2007 ein Upscaling-Versuch zur Faserstoffinkubation und
Dammplattenherstellung bei der Firma Gutex durchgefuhrt. Die Inkubation der Faserstoffe
erfolgte hier unter produktionsnahen Bedingungen im 1 m3-Maf3stab. Dabei wurden Faserstof-
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fe aus dem Produktionsprozess eingesetzt. Zur Dammplattenherstellung wurde eine kontinu-
ierlich arbeitende Dammplattenproduktionsanlage eingesetzt.

Es wurden folgende Faserstoffsuspensionen eingesetzt:
o Faserstoffsuspension ohne Additive (4%ig),
o Faserstoffsuspension mit Additiven (3%ig; mit Farbe, Fallungs- und Hydro-
phobierungsmittel)

Es wurden jeweils ca. 20 kg Faserstoff (otro) pro Variante eingesetzt.

Folgende Enzyme wurden fur die Versuche verwendet:
e Ecopulp TX 200
e Ecostone C1, (&hnlich wie N 400, nur mit héherer Aktivitat — daher auch niedrigerer
Konzentration)
e SIABII
e Enzymdosierung: 0,5 und 1 % Enzymldsung bezogen auf atro Faserstoffmenge

Tab. 6.1.2.5-1: Varianten zur Herstellung von Dammplatten bei Gutex

Variante | Additive Enzymlésung Faserstoffmenge |Ist-Temperatur|lst-pH-Wert
(%) kg °C
1 ohne 20 52,5 5,14
2 0,5 % Ecostone C1 20 49,5 51
3 1 % Ecopulp TX 200 20 47,1 5,04
4 1% SIAB I 20 49,6 51
5 X ohne 20 48 5,03
6 X 1 % Ecopulp TX 200 20 50,7 5,04
7 X 0,5 % Ecostone C1 20 50 5,08
8 X 1% SIAB I 20 50,2 512

Abb. 6.1.2.5-1 und 2. kontinuierliche Technikumsanlage zur Dammplattenherstellung
bei der Firma Gutex
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Die Fasersuspensionen wurden mit Prozesswasser in einer 1 m3 Bitte auf einen Trockenge-
halt von 2 % verdiinnt. Die ndtige Enzymmenge wurde der Suspension hinzugefligt. Die ge-
samte Suspension wurde wahrend der Inkubationsdauer von 20 Minuten standig gerihrt. An-
schlieRend wurde die Fasersuspension mit einer Pumpe dem Stoffauflauf der kontinuierlichen
Dammplattenanlage zugefiihrt. Nach dem Stoffauflauf wurde das Wasser mit Vakuum abge-
saugt. Die Dicke des Vlieses wurde durch ein Kalibrierband eingestellt. Pro Versuchsvariante
wurden 7 Platten (60 x 60 cm) hergestellt, die bei einer Temperatur von 150 °C in einer Tro-
ckenkammer getrocknet wurden.

An den Dammplatten wurden folgende Parameter bestimmt:
e Rohdichte nach EN 323
e Biegefestigkeiten nach EN 310 (BF)
e Druckfestigkeiten nach EN 826 (DF)
e Querzugfestigkeiten nach EN 319 (QF)
e Wasseraufnahme, flachenbezogen nach EN 1609 (1 cm eingetaucht) (WA)
e 2 hund 24 h Wasseraufnahme, massebezogen nach EN 317 (komplett eingetaucht)
(w2h, w24h),
e 2 hund 24 h Dickenquellung nach EN 317 (komplett eingetaucht) (d2h, d24h),
o Warmeleitfahigkeit (WLF) nach DIN 52612 — 1

6.1.2.6 Analyse der Enzym-Restaktivitaten bei der Dammplattenherstellung im

Upscalingversuch

Ziel der Untersuchungen war hier die Analyse der Enzymaktivitaten im Ablaufwasser nach der
Plattenherstellung im Hinblick auf eine Kreislaufnutzung der Enzyme und eine damit verbun-
dene Kostensenkung.

Im Upscalingversuch zur Herstellung der Dammstoffplatten bei der Fa. Gutex ergaben sich
sehr hohe Verdinnungen von 1:5.000 bis 1:50.000. Daher waren nur ausgewahlte Bestim-
mungsmethoden, wie die Bestimmung der Xylanase- und Azo-CMC-Aktivitat geeignet (siehe
Kap. 4.3)

6.1.2.7 Bestimmung des chemischen und biologischen Sauerstoffbedarf des
Abwassers (CSB & BSBs)

Chemischer Sauerstoffbedarf CSB nach LCK 014:

Das Prinzip zur Bestimmung des CSB besteht in der Reaktion oxidierbarer Stoffe mit schwe-
felsaurer Kaliumdichromatlésung in Gegenwart von Silbersulfat als Katalysator. Chlorid wird
mit Quecksilbersulfat maskiert. Ausgewertet wird die Griinfarbung des Cr®*. Zur Bestimmung
wurde das Abwasser mit den geldsten und abgebauten Bestandteilen durch Filtrieren vom
Ubrigen Faserstoff getrennt. Die oxidierbaren Stoffe setzen sich in diesem Fall aus allen ohne-
hin in der Enzymlésung gelésten und den durch das jeweilige Enzym abgebauten Stoffen zu-
sammen.
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Zur Durchfihrung der Bestimmung wurden die Kivetten der Firma LANGE verwendet. Zu-
nachst wurde jeweils 1 ml der zu untersuchenden Loésung des jeweiligen Bestimmungszeit-
punktes in eine Kivette gegeben. AnschlieBend wurde der gesamte Kivetteninhalt durch
Schwenken gemischt und in dem Thermostat ,LT 100" bei 148 °C zwei Stunden gekocht, die
Klvette entnommen, vorsichtig geschwenkt, auf Raumtemperatur abgekuhlt und in das Be-
stimmungsgerét ,Lasa 100" eingesetzt.

BSBs-Kluvettentest:

Die Bestimmung des Biochemischen-Sauerstoff-Bedarfs mit Kiivettentestsatzen lehnt sich an
den Verdinnungs-BSB nach DIN EN 1899-1 an. Das verwendete Verdiinnungswasser ent-
spricht praktisch den Forderungen der Normmethode, nicht aber die Art und Weise der Be-
stimmung der Sauerstoffkonzentration. Der Verdiinnungs-BSB nach DIN EN 1899-1 verlangt
explizit die Verwendung entweder der iodometrischen Titration oder der amperometrischen
Sauerstoffsonde. Beim BSB-Kuvettentest wird die Konzentrationsbestimmung aber photomet-
risch durchgefuhrt.

