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1 Einleitung

Altpapier ist der wichtigste Rohstoff der europadischen Papierindustrie und wird in Zu-
kunft voraussichtlich noch an Bedeutung gewinnen. In Folge der Selbstverpflichtung
des Verbandes der Europaischen Papierindustrie (CEPI) und des Europaischen Ver-
bandes des Altpapierhandels (ERPA), im Jahr 2005 56% des verbrauchten Papiers
wieder zu erfassen und zu verwerten (N.N., 2000), wird im Vergleich zum Jahr 2001
europaweit eine Steigerung des Altpapierverbrauchs um 7,9 Millionen Tonnen auf 87
Millionen Tonnen erwartet. Fir Deutschland wird ein Anstieg des
Altpapierverbrauchs in der Papierindustrie von 11,5 Millionen Tonnen im Jahr 2001
auf 13,8 Millionen Tonnen im Jahr 2005 und 16,8 Millionen Tonnen im Jahr 2010
prognostiziert (KIBAT, 2002).

Fir die Kapazitaten in Deutschland zur Erzeugung von Papier, Karton und Pappe
ergibt sich ausgehend von 17,9 Millionen Tonnen im Jahr 2001 voraussichtlich ein
Anstieg auf 20,8 Millionen Tonnen im Jahr 2005 und 24,2 Millionen Tonnen im Jahr
2010. Dies entspricht einer erwarteten Produktionssteigerung von 35% (KIBAT,
2002). Gleichzeitig wird auf der Konsumentenseite die deutsche Inlandsnachfrage
nach Papier- und Papierprodukten deutlich langsamer zunehmen. Im Jahr 2001
wurden 18,5 Millionen Tonnen verbraucht. Im Jahr 2005 werden dies voraussichtlich
20,2 und im Jahr 2010 21,8 Millionen Tonnen sein. Damit wird Deutschland ab dem
Jahr 2005 zum dauerhaften Nettoexporteur von Papier (KIBAT, 2002). Auf Grund der
geringeren Zunahme der Inlandsnachfrage nach Papier und Papierprodukten und
der erwarteten Produktionssteigerung zeichnet sich auch ab, dass die steigenden
Mengen von Altpapier fur die Erzeugung von Papier und Papierprodukten zuklnftig
immer weniger durch die Altpapiererfassung in Deutschland gedeckt werden kénnen.
Die erfassten Mengen werden im Vergleich zu 13,8 Millionen Tonnen im Jahr 2001
15 Millionen Tonnen im Jahr 2005 und 16,6 Millionen Tonnen im Jahr 2010 betragen.
Im Jahr 2005 wird die Altpapierexportquote bereits um 50 Prozent gesunken sein.
Bis 2010 wird das Altpapieraufkommen geringer ausfallen als der Altpapierver-
brauch. Damit wird Deutschland zum Altpapiereinfuhrland (KIBAT, 2002).

Wenn auch in einigen europaischen Landern noch eine deutliche Steigerung der Alt-
papiererfassungsquote mdglich ist (KIBAT, 2002), wird doch die vorhersehbare Ver-
knappung des Altpapiers zu steigenden Rohstoffpreisen fihren. Generell ist auch zu
beflrchten, dass die gesteigerte Erfassung von Altpapier mit einer Qualitatsver-
schlechterung einhergehen wird (KRAUTHAUFF und WIESE, 1998; GOTTSCHING,
2001), denn schon heute erflllt das angelieferte Altpapier haufig nicht mehr die fest-
gelegten Kriterien der Altpapiersortenliste und somit nicht die Anspriche der Papier-
industrie (BULOW et al., 2002). Gleichzeitig sind aber hochwertige Altpapierqualita-
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ten nétig, um bei der Erzeugung von Papier die wachsenden Qualitatsanspriiche an
das Fertigprodukt erfiillen zu kdnnen (KIBAT, 2000; BULOW et al., 2002).

Verscharft wird dieses Problem in Deutschland dadurch, dass sich das wesentliche
Potenzial fir die Steigerung des Altpapiereinsatzes neben der Ausweitung von Pro-
duktionskapazitdten bei der Papiersortengruppe der graphischen Papiere befindet,
da sich deren Altpapiereinsatzquote noch auf niedrigem Niveau bewegt (KIBAT,
2002; RENNER et al., 2002; GOTTSCHING, 2001). Sie betrug im Jahr 2001 44%
(KIBAT, 2002) und ist damit deutlich niedriger als die Einsatzquote fir Hygiene- oder
Verpackungspapiere (77% bzw. 95%). Gerade im Bereich der graphischen Papiere
kann jedoch nur dann die Altpapiereinsatzquote gesteigert werden, wenn ausrei-
chende Mengen hochwertigen Altpapiers verfigbar sind, die die Herstellung des qua-
litativ anspruchsvollen Produktes erlauben. Dagegen sind in Hinblick auf den ver-
starkten Einsatz von Altpapier im groBen Umfang nur die unteren Altpapiersorten
verfugbar (PUTZ, 1996), die vorwiegend aus der haushaltsnahen Erfassung
stammen (RENNER et al., 2002). Sie stellen mit 75 % das gréBte Altpapierreservoir
dar, beinhalten alle bekannten Arten holzfreier und holzhaltiger Fasern und kdnnen
hinsichtlich ihrer Faserzusammensetzung stark schwanken. Die durchschnittliche
Zusammensetzung von Altpapier in einer Deinkinganlage bestand 1995 aus 41 %
Zeitungen, 39% Zeitschriften, 9 % holzfreien Papieren, 6 % unerwiinschten Pappen
und Papieren, 4 % sonstigen hellen Papieren sowie 1 % papierfremden Bestandtei-
len (RENNER et al., 1996). Der Anteil an holzhaltigen Papieren war damit vergleichs-
weise hoch.