Die Bestimmung mit dem Kivettentestsatz 00687 lauft wie folgt ab: Die verdiinnte Probe und
das Verdunnungswasser mussen vor und nach der Inkubation auf ihren Sauerstoffgehalt un-
tersucht werden. Ein Teil wird fir die Anfangsbestimmung verwendet und dann verworfen, der
Rest wird in den entsprechenden Geféal3en bei 20 °C fir 5 Tage inkubiert und dann fur die
Endkonzentrationsbestimmung verwendet. Fir das BSB Messergebnis sind damit insgesamt
vier photometrische Bestimmungen notwendig.

6.1.2.8 Untersuchung des Einflusses der Enzymdosierung und der Additive auf
die Eigenschaften von Dammplatten

Die Ergebnisse der Upscaling-Untersuchungen haben gezeigt, dass der Enzym Tx200 der am
besten geeignete von allen eingesetzten Enzyme ist. Fur die weiteren Untersuchungen wurde
nur dieses Enzym verwendet.

Ziel dieser Untersuchungen war

¢ die mogliche Reduzierung der Enzymmenge, ohne dass die Eigenschaften der Platten
entscheidend zu verringern und/oder

e die mdgliche Substitution der Additive, die bei der Firma Gutex wahrend der Platten-
herstellung eingesetzt wurden.

Die Faserstoffe wurden unter folgenden Bedingungen inkubiert:
» |nkubationstemperatur: 50 °C

* Inkubationsdauer: 20 Minuten
= Enzymkonzentration: 1 %, 0,5 % und 0,1 % bezogen auf die Faserstoffmenge

Anteil der Additive:
= Hydrophobierungsmittel: 0,5 % Paraffinemulsion (0,25 % Festparaffin auf atro Faser-
stoff)
= Farbeldsung: 0,06 % bezogen auf die atro Faserstoff
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= Fallungsmittel (Aluminiumsulfat Al;(SO4)3): 1,1 % bezogen auf die Faserstoffmenge

Tab. 6.1.2.8-1 : Versuchsprogramm zur Reduzierung der Enzymkonzentration

Additive Enzym
Hydrophobierung Farbstoff Fallungsmittel Anteil in %
Var. 1 0
Var. 2 0,1
Var. 3 0,5
Var. 4 1
Var. 5 X X 1
Var. 6 X 1
Var. 7 X 1
Var. 8 X X X 1
Var. 9 X X X 0,5
Var. 10 X X X 0

Die Dammplatten aus den inkubierten Faserstoffen wurden mit den folgenden Herstellungspa-
rametern hergestellt:

e Zielrohdichte: 240 kg/m3

o Kalibriertemperatur und -zeit: 180 °C und 15 Minuten

e Trocknungstemperatur im Trockenschrank/Stromtrockner: 150 °C

Die Werkstoffe wurden auf folgende Merkmale hingepriift:
¢ Rohdichte nach EN 323
e Biegefestigkeiten nach EN 310 (BF)
e 2 h und 24 h Wasseraufnahme, massebezogen nach EN 317 (komplett eingetaucht)
(w2h, w24h)

6.2 Ergebnisse der Dammplattenherstellung unter Einsatz von Enzymen

6.2.1 Eigenschaften der verwendeten Faserstoffe

Die Ergebnisse der Bestimmungen der chemischen und physikalischen Merkmale der einge-
setzten Faserstoffe werden in den folgenden Tabellen zusammengefasst:

Tab. 6.2.1-1 Chemische und physikalische Merkmale der verwendeten Faserstoffe

Fichte-TMP-Faserstoff Gutex-Faserstoff

Cellulose [%] 47,50 50,80
Gesamtzucker [%] 67,70 68,05
Lignin [%] 28,10 27,63
Asche [%] 1,87 2,11
Kaltwasserextrakt [%0] 1,02 1,53
pH-Wert 4,52 5,02
SR-Grad 14 13

Reil3lange [m] 245 210
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Abb. 6.2.1-1: Siebkennlinien der verwendeten Faserstoffe

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass zwischen den 2 verwendeten Faserstoffen deutliche
Unterschiede, vor allem in der Morphologie, bestehen. So weist der Fichten-Faserstoff niedri-
geren Feinstoffanteil, wesentlich hdheren Langfaseranteil und grof3ere Reif3langen als der
Gutex-Faserstoff auf. Bei der chemischen Zusammensetzung gibt es nur geringe Unterschie-
de.

6.2.2 Einfluss von Enzymart und -dosierung auf die Eigenschaften von Labor-

blatter aus Fichten-TMP-Faserstoff

Sowohl hydrolytische als auch phenoloxydierende Enzyme zeigen Einfluss auf die Eigenschaf-
ten von Laborblattern hergestellt aus Fichte-TMP-Faserstoff. Die Wirkung ist von Enzymart
und -anteil sowie von der Inkubationsdauer abhangig (siehe Abb. 6.2.2-1 bis 4):

e Unter den eingesetzten Enzymen zeigte Ecopulp Tx200 die beste Wirkung auf die Zug-
festigkeit und Rei3lange der Laborblatter. Beide Eigenschaften wurden deutlich ver-
bessert. Auch die Inkubation des Faserstoffes mit SIAB II- und bei Ecopulp N 400 fihr-
te zur Verbesserungen der Eigenschaften.

e Ecopulp TX 200 zeigt die besten Ergebnis bei einer Enzymdosierung von 10 % und ei-
ner Inkubationsdauer von 20 Minuten; Ecostone N 400 bei 5 % Enzymdosierung und
einer Inkubationsdauer von 20 Minuten und SIAB 1l bei 5 % Enzymdosierung und einer
Inkubationsdauer von 40...60 Minuten. Es ist auch festzustellen, dass bereits ein En-
zymanteil von nur 1 % bezogen auf die Faserstoffmenge (fir alle eingesetzten Enzy-
me) zu deutlichen Verbesserungen der Rei3lange der Laborblatter fihrte.

e Das Entwasserungsverhalten des Fichten-TMP-Faserstoffes aus der ersten Zerfase-

rungsstufe wird durch die Inkubation mit den Enzymen kaum verandert. Der Entwasse-
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rungswiderstand des Faserstoffes lag immer im Bereich von 9 bis 10 SR bei allen Va-

rianten.
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Abb. 6.2.2-1: Reif3lange bei Einsatz von Ecopulp TX 200
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Abb. 6.2.2-2: Reif3lange bei Einsatz von Ecostone N 400
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Abb. 6.2.2-3: Reil3lange bei Einsatz von SIAB Il
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Abb. 6.2.2-4: Reil3lange bei Einsatz von Laccase
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6.2.3 Einfluss des Prozesswassers auf die Enzymaktivitaten

Verglichen mit der Inkubation in den Pufferlésungen hat das Prozesswasser bei kurzen Inku-
bationszeiten keinen nennenswerten negativen Einfluss auf die verbleibende Enzymaktivitat
der getesteten Cellulase-/ Xylanase- Systeme (Tabelle 6.2.3-1).

Tab. 6.2.3-1: Restaktivitaten der Enzyme nach 20 min Inkubation in Prozesswasser bzw.

Puffer
Probe Xylanase [IU/mI] | AZO-CMC [U/ml]
SIAB Il
P1 mit Citratpuffer 14030,77 312,2
P2 mit Prozesswasser 15011,43 217,58

N 400 Marz 2007
P1 mit Phosphatpuffer n.n. 67,41
P2 mit Prozesswasser n.n. 66,26

Tx 200 Marz 2007
P1 mit Phosphatpuffer 6054,55 n.n.
P2 mit Prozesswasser 6124,95 n.n.

6.2.4 Einfluss des Prozesswassers auf die Eigenschaften von Laborblattern

Die Laborblatter, die mit Prozesswasser hergestellt wurden, wiesen etwas geringere Reil3lan-
gen auf, als die Standardlaborblatter.

Durch einen Enzymeinsatz werden bei Gutex-Faserstoff diese Festigkeitsverluste kompen-
siert und Festigkeitssteigerungen erreicht. Ahnlich wie bei der Faserstoffinkubation unter Ein-
satz von Frischwasser zeigen SIAB Il und Tx 200 deutliche Festigkeitszunahmen von bis zu
40 %. Ecostone N 400 zeigt dagegen nur noch geringe Effekte. Beim Einsatz von Laccase
werden im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Frischwasser keine positiven Effekte erreicht
(Abb. 6.2.4-1).

Bei Fichten-TMP-Faserstoff in Kombination mit Prozesswasser sind positive Ergebnisse nur
noch mit bei niedrig dosiertem TX 200 und hohen Dosierungen von SIAB Il zu verzeichnen
(Abb. 6.2.4-2).
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Abb. 6.2.4-1: Reil3ldnge von Laborblattern bei Inkubation von Gutex-Faserstoff mit ver-
schiedenen Enzymsystemen unter Einsatz von Prozesswasser

300

250 4 —

200 + ]

150 -

Reif3lange (m)

100 -

50 +

SO IR
N} '» Vv Q Q v Vv
2 Q Q N} QO S N QO QO
2\ % % Q Q > X ) )
CHNC I A R U A

Enzymart und -dosierung

Abb. 6.2.4-2: Reil3lange von Laborblattern bei Inkubation von Fichten-Faserstoff mit
verschiedenen Enzymsystemen unter Einsatz von Prozesswasser
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Fur die Versuche zur Dammplattenherstellung wurde aufgrund der erzielten Laborergebnisse
auf den Einsatz von Laccase verzichtet.
6.2.5 Eigenschaften von Dammplatten hergestellt im LabormalRstab

Die Ergebnisse der Dammplattenherstellung im Labormafistab zeigen trotz geringer Dichten
der Dammplatten positive Einflisse der hydrolytischen Enzyme auf deren Eigenschaften. Die
Ergebnisse der Screeningtests mit Laborblattern werden damit bestatigt.

Tab. 6.2.5-1: Eigenschaften der hergestellten Laborplatten aus Fichten-Faserstoff

Rohdichte BF w2h w24h d2h d24h

kg/m3 kPa % % % %
RP 140,7 89,3 789,93 838,40 14,42 18,32
N400 1% 147,2 181,7 706,68 773,50 15,55 19,16
N400 5% 145 181,9 717,51 767,37 14,47 15,69
N400 10% 148,2 190,8 666,19 711,82 12,97 14,70
Tx200 1% 146,2 255 685,27 732,61 12,45 15,18
Tx200 5% 141 203,4 681,98 704,92 10,59 12,91
Tx200 10% 159,1 273,8 622,66 657,89 11,54 13,12
SIAB 1% 135,4 142 677,68 724,97 9,39 10,82
SIAB 5% 133,5 135 697,20 730,66 9,39 11,96
SIAB 10% 136,3 1411 669,49 714,92 10,33 13,59
Lacasse 1% 1425 185 684,71 712,72 12,23 15,01
Lacasse 5% 148,4 258,8 652,90 671,79 11,91 14,18
Lacasse 10% 145,3 228,2 602,23 630,12 9,22 11,08
RP 230,5 271,7 477,22 507,90 30,42 35,93
N400 5% 254,4 853,1 391,26 414,41 25,60 28,94
N400 10% 246,9 796,6 296,96 387,94 19,99 24,39

Bei Einsatz von Frischwasser haben alle eingesetzten Enzyme eine positive Wirkung auf die
Festigkeits- und Quelleigenschaften. Ecopulp TX 200 bewirkt bei einer Dosierung von 1 %
bereits eine Verdreifachung der Biegefestigkeiten. Hier sind weitere Potentiale fiir eine Verrin-
gerung der Enzymdosierungen vorhanden.
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Abb. 6.2.5-1: Biegefestigkeiten der Dammplatten (Rohdichte von 140 kg/m3)

Uberraschen zeigte sich, dass auch die hygroskopischen Eigenschaften der hergestellten
Dammplatten durch den Einsatz von sowohl von Cellulase/Xylanase-Komplexen als auch von
Laccase erheblich verbessert werden. Bei den Dammplatten mit einer Rohdichte um
140 kg/m3 liegen die erreichten Verbesserungen bei der massebezogenen Wasseraufnahme
zwischen 15 (1 % Laccase) und 25 % (10 % Laccase). Die 24 h Dickenquellung kann um bis
Zu 41 % (1 % SIAB Il) reduziert werden. Mit zunehmender Rohdichte verstéarken sich diese
Effekte. So verstarkt sich die Reduzierung der Wasseraufnahme durch die Inkubation mit 5 %
Ecostone N 400 von 9 % (Dichte 140 kg/m3) auf 19 % bei einer Rohdichte von 240 kg/m3. Je
hoher der Enzymanteil ist, desto starker verringert sich die Wasseraufnahme der Dammplat-

ten.
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6.2.6 Ergebnisse der Upscalingversuche bei der Fa. Gutex

Ziel der Versuche war die Verifizierung der im Labor- und Technikummafstab gewonnen Er-

gebnisse auf einer kontinuierlich arbeitenden Anlage zur Dammplattenherstellung. Besonde-

res Augenmerk galt dem Vergleich von Additiv- und Enzymwirkung einzeln und in Kombinati-

on. Tabellen 6.2.6-1 und 2 zeigen die erzielten Eigenschaften der hergestellten Da&mmplatten.