Diese Rahmenbedingungen motivieren zur Entwicklung neuer Deinkingmethoden,
die die Verarbeitung geringerer Altpapierqualitaten in einen hochwertigen Sekundar-
faserstoff erlauben. Dabei wird von Seiten der Biotechnologie die Einfihrung von En-
zymen in die Sekundarfaserstoffaufbereitung verfolgt. Neben Druckfarbenablésung
und -austrag (OW und EOM, 1990) stehen dabei je nach Enzymtyp die Mdglichkeiten
zur Erhdhung der Entwasserungsfahigkeit des Faserstoffes (STORK, 1994), zur Ver-
besserung der Aussortierung von Stickies (FITZHENRY et al., 2000), zur Reduzie-
rung der Abwasserbelastung oder des zum Deinking notwendigen Chemikalienein-
satzes (ACKERMANN et al., 1999 b) im Vordergrund.

Intensive Untersuchungen wurden bisher nur mit Enzymen aus der Klasse der Hy-
drolasen durchgefiihrt. Sehr wenige Erfahrungen werden in der Literatur Gber den
Einsatz oxidativer Enzyme beim Deinking ausgetauscht. Eine dieser Oxidasen ist
das Enzym Laccase. Diese besitzt auf Grund ihres radikalischen Reaktionscharak-
ters und der méglichen Kombination mit sogenannten Mediatoren (Katalysatoren) ein
weites Substratspektrum. Dieses schlieBt veretherte (oxidierte) Strukturen, Fette und
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Harze mit ein (WARIISHI et al., 1987; BOURBONNAIS und PAICE, 1990; KARLS-
SON et al.,, 2001). Damit kénnte dieses Enzym ein Potenzial zur Entfernung von
Druckfarben besitzen.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen der Oxidase Laccase - alleine
oder in Verbindung mit dem Mediator 1-Hydroxybenzotriazol - auf die Entfernung von
Druckfarben sowie auf die Entwicklung von Weil3grad und Farbeigenschaften des
Sekundarfaserstoffes bei der Flotation von Haushaltssammelware im neutralen pH-
Bereich.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Deinking

Der Prozess der Druckfarbenentfernung, das sog. ,Deinking®, umfasst zwei
wesentliche verfahrenstechnische Prozesse. Im ersten Schritt, der Druckfarben-
ablésung, werden Druckfarbenpartikel und Papierfasern voneinander getrennt. Im
zweiten Schritt, dem Druckfarbenaustrag, werden die abgelésten Farbpartikel aus
der Stoffsuspension entfernt.

2.1.1 Druckfarbenablésung

Die Druckfarbenablésung im alkalischen Verfahren ist im Wesentlichen ein
mechanischer Prozess. Scher- und Reibungskréafte, die wahrend Stoffauflésung,
Schwerschmutz- und Leichtschmutzabtrennung, Entstippung sowie Sortierung
auftreten, bewirken die Abtrennung der Druckfarbenpartikel von den Fasern.

Die Zugabe von Natronlauge im alkalischen Verfahren bewirkt die Quellung der
Fasern und unterstltzt dadurch die Abtrennung der Druckfarben, indem sich
Spannungskrafte  zwischen den Fasern und den nicht quellbaren
Druckfarbenpartikeln entwickeln. Dadurch werden die Druckfarbenpartikel quasi
»=abgesprengt®. Zumindest sinkt die mechanische Energie, die fir die Abscherung der
Druckfabenpartikel bendtigt wird (BOS et al., 1999). Mit der Anhebung des pH-
Wertes nimmt die Konzentration an Hydroxylionen zu, die die negative Ladung an
der Oberflache der Druckfarben und Fasern verstarken. Dies fuhrt zu einer
steigenden gegenseitigen elektrostatischen AbstoBung von Fasern und
Druckfarbenpartikeln und begulnstigt den Abléseprozess (HANECKER, 1996). Beim
Einsatz von Fettsduren als Sammler erhéht Natronlauge deren Léslichkeit in Wasser,
so dass sie als Tenside (ausgerustet an einem Ende mit einer hydrophoben
Kohlenwasserstoffkette und am anderen Ende mit einer hydrophilen Carboxylgruppe)
grenzflachenaktiv werden und die Oberflachenspannung des Wassers unter die
Oberflachenspannung der Feststoffteilchen herabsetzen (HANECKER, 1996). Dies
ist Voraussetzung fur die vollstandige Benetzung von Druckfarbenpartikeln und
Fasern, um die Druckfarbenablésung mit Hilfe der elektrostatischen
AbstoBungskrafte zu optimieren. AuBerdem hydrophilisieren die Tensidmolekile
zusatzlich die Druckfarbenpartikel, indem sie sich mit ihrem hydrophoben Ende an
den Druckfarbenpartikeln anlagern, mit inrem hydrophilen Ende ins wassrige Medium
zeigen und dadurch die AbstoBung zwischen Druckfarbenteilchen und Fasern
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verstarken. Sind die Druckfarbenpartikel abgelést, werden sie durch die Tenside
stabilisiert, indem sie auf Grund des hydrophilen Gesamtcharakters in Lésung
gehalten werden (vergl. Abb. 2.1).

Um der bei hdheren pH-Werten auftretenden alkalibedingten Vergilbung der
holzhaltigen  Faserbestandteile  des  Altpapiers  entgegenzuwirken,  wird
Wasserstoffperoxid als Bleichmittel eingesetzt. Das wirksame Bleichagens ist das
Perhydroxyl-Anion, das bei der heterolytischen Dissoziation entsteht. Durch
Einwirkung von Temperatur, Alkali und Schwermetallen kommt es jedoch zu einem
homolytischen Zerfall des Peroxids Uber Hydroxylradikale zu Wasser und Sauerstoff.
Zur Verhinderung des homolytischen Zerfalls des Peroxids wird Wasserglas
eingesetzt, das in der Lage ist, mehrwertige Metallionen zu binden. Gleichzeitig
dispergiert es freigewordene Druckfarbenpartikel und verhindert deren
Wiederaufziehen auf die Fasern. Desweiteren stabilisiert es den pH-Wert der
Altpapiersuspension und reduziert den Austrag von Full- und Feinstoffen
(GOTTSCHING und PAKARINEN, 2000).