Tab. 6.2.6-

1. Eigenschaften der bei Fa. Gutex hergestellten Dammplatten (geprift an der
TU-Dresden)

Var. Rhodichte BF DF QF w2h w24h WA WLF
kg/ms kPa kPa kPa % % kg/mz [ W(m*K)
Var. 1 252 1530,5 222,3 62,9 257,3 355,8 16,05 | 0,0445
Var. 2 242 17449 237,3 65,7 196,7 318,1 14,63 | 0,0433
Var. 3 257 2060,9 227,0 72,2 91,7 209,6 14,25 | 0,0458
Var. 4 240 1456,3 231,3 43,4 162,3 262,1 16,97 | 0,0437
Var. 5 234 1540,2 257,2 53,6 96,5 182,1 9,67 0,0430
Var. 6 247 1940,7 294,0 57,3 42,7 108,4 1,20 0,0451
Var. 7 274 2167,5 263,8 65,0 33,2 83,1 0,82 0,0469
Var. 8 288 2178,9 246,3 56,1 73,3 147,9 8,37 0,0485

BF = Biegefestigkeit; DF = Druckfestigkeit; QF = Querzugfestigkeit; WA = Wasseraufnahme (flachen-
bezogen); w2h bzw. w24h = Wasseraufnahme nach 2 bzw. 24 Wasserlagerung (massebezogen); WLF
= Warmeleitfahigkeit

Tab. 6.2.6-2: Eigenschaften der bei Fi. Gutex hergestellten Dammplatten (geprift bei

Gutex)
Variante Rohdichte | Restfeuchte Biegefestigkeit Wasseraufnahme

kg/m3 % kPa kg/m2
Var. 1 238 9,6 1360 16,99
Var. 2 244 7,9 1750 12,39
Var. 3 253 8,7 2055 13,48
Var. 4 237 8,0 1500 2,77
Var. 5 235 8,9 1675 7,42
Var. 6 241 6,0 1870 0,83
Var. 7 276 6,4 2420 0,64
Var. 8 275 8,9 1890 10,55

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl der Einsatz von Enzymen als auch der von Additiven
sowie deren Kombination deutlich die hydrophoben Eigenschaften der Dammplatten verbes-

sern:

Die massebezogene Wasseraufnahme nach 2 h verringerte sich durch Additiv-
zugabe um ca. 62 % bzw. nach 24 h um 49 % (Abb. 6.2.6-2 und 3).

Durch Enzymzugabe betragt die Verringerung nach 2 h bis zu 64 % bzw. nach 24 h
bis zu 41 %, d. h. die Enzymzugabe fihrt hier zu ahnlichen Verbesserungen wie
die Additivzugabe.
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— Bei Kombination von Additiven und Enzymen betragt die Verringerung nach 2 h bis
zu 87 % und nach 24 h bis zu 77 %.

— Die flachenbezogene Wasseraufnahme verringert sich durch Zugabe der Additive
um ca. 37 %, bei der Zugabe der Enzyme wird ohne Additive eine Verringerung von
bis zu 12,5 % erreicht (Abb. 6.2.6-4 und 5). Bei kombiniertem Einsatz von Additiven
und Enzymen betragt die Verringerung bis zu 95 %, d. h. auch hier ist ein deutli-
cher Synergieeffekt sichtbar.

Die Biegefestigkeit der Dammplatten wird durch Additive nur geringfligig verbessert. Ein sepa-
rater Einsatz von Enzymen kann insbesondere bei der Biegefestigkeit zu deutlichen Verbesse-
rungen fuhren (bis 32 %) (Abb. 6.2.6-1). Ein kombinierter Einsatz von Enzymen und Additiven
erbringt eine Verbesserung der Biegefestigkeit von ca. 20 %. Druck- und Querzugfestigkeiten
werden weder durch Additive noch durch Enzyme signifikant beeinflusst.
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Abb. 6.2.6-1: Biegefestigkeiten (normiert auf Rohdichte von 240 kg/m3)
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Abb. 6.2.6-5: Wasseraufnahme der Dammplatten (flachenbezogen) mit Additiven

6.2.7 Restaktivitaten bei der Dammplattenherstellung im Upscalingversuch

Wie aus den Ergebnissen in Tabelle 3.2.3.11 hervorgeht, ist die gewinnbare Restaktivitat im
Ablauf bei den verwendeten Enzymen sehr unterschiedlich. Vor allem betrifft das Enzym SlI-
AB 11, bei dem nur 17-23 % Restaktivitat verbleiben. Die Verluste bei dem Préaparat TX-200 A
sind sehr niedrig. Bei der Variante 6 sind am Ende der 20 min Inkubation bei 50 °C sogar
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80 % der vorher zugegebenen Enzymaktivitat im Ablauf nachweisbar. Hier ergeben sich er-
hebliche Potentiale fir eine Kreislaufnutzung.
Tab. 6.2.7-1: Enzym-Rest- Aktivitaten der Dammstoffherstellung (bei Gutex)

Verdinnung Restaktivitaten
Variante | Enzym Enzymmenge* |der Enzyml6-
Xylanase % Endoglucanase %
sung
2 C1 0,5 % 100 ml 1:10 000
TX-200 A | 1% (200 ml) 1: 5000 51,8
4 SIAB I 1 % (200 ml) 1: 5000 23,0 18,3
6 TX-200 A | 1 % (200 ml) 1: 5000 80,9
7 C1 0,5 % (100 ml) 1:10 000
8 SIAB li 1 % (200 ml) 1: 5000 19,5 17,4

*Enzymlésung bezogen auf otro Faserstoff

6.2.8 Einfluss von Enzymdosierung und Additiven auf die Eigenschaften von

Dammplatten aus Fichten-TMP-Faserstoff

Hierbei wurden nur der Fichten-TMP-Faserstoff und das Enzym Tx200 verwendet. Es wurde
eine Enzymdosierung vonl %, 0,5 % und 0,1 % bezogen auf die Faserstoffmenge gewahilt.
Der Faserstoff wurde unter Einsatz von Frischwasser mit dem Enzym inkubiert. Die Inkubati-
onstemperatur betrug 50 °C und die Inkubationsdauer 20 Minuten.
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Abb. 6.2.8-1: Biegefestigkeit der Dammplatten in Abhangigkeit von der Enzymdosie-

rung
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Abb. 6.2.8-2: Wasseraufnahme der Dammplatten in Abhangigkeit von der Enzymdosie-
rung

Der Enzymeinsatz verbessert deutlich die Festigkeitseigenschaften der Platten. Ein Enzyman-
teil von nur 0,1 % bezogen auf die Faserstoffmenge fihrt schon zur deutlichen Verbesserung
der Biegefestigkeit der Platten. Hier kénnte der Enzymanteil noch weiter reduziert werden.
Dazu sind weitere Untersuchungen notwendig.
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Abb. 6.2.8-3: Biegefestigkeit der Dammplatten in Abhangigkeit von Enzym- und Additiv-
einsatz
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Abb. 6.2.8-4: Wasseraufnahme der Dammplatten in Abh&ngigkeit von Enzym- und Addi-
tiveinsatz

Daraus lasst sich folgendes ableiten:

e Sowohl Enzyme als auch Additive verbessern deutlich die Festigkeits- und hygroskopi-
schen Eigenschaften der Dammplatten aus Fichten-TMP-Faserstoff. Der Einsatz von En-
zym und Additive in Kombination fuhrt zur weiteren Verbesserung der Eigenschaften, ins-
besondere der Biegefestigkeit und Wasseraufnahme (siehe Abb. 6.2.8-3 und 4).

e Von den Additiven bewirken insbesondere das Hydrophobierungsmittel und Aluminiumsul-
fat eine deutlichen Verbesserung der Wasseraufnahme der Platten

¢ Ein kombinierter Einsatz von Enzymen und Additiven bewirkt eine deutliche Verbesserung
der Biegefestigkeit und Wasseraufnahme schon bei sehr geringen Dosierungen von 0,5 %
Enzymldsung.

6.2.9 Einfluss der Enzyme und Additive auf CSB und BSBs im Prozesswasser

Die Prozesswasser-Proben, die bei den Versuchen zur Herstellung von Dammplatten bei Fir-
ma Gutex entnommen wurden, wurden auf deren chemischen und biologischen Sauerstoffbe-
darf (CSB & BSB:s) untersucht.

Es wurde dabei festgestellt, dass

e das Prozesswasser auch ohne Enzym und Additive bereits stark organisch belastet ist,
¢ die Belastung durch die Zugabe von Additiven nur leicht zunimmt,

e durch den Einsatz von Enzymen die Abwasserbelastung geringftigig erhdht wird,
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¢ die Inhaltsstoffe des Siebwassers nur schwer biologisch abgebaut werden kénnen, da das
Verhéltnis BSBs/CSB aller untersuchten Wasser deutlich niedriger als 50 % liegt (siehe
Abb. 6.2.9-3)
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Abb. 6.2.9-1: CSB und BSBs der Prozesswasser ohne Additive
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Abb. 6.2.9-2: CSB und BSBs der Prozesswasser mit Additiven
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Abb. 6.2.9-3: CSB/BSB; der Prozesswasser

Zusammenfassend kénnen folgende Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der Dammplat-

tenherstellung gezogen werden:

Das eingesetzte phenoloxydierende Enzym Laccase zeigt nur positive Wirkung auf die
Eigenschaften der Laborblatter, wenn kein Prozesswasser bei der Inkubation der Fa-
serstoffe mit diesem Enzym eingesetzt wird. Dieses Enzym ist somit kaum geeignet fur
die Herstellung von Dammplatten im Nassverfahren.

Im Gegensatz dazu erweisen sich die eingesetzten hydrolytischen Enzyme (Cellulase,
Xylanase- Komplexe und deren Kombination) stabiler gegentiber Prozesswasser. Sie
haben auch bei Einsatz von Prozesswasser eine positive Wirkung auf die Eigenschaf-
ten der Laborblatter.

Obwonhl das Prozesswasser kaum Einfluss auf die Aktivitat der hydrolytischen Enzyme
hat, zeigt es doch negative Wirkung auf die Festigkeitseigenschaften der Laborblatter.
Diese negative Wirkung konnte aber durch den Einsatz geeigneter Enzyme aber mehr
als nur kompensiert werden.

Sowohl Enzyme als auch Additive verbessern deutlich die Biegefestigkeit der Damm-
platten aus TMP-Fichtenfaserstoffen. Bei Platten aus Gutex-Faserstoffen war die Ver-
besserung durch Additive eher gering. Ein separater Einsatz von Enzymen kann, ins-
besondere bei den Biegefestigkeiten, zu deutlichen Verbesserungen fihren (bis
32 %). Ein kombinierter Einsatz von Enzymen und Additiven fiihrte zu einer weiteren
Verbesserung der Biegefestigkeit um ca. 20 %. Druck- und Querzugfestigkeiten der
Dammplatten werden durch Additive und/bzw. Enzyme nur geringfligig verbessert.
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= Die gro3te Verbesserung durch Enzyme und Additive wurde bei der hydrophoben Ei-
genschaften der Dammplatten (sowohl aus Gutex- als auch aus Fichten TMP-
Faserstoff) erzielt. Die Wasseraufnahme, insbesondere bei kurzzeitiger Wasserlage-
rung (2 h), wurde sehr stark verringert. Hier konnte ein Teil der Additive durch Enzyme
substituiert werden. Ein kombinierter Einsatz von Enzymen und Additiven fiihrt zu ei-
ner weiteren sehr deutlichen Verringerung der Wasseraufnahme auf unter 1 kg/m2 und
unterschreitet somit selbst Normwerte fir Dammplatten nach dem Trockenverfahren.

= Die Organische Belastung der Prozesswasser wird durch Enzyme nur leicht erhoht.

= Sowohl der Enzym- als auch der Additiveinsatz (vor allen Hydrophobierungs- und Fal-
lungsmittel) kdnnen weiter reduziert werden. Hier besteht noch Optimierungs- und
Kosteneinsparungspotenzial.

= Von allen eingesetzten Enzymen erwies sich TX 200 als das stabilste und geeignetste
Enzym flur die Herstellung von Dammplatten im Nassverfahren.