2.1.2 Druckfarbenaustrag

Far den Druckfarbenaustrag stehen zwei verschiedene Verfahren zur Verfigung, das
Flotations- und das Waschdeinkingverfahren. Ersteres wurde in den Anféangen auf
dem europaischen Festland und Japan entwickelt, letzteres in den USA, England
und Schweden. Das Waschverfahren kommt heute als Folge gestiegener
Umweltschutzauflagen und hoher Verluste an FuUll- und Feinstoffen als reines
Deinkingverfahren nicht mehr vor. Sollen jedoch vor allem Flllstoffe ausgetragen
werden, wie im Fall der Altpapieraufbereitung fir die Tissue-Produktion, werden
heute beide Verfahren miteinander kombiniert (BOS et al., 1999).

2.1.2.1 Flotationsverfahren

Das Prinzip des Flotationsverfahrens beruht darauf, dass sich Druckfarbenpartikel an
Luftblasen, die in die Faserstoffsuspension eingebracht werden, anheften und mit
diesen als Schaum ausgetragen werden. Druckfarbenteilchen und Luftblasen
besitzen zwar bereits hydrophobe Oberflachen, ohne spezielle MaBnahme ist jedoch
die Bindung zwischen Luft und Druckfarbenpartikel zu schwach, um stabile
Schaumlagen zu bilden. Mit der Einbringung von Natriumseife wurde die Oberflache
der Druckfarbenpartikel bei der Dispergierung zur Druckfarbenablésung zudem
hydrophilisiert (vergl. Kap. 2.1.1 und Abb. 2.1). Calciumionen, die aus dem
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Betriebswasser und dem Flullstoff- und Strichanteil des Altpapiers stammen,
verdrangen aber im weiteren Verlauf das Natrium aus dem Fettsguresalz, so dass
aus der ursprunglich wasserléslichen, hydrophilisierenden Natriumseife wasserunlds-
liche, hydrophobisierende Calciumseife wird und die Druckfarbenpartikel von einer
wasserabstoBenden Calciumseifenschicht umhdillt werden. Die Druckfarben-Calcium-
seifen-Agglomerate sind nun in der Lage, sich an Luftblasen anzuheften und eine
stabile Schaumlage auf der Oberflache der Stoffsuspension zu bilden (Abb. 2.1), die
als sog. Reject abgesaugt, abgeschabt oder mit Hilfe eines Uberlaufs abgefiihrt
werden kann (BOS et al., 1999).

Luftblasen
nehmen Druck-

LUFT

DRUCKFARBE — _ WASSER OH™
AUSGANGSZUSTAND| AUFLADUNG
ca™
Na-Seife in Ca-
. Seife verandert
0505 N H cdt
m
Ca

Kleine Druckfarben-

qp %% teilchen mit Na-Seife
»H“ : umhillt
hydrophil hydrophob %
S——— TENSID — . T —
STABILISIERUNG — = -

— — —o .
Druckfarbe abldsen und mit Natriumseife umhullen

1

Abb. 2.1: Links: Schematische Darstellung des Abléseprozesses (HANECKER, 1996).
Rechts: Prinzip des Druckfarbenaustrags mittels Flotationsdeinking (BOS et al., 1999)

Die Gute des Austrags abgeldster Druckfarbenpartikel wahrend der Flotation hangt
neben den Oberflacheneigenschaften der Druckfarbenpartikel und den eingesetzten
Chemikalien von der DruckfarbenpartikelgréBe in Zusammenspiel mit dem in der
Flotationszelle vorhandenen LuftblasengréBenspekirum (Durchmesser und Anzahl),
den vorherrschenden Strdmungsbedingungen und der Stoffdichte ab. Kleine
Druckfarbenpartikel erfordern eine hohe Relativgeschwindigkeit, um aus dem
Stoffstrom auszubrechen und in Kontakt mit der Luftblase zu kommen. Hohe
Turbulenzen begtinstigen die Entstehung und den Erhalt kleiner Luftblasen, die diese
Bedingung erfullen. GroBe Druckfarbenpartikel benétigen dagegen groBe
Luftblasendurchmesser, um sich fir den Austrag ausreichend an die Luftblasen
schmiegen zu kénnen. Treten bei hohen Turbulenzen zu groBe Schwerkrafte auf,
werden sie wieder abgetrennt. Bei zu hoher Stoffdichte (>1,2%) wird das freie
Aufsteigen der Luftblasen-Druckfarben-Agglomerate durch die Fasern behindert.
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Durch Zusammensto3 der Luftblasen entstehen dann Blasendurchmesser, die flr
eine gute Flotation und die Ausbildung eines stabilen Schaums zu groB sind.

Auf Grund dieser Bedingungen kann im Flotationsdeinking nur ein bestimmtes Teil-
chengréBenspektrum ausgetragen werden. Der untere Durchmesserbereich fir flo-
tierbare Partikel wird mit 2 bis 8 um, der obere Durchmesserbereich mit 100 bis 250
um angegeben (BOS et al., 1999; GOTTSCHING und PAKARINEN, 2000; McCOOL,
1993; BROEREN, 1989). Die Sichtbarkeitsgrenze flir Druckfarbenteilchen liegt bei
einem Durchmesser von 50 um. Druckfarbenpartikel unterhalb dieses Durchmessers
tragen jedoch zur Senkung des WeiBgrades bei (GOTTSCHING et al., 2000).

2.1.2.2 Waschverfahren

Das Prinzip des Waschdeinkings beruht auf der Trennung von Druckfarben und
Fasern durch die wiederholte Verdinnung und Eindickung der Altpapierstoff-
suspension (BOS et al., 1999). Die abgeldsten Druckfarbenpartikel werden bei der
Entwéasserung mit dem Waschwasser ausgetragen. Da fir die Austragung der
Druckfarben im Waschprozess deutlich kleinere Partikeldurchmesser (< 30 um)
angestrebt werden als beim Flotationsverfahren (GOTTSCHING und PAKARINEN,
2000), erfolgt die Druckfarbenablésung unter mechanisch harteren Bedingungen.
Dispergiermittel verhindern das Wiederaufziehen der Druckfarben auf die Faser.