7 Zusammenfassungen und Ausblick
7.1 Zusammenfassung zur Enzymgewinnung

Die Untersuchungen zur Enzymgewinnung erfolgten mit einem im SIAB vorhandenen Tricho-
derma reesei- Produktionsstamm, der bereits zur Gewinnung von Cellulase-/Hemicellulase-
Komplexen flir andere Einsatzgebiete, wie beispielsweise der Textil- und Futtermittelindustrie,
im Produktionsmafistab verwendet wird. Durch Variation der Prozessbedingungen wurden
Enzymkomplexe unterschiedlicher ~ Zusammensetzung hinsichtlich der Einzel-
Enzymkomponenten fermentiert und fir empirische Applikationsuntersuchungen im Rahmen
des Projektes bereitgestellt. Durch Fermentation auf einem Standardmedium mit Lactosezu-
gaben in einer speziellen fed-batch-Technik wurden Cellulasekomplexe mit einem erhdhten
Anteil an Endoglucanase und einem verringerten Anteil an Xylanase gewonnen. Durch Fer-
mentation auf Basis von Brennerei-Diinnschlempe enthielten die Enzymkomplexe einen ca.
10-fach erhdhten Anteil an Xylanase. Die Enzymkomplexe wurden im Vergleich mit ausge-
wahlten kommerziellen Enzympraparaten fur die Applikationsuntersuchungen des Projektes
eingesetzt. Neben der Testung hinsichtlich Eignung der Enzyme fir die jeweils untersuchte
Anwendung bestand das Ziel auch darin, Erkenntnisse zu den erforderlichen Einzel-
Enzymkomponenten zu erlangen. Die optimale Zusammensetzung der Enzymkomplexe ist
applikationsabhangig und neben den enzymologischen Charakteristika der Enzymkomponen-
ten von ausschlaggebender Bedeutung fur den jeweiligen Einsatz der Enzymkomplexe.

Beim Einsatz von Enzymen in Prozessen der Zellstoff- und Papierindustrie handelt es sich in
der Regel um sog. ,Einweg-Enzyme*, d.h. die Enzyme kénnen aus dem Prozess nicht riick-
gewonnen werden. Damit sind flr einen wirtschaftlichen Prozess die zulassigen Kosten fur die

Enzyme begrenzt. Wesentliche Kriterien der Wirtschaftlichkeit des Einsatzes technischer En-
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zyme fir die enzymatische Modifikation von Lignocellulose-Faserstoffen werden von den
nachfolgenden Fakten bestimmit:
(1) Enzymologische Charakteristika
e Spezifische Aktivitat der Enzyme
e Die gemessene Aktivitdt von Enzymkomponenten, z.B. von verschiedenen Endogluca-
nasen, ist kein hinreichendes Kriterium fir deren Eignung; beispielsweise ist die an-
wendungsbezogene Adsorption der Enzymkomponenten an das Substrat zu berlck-
sichtigen
¢ pH und Temperaturoptima der Enzyme
o Enzymstabilitat, z.B. Stabilitdt gegen Scherkrafte
(2) Prozessfuhrung der Enzymgewinnung
¢ Einsatz genetisch stabiler Produktionsstamme mit hoher Exkretionsleistung der Enzy-
me ins Fermentationsmedium
e Prozesstechniken zur Realisierung der genetisch fixierten Enzymbildung der Produkti-
onsstamme im Fermentationsprozess, z.B. feedback-kontrollierte fed-batch-Techniken
¢ Applikationsbezogene Optimierung des Nahrmediums
e Kosten fiur die Abtrennung/Aufkonzentrierung der Enzyme aus dem Fermentationspro-
zess
(3) Enzymapplikation
¢ Optimale Zusammensetzung der Enzymkomplexe
e Enzymstabilitat im Prozess
e Anpassung von pH- und Temperaturoptimum der Enzyme an den pH und die Tempe-
ratur des Applikationsprozesses
e Minimierung des Enzymeinsatzes und der Inkubationszeit
(4) Moglichkeiten zur Kostenreduzierung
e Reduzierung der Kosten fir das Fermentationsmedium, z.B. Verwendung von Dunn-
oder Rohschlempe als Substrat/Induktor fur die Fermentation
e Einsatz von Kulturfiltrat der Fermentation ohne kostenintensives down stream proces-
sing

e Minimierung des Enzymeinsatzes durch Substrat-optimierte Enzymkomplexe

Aus den vorliegenden Untersuchungen ergeben sich weiterflihrende Forschungsarbeiten, um
den Enzymeinsatz fir Anwendungen in der Zellstoff- und Papierindustrie zu verbessern und
ggf. neue Anwendungen zu erschlie3en:

e Aufklarung der molekularen Mechanismen der enzymatischen Modifikation von Ligno-

cellulose
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e Entwicklung anwendungsoptimierter Produktionsstamme mittels molekularbio-
logischer/gentechnischer Methoden.
Die Aufwendungen hierfiir betreffen Grundlagenforschungen, die Uber den Umfang eines Pro-
jektes wie im vorliegenden Fall weit hinausgehen. Die enzymatische Nutzung von Lignocellu-
lose zur Gewinnung von Ethanol und anderen Rohstoffen findet seinen Niederschlag in um-
fangreichen Férderprojekten des 7. Rahmenprogrammes der EU. Hier sind sicher Ergebnisse
zu erwarten, die auch fur den Enzymeinsatz in der Zellstoff- und Papierindustrie nutzbar sind.

7.2 Zusammenfassung zur Papierherstellung

Im Labor wurden Enzymzugabemengen und Inkubationszeiten bei verschiedenen Holzstoffen
variiert. Die besten Ergebnisse wurden mit einer Enzymmenge von 1 % auf otro Holzstoff und
der Inkubationsdauer von 10 Minuten im neutralen Bereich erzielt. Der Einsatz von unter-
schiedlich wirksamen hydrolytischen Enzymkomplexen brachte bei allen Holzstoffen eine Ver-
ringerung des Entwasserungswiderstandes und bei TMP eine Erhohung der Festigkeiten. Bei
PGW und SGW konnte Steigerung der Festigkeiten nicht erreicht werden.

Bei Versuchen mit einer an die Inkubation anschlieRenden Mahlbehandlung von TMP in der
Jokro-Muhle konnte gezeigt werden, dass ein nahezu gleiches Festigkeitsniveau wie bei un-
behandelten gemahlenen Proben, aber mit verringertem Entwéasserungswiderstand erreicht
werden kann.

Mit dem Laccase-Praparat NL 51003 und den gewahlten Inkubationsbedingungen konnten
keine Verbesserungen der Festigkeitseigenschaften erzielt werden. AuRerdem fiihrte schon
die geringster Zugabe von Laccase bei allen Holzstoffen im Gegensatz zu den Untersuchun-
gen mit Cellulase zu einem starken Weil3gradverlust.

Bei der TMP-Herstellung aus Fichtenholzhackschnitzeln an der TMP-Anlage des Instituts
konnte durch eine Enzymbehandlung mit SIAB Il zwischen der 1. und 2. Mahlstufe mit einem
20 % niedrigerem Mahlaufwand gleiche bis bessere Festigkeitseigenschaften erzielt werden.
Abwasseruntersuchungen zeigten leicht erhéhte CSB- und BSB-Werte bei den enzymbehan-
delten gegenlber den unbehandelten Proben und beweisen damit auch den Abbau von orga-
nischer Substanz durch die Enzyme.

Im Labor konnten bei der Nachmahlung von PGW-Grobstoffen mit einer vorausgehenden En-
zymbehandlung die statischen Festigkeiten verbessert werden. Durch die Mahlung werden
aber die Festigkeitseigenschaften der Holzstoffe starker veréndert, als durch die Enzymbe-
handlung. Die eingesetzten Enzymsysteme haben jedoch in Bezug auf Dosierung und
Aktivitaten sehr unterschiedliche Auswirkungen auf die Festigkeitseigenschaften. Mit den
Enzymen SIAB Il und ECOPULP ENERGY wurden die besten Ergebnisse erzielt.
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Bei dem Grol3versuch tber 3 Tage konnte durch den Enzymeinsatz bei der Nachmahlung von
PGW-Grobstoffen der Energieaufwand in der Schleiferei der Papierfabrik gesenkt werden. Fur
eine erfolgreiche Anwendung ist dabei jedoch erforderlich, dass der Enzymeinsatz kosten-
glnstig gestaltet wird.

Neue Impulse werden durch effektivere Verfahren zur Hackschnitzelvorbehandlung und bei
der Holzstofferzeugung erwartet.

7.3 Zusammenfassung zur Dammplattenherstellung

Die Untersuchungen zum Einsatz von Enzymen bei der Dammplattenherstellung haben vor-
wiegend positive Ergebnisse auf die Eigenschaften von Laborblattern und Dammplatten ge-
zeigt. Durch den Einsatz von hydrolytischen Enzymen bei der Dammplattenherstellung konn-
ten sowohl mechanische als auch hygroskopische Eigenschaften dieser Werkstoffe verbessert
werden. Insbesondere die Biegefestigkeiten, aber vor allen die Wasseraufnahme der Damm-
platten konnten stark verbessert werden. Die Enzyme kdnnten einen grol3en Teil der Additive
substituieren, die Ublicherweise bei der Dammplattenherstellung im Nassverfahren eingesetzt
werden. Beim Einsatz von Additiven und Enzymen in Kombination konnten Dammstoffe mit
sehr geringer Wasseraufnahme (unter 1 kg/m?) hergestellt werden. Diese unterschreiten
selbst Normwerte fir Dammplatten nach dem Trockenverfahren.

Die eingesetzten hydrolytischen Enzyme (Cellulase, Xylanase- Komplexe und deren Kombina-
tion) erweisen sich sehr stabil gegentiber Prozesswasser. Obwohl das Prozesswasser kaum
Einfluss auf die Aktivitat der hydrolytischen Enzyme hat, zeigt es doch negative Wirkung auf
die Festigkeitseigenschaften der Laborblatter. Diese negative Wirkung konnte aber durch den
Einsatz hydrolytischer Enzyme mehr als ausgeglichen werden. Von allen eingesetzten Enzy-
men erweist sich Ecopulp TX 200 als das geeignetste Enzym fir die Herstellung von Damm-
platten im Nassverfahren. Im Gegensatz zeigen phenoloxydierende Enzym wie Laccase nur
positive Wirkung auf die Eigenschaften der Laborbléatter, wenn kein Prozesswasser bei der
Inkubation der Faserstoffe mit diesem Enzym eingesetzt wird. Dieses Enzym ist somit kaum
geeignet fur die industrielle Herstellung von Dammplatten im Nassverfahren.

Die Abwasserbelastung wird durch den Enzymeinsatz nur in geringem Mal3e erhoht. Der En-
zym- und Additiveinsatz (vor allen Hydrophobierungs- und Fallungsmittel) kann je nach
Anforderungen noch weiter reduziert werden. Hier besteht noch Optimierungspotenzial. Dazu
sind aber noch weitere Untersuchungen im Produktionsmaf3stab notwendig.

8  Wirtschaftliche Bedeutung der Forschungsergebnisse

8.1 Voraussichtliche Nutzung der angestrebten Forschungsergebnisse

Zur Nutzergruppe der im Projekt gewonnen Ergebnisse gehoéren klein- und mittelstandische
Betriebe der Papier-, Zellstoff- und Holzwerkstoffindustrie sowie Enzymproduzenten. Fir
Holzstoffverarbeiter ergeben sich durch Nutzung der Forschungsergebnisse insbesondere
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Maoglichkeiten der Energieeinsparung bei der Zerfaserung bei gleichbleibend guten Eigen-
schaften.

Aufgrund des interdisziplindren Ldsungsansatzes durch die Integration biotechnologischer
Methoden bietet das Verfahren eine innovative Alternative zum Einsatz von anderen festig-
keitserh6henden Zusétzen bei der Papier- und Dammplattenherstellung.

Durch den Einsatz von Enzymen kdnnen Festigkeitsreserven ohne oder mit weniger Zusatz-
stoffen erschlossen werden. Durch eine kontrollierte enzymkatalysierte Depolymerisation von
Hemicellulose und Lignin zwischen den Mahlistufen soll der Aufschlussgrad des Faserstoffes
erhdht werden. Bessere Verarbeitungseigenschaften der Rohstoffe fihren zu einer Produktivi-
tatssteigerung bei der Herstellung von Papierprodukten. Papierprodukte und Holzfaserdamm-
platten werden zum tberwiegenden Teil aus natlrlichen Rohstoffen hergestellt. Ein Umstand,
der ihre hohe Akzeptanz in der Gesellschaft pragt. Mit dem Einsatz von Enzymen zur Verbes-
serung der Produkteigenschaften wird diesem Anspruch weiter Rechnung getragen.