Aus Sicht von Laboruntersuchungen zum Deinking ist interessant, dass auch
Druckfarbenteilchen entfernt werden kdénnen, deren Partikeldurchmesser unterhalb
der Flotationsgrenze liegen (vergl. Kap. 2.1.3).

2.1.3 Labordeinking

In dieser Arbeit wurde in Anschluss an das Flotationsdeinking in Anlehnung an
PEGELOW und NELLESSEN (1998) ein Waschdeinking (sog. ,Hyperwasche®)
angeschlossen. Die Kombination beider Deinkverfahren ermdglicht eine vollstandige
Entfernung aller abgeléster Druckfarbenpartikel. Dabei erhd@lt man nach der
Flotationsstufe eine Information Uber den Austrag flotierbarer Druckfarbenpartikel.
Das Deinkergebnis nach Hyperwdsche zeigt, ob weitere Druckfarbenpartikel
vorliegen, die unter die Flotationsgrenze zerkleinert wurden. Beim
enzymunterstitzten Deinking informiert diese Versuchsanordnung dartber, ob
Druckfarbenpartikel enzymatisch so stark angegriffen werden, dass sie fein
dispergiert in nicht flotierbarem Zustand vorliegen. Mit dem Austrag der hellen
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Flllstoffe des Altpapiers ist ein Abfall des WeiBgrades verbunden. Da die
Entaschung nach Hyperwasche deutlich héher ist als nach Flotation, sind beide
Ergebnisse bezlglich des Weillgrades nicht mehr vergleichbar. Um die
Vergleichbarkeit herzustellen, wurde der Aschegehalt der Prufblatter bestimmt und
mit Hilfe einer Eichkurve, die den Zusammenhang zwischen Entaschung und
WeiBgradverlust darstellt, der WeiBgrad fir die Prifblatter bei einem
Ausgangsaschegehalt von 20 Prozent berechnet (PEGELOW und NELLESSEN,
1998).

2.1.4 Neutraldeinking

Der Hintergrund far die Entwicklung eines Deinkingverfahrens fir holzhaltige
Haushaltssammelware bei neutralem pH-Wert (SCHWINGER und SCHMID, 1994;
SCHMID und SCHWINGER, 1994; SCHMID, 1995; SCHWINGER, 1995) liegt in
einer Reihe von Nachteilen, die bei der Anwendung des etablierten alkalischen
Deinkingverfahrens mit Wasserglas und Wasserstoffperoxid in Kombination mit
Fettséduren bzw. deren Natriumsalz als Sammler in Kauf genommen werden missen.

Infolge des Alkalieinsatzes kommt es zu einer Reihe unerwilnschter Nebeneffekte
(HANECKER und WELT, 1995; RJRING und HAYNES, 1998; ACKERMANN et al.,
1999 a und b; GOTTSCHING und PAKARINEN, 2000): Durch den hohen pH-Wert
werden Extraktstoffe und Ligninbestandteile herausgeldst, was zu einer Erh6hung
der CSB- und BSB-Fracht im Abwasser fihrt und die Ausbeute an deinktem Gutstoff
mindert. Klebende Verunreinigungen gehen im alkalischen Milieu ebenfalls vermehrt
in Lésung und kdénnen so stark zerkleinert werden, dass sie nur unzureichend
aussortiert werden kénnen. Die holzhaltigen Faserbestandteile des Altpapiers neigen
bei hohem pH-Wert zur alkalibedingten Vergiloung, was den Einsatz von
Wasserstoffperoxid als bleichendes Agens und den Einsatz von Wasserglas als
Stabilisator flr das Bleichmittel notwendig macht. Wasserglas kann jedoch zu
Ablagerungen auf der Papiermaschine flihren (ACKERMANN et al., 1999 b). Der
Einsatz der drei Chemikalien (Natronlauge, Wasserstoffperoxid und Wasserglas)
fihrt zu relativ hohen Chemikalienkosten im Vergleich zu einem neutral gefuhrten
Deinkprozess, bei dem keine Vergilbung stattfindet (SCHMID und SCHWINGER,
1994; SUSS et al., 1995). SchlieBlich wird durch die mechanischen Krafte der
Stoffaufbereitungsaggregate die Faseroberfliche eines im alkalischen Milieu
gequollenen Faserstoffes relativ stark fibrilliert und der Feinstoffanteil erhéht. Dies
fuhrt zu einer Verringerung der Entwasserungseigenschaften und damit zu
geringeren Papiermaschinengeschwindigkeiten (SCHMID und SCHWINGER, 1994).
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Gleichzeitig geht mit der Erhdéhung des Feinstoffanteils ein Absinken der
Festigkeitseigenschaften einher (STORK und PULS, 1994).

Das Neutraldeinkingverfahren hat zum Ziel, diese Nachteile zu vermeiden. Durch das
Arbeiten im neutralen pH-Bereich wird die alkaliinduzierte Vergilbung vermieden, so
dass wahrend der Zerfaserung des Altpapiers nicht nur auf Natronlauge, sondern
auch auf Wasserstoffperoxid und Wasserglas verzichtet werden kann. Dies bedeutet
wiederum niedrigere Chemikalienkosten. Da im neutralen Bereich weniger
organische Substanz in Lésung geht, fallt auch die CSB- bzw. BSB-Belastung des
Abwassers niedriger aus (ACKERMANN et al., 1999 b).

Weiterfihrende Arbeiten zum Neutraldeinking zeigen jedoch, dass dieses System
auch Schwachen besitzt. Im Neutralverfahren ist eine dem alkalischen Verfahren
vergleichbare Aufldsung des Altpapiers nur mit einem hdheren Energieeintrag im
Pulper erzielbar. Neben dem wesentlich héheren Energiebedarf bei neutralen Be-
dingungen besteht in der Praxis infolge verlangerter Aufschlagezeiten die Gefahr des
Erreichens der Kapazitatsgrenzen des Pulpers (ACKERMANN et al., 1999 b; SUSS
et al., 1995). Bei ungenligender Auflésung droht das Verstopfen der Sortierelemente
(GOTTSCHING und PAKARINEN, 2000; SCHMID und SCHWINGER, 1994). Nach
Flotation erhalt man niedrigere Ausbeuten an Gutstoff. Die Aschegehalte fallen
ebenfalls niedriger aus (ACKERMANN et al., 1999 b; RORING und HAYNES, 1998).
Der Hauptnachteil des Verfahrens liegt jedoch in den nach Flotation haufig
beobachteten niedrigeren WeiBgraden, die zum Teil auch nach einer abschlieBenden
Bleiche hinter den Werten einer herkdmmlichen alkalischen Fahrweise zurlckliegen
(ROSATZIN et al., 2000; ACKERMANN et al., 1999 b; BEN et al., 1999; RORING
und HAYNES, 1998; HANECKER und WELT, 1995; SUSS et al., 1995). Fir dieses
Ergebnis werden die schlechtere Druckfarbenablésung und -austragung verantwort-
lich gemacht.

Eine Untersuchung erscheint daher sinnvoll, ob mit Hilfe von Enzymen die Ablésung
und Entfernung von Druckfarben im Neutralverfahren verbessert werden kann.

Interessant ist mit Hinblick auf den Einsatz des verwendeten Sammlers die Arbeit
von ACKERMANN et al. (1997), in der von einer umfangreichen Studie berichtet
wird, in der verschiedene ionische und nichtionische tensidische Sammler und
Dispergatoren hinsichtlich ihrer Eignung fir das Flotationsdeinking getestet wurden.
Seifen, die in Mitteleuropa den mengenmaBig wichtigsten Tensidtyp reprasentieren,
fuhren dabei unabhangig von den pH-Verhaltnissen wahrend der Zerfaserung zu den
besten Flotationsergebnissen (ACKERMANN et al., 1999 b), wenn auch mit der
Verwendung von Seifen eine Erhéhung der Schmutzpunktflaiche im Deinkingstoff
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einhergeht. Aus der betrieblichen Praxis ist bekannt, dass Versuche zum Austausch
von Seifen gegen ein Alternativtensid im Langzeitversuch zu unbefriedigenden
Ergebnissen flhren.

2.2 Vergilbung

Im Verlauf der vorliegenden Untersuchung werden Verfarbungen beobachtet, die an
Vergilbungsreaktionen erinnern. Daher wird an dieser Stelle auf dieses Thema
eingegangen. Die irreversible Vergilbung von Faserstoffen ist ein bekanntes
Ph&anomen, wenn sie Tageslicht, hoheren Temperaturen oder dem Einfluss von
Alkali ausgesetzt werden. Die Anwesenheit von Ubergangsmetallionen unterstiitzt
dabei die Verfarbungsreaktionen (ALLISON und GRAHAM, 1990; JANSON, 1993;
GRATZL, 1985).

Im Falle der lichtinduzierten Vergilbung holzhaltiger Faserstoffe werden phenolische
Strukturen in Gegenwart von Sauerstoff zu farbigen Chinonen oxidiert (LEARY,
1994; HEITNER und SCHMIDT, 1991). In anschlieBenden Reaktionen kénnen diese
komplexe Chromophore bilden und dabei ihren Chinoncharakter verlieren (ARGY-
ROPOULOS et al., 1995). Neben Chinonen kénnen auch Stilbenstrukturen an der
Chromophorenbildung beteiligt sein (BEYER et al., 1995; ZHANG und GELLER-
STEDT, 1994; SUIOHOLM et al., 1992).

Von zentraler Bedeutung fir die Verfarbungsreaktionen sind Phenoxylradikale
(HEITNER und SCHMIDT, 1991), die auf unterschiedlichen Wegen entstehen und zu
farbigen Chinonen weiterreagieren kénnen.

Konjugierte phenolische Gruppen absorbieren direkt Licht aus dem nahen UV-
Bereich und gehen in den Radikalzustand dber (HEITNER und SCHMIDT, 1991).

Aromatische o-Carbonylgruppen beschleunigen auf Grund ihrer photosensibilisie-
renden Wirkung die Bildung von Phenoxylradikalen und damit den Eintritt von Vergil-
bungsreaktionen (HEITNER und SCHMIDT, 1991). Befindet sich die a-Carbonyl-
gruppe nach Absorption von UV-Licht im angeregten Zustand (Triplettzustand), so
kann sie (Fall 1, Abb. 2.2) durch H-Abstraktion von phenolischen Substraten
Phenoxylradikale bilden oder aber (Fall 2) die Energie auf molekularen Sauerstoff
Ubertragen, der dann als energiereicher Singulett-Sauerstoff vorliegt und die H-
Abstraktion bewirki.
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Abb. 2.2: o-Carbonylgruppen als Sensibilatoren der Phenoxylradikal-Bildung (nach
HEITNER und SCHMIDT, 1991)

Eine weitere Quelle fir Phenoxylradikale stellen nichtphenolische Phenacyl-Aryl-
Ether dar. GIERER und LIN (1972) beobachten an Modellverbindungen die
lichtinduzierte B-O-4-Spaltung des mit einer Ketogruppe am Co-Atom versehenen
nichtphenolischen Substrates. Dabei kdénnen die entstehenden Radikale auf
unterschiedliche Weise weiterreagieren (Abb. 2.3). Das Radikalpaar (9, 10) kann
rekombinieren, unter H-Abstraktion phenolischer Bestandteile aus der Ligninmatrix
zu Guaiacol (11) und Ketonen (12) abreagieren oder isomerisieren (14). Die
Entstehung farbiger Chinone (5,6) wird auf die Reaktion von Phenoxylradikalen (10)
mit Luftsauerstoff zurlckgefiihrt. Das Phenacylradikal (9) kann Ketole (13) bilden
oder dimerisieren (15).
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Abb. 2.3: Phenacyl-Aryl-Ether als Quelle der Phenoxylradikal-Bildung nach GIERER und LIN
(1972) aus HEITNER und SCHMIDT (1991)