Es werden konkurrenzfahige und umweltfreundliche Produkte hergestellt. Dadurch kdnnen
langfristig Arbeitsplatze gesichert und neue Investitionen angeregt werden. Durch den Einsatz
lignozelluloser Rohstoffe ergeben sich auRerdem erweiterte Absatzchancen fir die regionale
Forstwirtschaft. Des Weiteren wird durch das Verfahren ein vollig neues Einsatzfeld fur bio-
technologische Produkte und Industrieenzyme mit bedeutendem Marktpotenzial geschaffen.

Eine Prasentation erster Projektergebnisse fiir die Offentlichkeit erfolgte bereits zu den AlF-
Tagen am 20.03.2007 und 10.04.2008 in Darmstadt. Des weiteren erfolgte eine Préasentation
der Projektergebnisse auf dem PTS- Fachseminar:

Kerns, G., Unbehaun, H., Weber P.-G., Fischer, R.. Modifizierung von lignocellulosen Faser-
stoffen mit hydrolytischen Enzymkomplexen, Vortrag zum PTS — Fachseminar: ,Nanotech-
nologisch modifizierte Fasern - Schlissel fur die zukinftige Entwicklung neuer Papierproduk-
te? am 01.10.2008 in Heidenau.

Eine weitere Prasentation aller Projektergebnisse fur den AIF Tag am 24.03.2009 und zur
LIGNA (18.-24.05.2009) in Hannover sind in Vorbereitung.
Zur weiteren Verbreitung der Ergebnisse sind aul3erdem Veréffentlichungen in fachspezifi-

schen Zeitschriften wie
= dem Wochenblatt fir Papierfabrikation,
= dem Holzzentralblatt,
= der Holztechnologie,
= der Holz als Roh- und Werkstoff
geplant.
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Prasentationen auf Fachmessen sind ebenso vorgesehen wie Vortrédge auf relevanten Fach-
symposien wie z. B. dem in zweijdhrigem Rhythmus stattfindenden PTS- Faserstoffsymposi-
um, der APV-Jahrestagung, dem Zellcheming-Kongress.

8.2 Industrielle Umsetzung der angestrebten Forschungsergebnisse

Die Entwicklung des neuen Verfahrens erfolgte von Beginn an in enger Zusammenarbeit mit
Industriepartnern aus den relevanten Industriebereichen. Wahrend der Projektbearbeitung
wurde durch Konsultationen und eine Einbeziehung der im projektbegleitenden Ausschuss
vertretenen Firmen der Papier- und Holzwerkstoffindustrie sowie Enzymproduzenten eine pra-
xisrelevante Realisierung der Forschungsaufgabe erreicht. In einem Upscalingversuch und
einem Industrieversuch wurde die Eignung der entwickelten Verfahren im Industriemal3stab
verifiziert. Insbesondere die im projektbegleitenden Ausschuss mitarbeitenden Unternehmen
haben ein Interesse an einer Umsetzung der Forschungsergebnisse in die Praxis.

Es wird ein weiterflUhrender Transfer zu Holzstoff- und Papiererzeugern, Dammplatten- und
Enzymbherstellern angestrebt.

Zur weiteren Bekanntmachung der Ergebnisse sind auRerdem weitere Vortrage und Veroffent-
lichungen in fachspezifischen Zeitschriften geplant. Prasentationen auf Fachmessen sind e-
benso vorgesehen wie die Veroffentlichung von Forschungsergebnissen im Internet.
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9.2 Normenverzeichnis

DIN EN 323 Holzwerkstoffe; Bestimmung der Rohdichte, 1993

DIN EN 310 Holzwerkstoffe; Bestimmung des E-Moduls und der Biegefestigkeit,
1990

DIN EN 317 Spanplatte; Bestimmung der Dickenquellung nach Wasserlagerung,
1990

DIN 53115 Weiterreil3prifung nach Brecht-Imset; 12/1977

DIN 53124 Bestimmung des pH-Wertes in wassrigen Extrakten

DIN 53140 Farbmessung und Farbortbestimmung; Aufnahme der Werte L*, a*, b*
bei D65-10; 07/1992

DIN 53145-1 Messgrundlagen zur Bestimmung des Reflexionsfaktors —

Messung an nicht fluoreszierenden Proben; 03/2000

DIN 53146 Bestimmung der Opazitat; 04/2000

DIN 54360 Faserstoff-Labormahlung — Jokro-Muhle-Verfahren, 07/2004

DIN 54500 Bestimmung der dichtebezogenen Lichtstreu- und Lichtabsorptions-
koeffizienten von Faserstoffen und Papieren; 04/2004

DIN EN 1899-1 Biochemischen Sauerstoffbedarf BSBn, 1998-05

DIN EN 20187 Normklima fiir die Vorbehandlung und Prifung und Verfahren zur Uber-
wachung des Klimas und der Probenvorbehandlung; 11/1993

DIN EN 20287 Bestimmung des Feuchtegehalts; 09/1994

DIN EN 1ISO1924-2 Bestimmung von Eigenschaften bei zugférmiger Belastung;
04/1995

DIN EN ISO 4119 Halbstoffe — Bestimmung der Stoffdichte; 05/1996

DIN EN ISO 5263-2 Faserstoffe — Nassaufschlagen im Laboratorium; 12/2004

DIN EN ISO 5267-1 Prufung des Entwéasserungsverhaltens; 10/2000

DIN EN ISO 5269-2 Faserstoffe - Laborblattbildung fur physikalische Prifungen; 03/2005

DIN EN ISO 534 Bestimmung der Dicke, der Dichte und des spezifischen Volumens;
05/2005
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DIN EN ISO 536
FHIS 164

FHIS 256

LCK 014

WIHS 177

ZM IV/33/57

ZM V/1.4/86

Bestimmung der flachenbezogenen Masse; 08/1996

Prufen von Faserstoff aus Holz, Trockene Siebfraktionierung, 1982
Bestimmung der Zellulose nach Kirschner und Hoffer an Vollholz, 1976
CSB Kuvetten-Test Messbereich 1000-10000 mg/I, Dr. Lang 2001-09
Bestimmung des Lignins und des Gesamtzuckers; modifizierte Bestim-
mung nach Savard an Holzwerkstoff, Faserstoff und Spangemischen,
1983

Modifiziertes Verfahren (Lehrstuhimethode) zur Bestimmung

des Wasserriickhaltevermdgens in Anlehnung an das angegebene Zell-
cheming-Merkblatt

Holzstoff-Fraktionierung nach Bauer McNett
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