Als Hauptweg der Phenoxylradikalbildung wird der sog. Ketylweg angesehen (Abb.
2.4), der die B-O-4-Spaltung nichtphenolischer Arylglycerol B-Arylether-Strukturen
beschreibt (SCHMIDT und HEITNER, 1993). Der Abbau erfolgt Uber das
entsprechende Ketylradikal. Nach Spaltung der Ligninstruktur entstehen direkt
Phenoxylradikale, die zu Chinonen weiterreagieren. Der Ketylweg erklart gleichzeitig
die mit der Vergilbung zu beobachtende Zunahme aromatischer Carbonyle. Das
gleichzeitig gebildete Enol tautomerisiert zum entsprechenden Acetophenon.
Dadurch kann die mit der Vergiloung beobachtbare Zunahme aromatischer
Carbonyle erklart werden.
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Abb. 2.4: Photochemischer Abbau nichtphenolischer Arylglycerol pB-Arylether-Strukturen
(Ketylweg) nach SCHMIDT und HEITNER, 1993

Bei der warmeinduzierten Vergiloung weitgehend ligninfreier Faserstoffe laufen
oxidative und nichtoxidative Reaktionen am Kohlenhydratgertst des Zellstoffs ab.
Dabei spielen vermutlich Dehydratisierungs- und Kondensationsprozesse eine Rolle,
bei denen Aldehyd-, Carbonyl- und Carboxylgruppen gebildet werden, die zur
Bildung geféarbter Spaltprodukte beitragen. Oxidative Prozesse schaffen
Ausgangspunkte fir neue Kondensationsreaktionen. Bei zu hohem Sauerstoffgehalt
wirken sie jedoch inhibierend, indem sie die gebildeten Chromophore wieder
zerstéren (BEYER et al., 1995). Bei ligninhaltigen Faserstoffen Uberwiegt dagegen
der vergilbende Effekt des Ligninanteils. Hier werden ahnliche Mechanismen wie bei
der lichtinduzierten Vergilbung vermutet (PAULSSON und RAGAUSKAS, 1998).

Bei der alkaliinduzierten Vergilbung holzhaltiger Faserstoffe spielt wie bei der
lichtinduzierten Vergilbung die Bildung von Phenoxylradikalen ebenfalls eine wichtige
Rolle (ALLISON und GRAHAM, 1990). Phenole ionisieren bei hohen pH-Werten zu
Phenolaten. Reagieren diese anschlieBend mit Metallionen wie Mangan oder Kupfer,
entstehen Phenoxylradikale, die wie im Falle der lichtinduzierten Vergiloung farbige
Chinone bilden kénnen. Hohe pH-Werte unterstitzen zudem die Kondensation von
Chinonen zu ho6hermolekularen, farbintensiveren Strukturen. Diese Reaktionen
werden wiederum durch Metallionen unterstatzt.
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Von ROBERT und DANEAULT (1995) werden die Auswirkungen einer licht-
induzierten Vergilbung anhand der ISO-WeiBgrade, der Helligkeitswerte L* sowie der
Farbwerte a* und b* verschiedener Prifpapiere dargestellt. Dazu wurden aus Proben
von ungebleichtem, natriumborhydrid- und peroxidgebleichtem TMP Prifpapiere
gebildet und die entsprechenden Werte vor und nach einer 65-stiindigen Bestrahlung
gemessen (Tab. 2.1). Die Vergiloung hat einen deutlichen Abfall des WeiBgrades zur
Folge, der mit einem Abfall der Helligkeit L* und einem Anstieg der Farbwerte a* und
b* einherging. FUr den Peroxid-gebleichten TMP z.B. stieg der Farbwert a* von -1,01
auf 2,28, wahrend der Farbwert b* von 10,91 auf 32,66 anstieg.

Tab. 2.1: WeiBgrad sowie L*-, a* und b*Werte flir Prifpapiere aus TMP (ROBERT und
DANEAULT, 1995). U-TMP = ungebleichter TMP; B-TMP = natriumborhydridgebleichter
TMP; P-TMP = peroxidgebleichter TMP

WeiBgrad [% I1SO] L* [-] a* [-] b* [-]
vor Bestrahlung
U-TMP 57,67 87,27 0,50 12,21
B-TMP 64,06 89,14 0,02 9,40
P-TMP 71,37 93,61 -1,01 10,91
nach Bestrahlung
U-TMP 30,83 80,90 3,24 32,62
B-TMP 32,94 81,09 2,00 29,91
P-TMP 33,46 83,10 2,28 32,66

2.3 Enzyme

Struktur, Wirkungsweise und Eigenschaften von Enzymen werden in zahlreichen
Lehrbichern und Nachschlagwerken zur Biologie, Biochemie, Pharmazie oder
Medizin beschrieben (z.B. DIXON und WEBB, 1965; N.N., 1979; ROMPP, 1995;
KARLSON et al., 1994; STELLMACH, 1988), so dass an dieser Stelle auf Enzyme
nur knapp eingegangen werden soll.

Enzyme sind funktionelle Proteine, die von lebenden Zellen produziert werden. Als
Proteine sind sie aus Aminosduren aufgebaut. lhre Molekulargewichte liegen im
Bereich von 10000 bis dber eine Million (N.N., 1979). Enzyme setzen als
Katalysatoren die Aktivierungsenergie fur intra- und extrazelluldre biochemische
Reaktionen herab, werden aber durch die Reaktion selbst nicht umgesetzt oder
verandert (ROMPP, 1995). lhre katalytischen Eigenschaften verdanken sie dem
Vorhandensein sog. aktiver Zentren. Dabei handelt es sich um benachbarte
Aminosauresequenzen, die sich durch eine besondere Anordnung von funktionellen
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Gruppen auszeichnen (N.N., 1979). Daneben besitzen Enzyme spezifische
Bindungsbereiche, an denen das Substrat chelatartig gebunden wird. Enzyme
kénnen nur mit Substraten reagieren, wenn deren Molekile mit der Konformation des
Enzyms zusammenpassen (Schlissel-Schloss-Prinzip). Dann kann das Enzym mit
dem Substrat Uber eine Zwischenverbindung, dem Enzym-Substrat-Komplex
reagieren und das Reaktionsprodukt des Substrates bilden. Proteinenzyme bestehen
aus reinem Protein. Proteidenzyme setzen sich aus einem Proteinanteil (Apoenzym)
und Cofaktoren zum funktionsfahigen Holoenzym zusammen. Bei Cofaktoren kann
es sich um kovalent gebundene (prosthetische) Gruppen und/oder durch
Nebenvalenzen gebundene Coenzyme, Metall-lonen oder Effektoren handeln
(ROMPP, 1995).

Enzyme arbeiten in der Regel wirkungs- (beschrankt auf einen Reaktionstyp) und
substratspezifisch (beschréankt auf ein bestimmtes Substrat). Voraussetzung dafur ist
eine intakte raumliche Struktur der Enzymmolekile. Physikalische (Temperatur,
ionisierende Strahlung, Druck, Licht) und chemische Faktoren (Sauren, Basen, org.
Lésungsmittel, Oxidationsmittel, Tenside) kdnnen diese jedoch verandern
(denaturieren) und reversibel oder irreversibel zum Verlust der katalytischen Funktion
fuhren. Effektoren beeinflussen als Aktivatoren oder Inhibitoren (Hemmstoffe) die
Enzymaktivitat. Im Fall der kompetetiven Hemmung wird das aktive Zentrum des
Enzyms durch ein dem Substrat ahnliches Molekil an Stelle des vorhandenen
Substrates ganz oder zeitweise blockiert. Beim allosterischen Effekt reagieren
Molekule (Effektoren) nicht im Bereich des aktiven Zentrums, sondern an anderer
Stelle mit dem Enzym und beeinflussen Gber dessen Konformation als allosterische
Aktivatoren oder Inhibitoren die enzymatische Aktivitat. Im Fall der Inaktivierung
spricht man von allosterischer (nichtkompetetiver) Hemmung. Bei der
unkompetetiven Hemmung lagert sich der Inhibitor an den Enzym-Substrat-Komplex
an. Bei der Endprodukthemmung mindert das Reaktionsprodukt den Substratumsatz.
Bei der Substrathemmung wirken hohe Substratkonzentrationen hemmend, indem
sich die Substratmolekiile gegenseitig beim Erreichen des aktiven Zentrums
behindern (ROMPP, 1995).

Zur Beschreibung der enzymatischen Téatigkeit wird gemaB der IUPAC/IUB
(International Union of Pure and Applied Chemistry / International Union of Bio-
chemistry) die sog. Enzymaktivitat in Units (U oder IU) angegeben. Sie beschreibt die
Enzymmenge, die pro Minute ein mmol Substrat umsetzt. Alternativ beschreibt die
Einheit Katal (kat) die Enzymmenge, die ein mol Substrat pro Sekunde umsetzt (1
kat = 6*10” U; 1 U = 16,67 nkat). Die spezifische Aktivitat bezieht die Aktivitat auf die
beteiligte Enzymproteinmenge am gesamten Protein eines Enzympraparates
(ROMPP, 1995).
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Die Bezeichnung von Enzymen erfolgt nach den Regeln der von der Comission of
Enzymes der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) und der
International Union of Biochemistry (IUB) aufgestellten Klassifizierung, der sog.
,enzyme Nomenclature” (NC-IUBMB, 1992). Sie ordnet jedem Enzym einen
Trivialnamen (Pepsin, Laccase) und einen systematischen Namen zu. Vereinfachend
zusammengefasst beinhaltet der systematische Name den Substratnamen (wobei
Wasser nicht genannt wird), die jeweils katalysierte Reaktion (die der Enzymklasse
bzw. einer Unterklasse entspricht) und endet auf —ase. Zum Beispielt lautet der
systematische = Name der Oxidoreduktase Laccase: Benzendiol:oxygen
oxidoreductase (ROMPP, 1995).

Die von der IUPAC / IUB aufgestellte Klassifizierung teilt alle Enzyme in 6
Hauptklassen auf (Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen,
Isomerasen, Ligasen; Laccase gehdrt in die Hauptklasse 1: Oxidoreduktasen). Jedes
Enzym erhalt eine Schlisselzahl (EC-Nr.), die mit ,EC* beginnt und sich aus vier,
durch Punkte voneinander getrennte Zahlen zusammensetzt. Die Zahlen bezeichnen
die Hauptklasse, 1. u. 2. Unterklasse und eine laufende Nummer. Z.B. lautet die EC-
Nummer fir Laccase EC 1.10.3.2. Unterschiedliche Proteine eines Organismus, die
dieselbe Reaktion katalysieren und dieselbe EC-Nummer haben, werden multiple
Enzymformen genannt. Werden sie von verschiedenen Genen erzeugt, spricht man
von Isoenzymen oder Isozymen (ROMPP, 1995).
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2.4 Laccase und das Laccase-Mediator-System

2.4.1 Laccase

Das Enzym Laccase [EC 1.10.3.2; p-diphenol:dioxygen oxidoreductase] zahlt zur
Enzymklasse der Oxidoreduktasen. Es wird mit den Enzymen L-Ascorbatoxidase
[E.C. 1.10.3.3] und Caruloplasmin [EC 1.16.3.1] zur Gruppe der sog. blauen Kupfer-
proteine (“blue copper oxidases” oder “multicopper oxidases”) zusammengefasst
(MESSERSCHMIDT und HUBER, 1990; REINHAMMAR und MALMSTROM, 1981).
Neuere Studien ordnen auch die Enzyme Phenoxazinon-Synthase, Bilirubin-Oxidase
[EC 1.8.3.5], Dihydrogeodin-Oxidase, Sulochrin-Oxidase [EC 2.10.3.8] und FET3 in
diese Gruppe ein (SOLOMON et al, 1996).

Laccasen kommen in einer Vielzahl von Organismen vor, wie Bakterien (ARIAS et
al., 2003; FAURE et al., 1994; SALAS et al., 1996), Pilze (SBAGHI et al., 1996),
Pflanzen (O’'MALLEY et al.,, 1993) oder Insekten (ANDERSEN, 1985), wo sie
unterschiedliche Funktionen wahrnehmen. Die bakterielle Laccase von Cryptococcus
neoformans unterstitzt beispielsweise die Oxidation von Dihydroxyphenylalanin zu
melanindhnlichen Pigmenten (SALAS et al., 1996). Laccasen von Insekten sind an
der Chitinbiosynthese (ANDERSEN, 1985), pflanzliche Laccasen an der Lignin-
biosynthese (O'MALLEY et al., 1993) beteiligt. Pilzliche Laccasen finden sich in
Asco- (LITVINTSEVA und HENSON, 2002; KURTZ und CHAMPE, 1982), Deutero-
(ZOUARI et al., 1987) und vor allem Basidiomyceten. Sie dienen zur Pigmentbildung
durch Polymerisierung von Melaninvorstufen zu hochmolekularem Melanin
(LITVINTSEVA und HENSON, 2002; KURTZ und CHAMPE, 1982), zur Aushértung
des Zellverbandes von Fruchtkérpern (LEATHAM und STAHMANN, 1981), zur
Bildung von Abwehrstoffen gegen Bakterien (EGGERT, 1997), zum Abbau von
Huminsauren (CHEFETZ et al., 1998; SCHEEL et al., 1999) oder zum Ligninabbau
(ANDER und ERIKSSON, 1976; KIRK und FARRELL, 1987).

Laccasen katalysieren Redoxreaktionen, bei denen mit der Substratumsetzung
Sauerstoff in einer 4-Elektronen-Reduktion zu Wasser reduziert wird. Die Umsetzung
des Substrates erfolgt als Ein-Elektron-Oxidation. Es sind also vier Ein-Elektronen-
Oxidationen an Substratmolekllen notwendig, um ein Sauerstoffmolekil zu zwei
Molekiilen Wasser zu reduzieren (REINHAMMAR und MALMSTROM, 1981;
SOLOMON und LOWERY, 1993; YOUN et al., 1995 a).
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Dazu besitzen Laccasen ein komplex aufgebautes aktives Zentrum, das aus drei
verschiedenen Proteinstrukturen besteht, die Kupferatome enthalten. Diese Kupfer-
Proteine werden in der Fachliteratur unterschiedlich bezeichnet (Tab. 2.2).

Tab. 2.2: Bezeichnungen der Kupfer-Proteine von Laccase

Bezeichnungen Anzahl Cu-Atome
T1 type 1 copper 1 blue copper site 1
T2 type 2 copper 2 normal copper site 1
T3 type 3 copper 3 coppled copper site 2

Die Kupferzentren T2 und T3 werden auch als T2/T3- bzw. type2/type3-trinuclear
cluster zusammengefasst. XU (2001) fasst die vermuteten Funktionen zusammen:
Das T1-Kupferzentrum lagert sich an das zu oxidierende Substrat an und Ubernimmt
ein Elektron des Substrates. Das Elektron wird intern an den T2/T3-trinuclear cluster
Ubertragen. Dort erfolgt die Reduktion des Sauerstoffs zu Wasser. Einen detaillierten
Uberblick (iber Aufbau und Funktion des aktiven Zentrums der Laccase liefern
SOLOMON und LOWERY (1993), SOLOMON et al. (1996) oder POTTHAST (1998).

Als Substrate flr Laccase kommen verschiedene organische Substanzen in Frage.
Dazu zahlen o- und p-Diphenole, Aminophenole, Polyphenole, methoxy-substituierte
Phenole, Polyamine, Aryldiamine, phenolische Lignineinheiten und einige
anorganische lonen (THURSTON, 1994; YAROPOLQV et al., 1994). Bei der Ein-
Elektronen-Oxidation phenolischer Substrate entstehen unter H-Abstraktion
Phenoxylradikale, die niedermolekulare Abbauprodukte bilden oder zu hdher-
molekularen Polymeren reagieren kénnen (GEIGER et al.,, 1986 b; KAWAI et al.,
1987; HIGUCHI 1990). Nichtphenolische (veretherte) Lignineinheiten kénnen von
Laccase alleine nicht angegriffen werden.

Das groBe Substratspektrum der Laccasen ist fir Enzyme untypisch. Dies liegt am
vermuteten Fehlen einer Bindungstasche fiir das Substrat (SOLOMON et al., 1996)
bzw. an ihrer flachen Ausfihrung (XU, 1996 b), so dass die Geschwindigkeit der
Substratumsetzung im Wesentlichen von der Redoxpotentialdifferenz zwischen
Laccase und Substrat abhangt.

Unter den Substraten gibt es solche, die nur eine Ein-Elektronen-Oxidation erfahren
(z.B. ABTS oder Phenothiazine, vergl. Kap. 2.4.2.2) und andere, die unter H-
Abstraktion und Ein-Elektronen-Oxidation reagieren (Phenole). Dies hat Bedeutung
fir die pH-abhangige Geschwindigkeit der durch Laccase katalysierten Reaktionen
(XU, 1997). Bei Substraten mit reiner Ein-Elektronen-Oxidation ist der optimale pH-
Wert von der Laccase abh&ngig. Deren Oxidationspotential am T1 bleibt zwar im pH-
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Bereich von pH 2,7 bis 11 in etwa unverandert, doch wird das Enzym mit Zunahme
des pH-Wertes in steigendem MaBe durch Hydroxylionen am T2/T3 inhibiert.
Substrate mit H-Abstraktion und Ein-Elektron-Ubertragung, z.B. Phenole, kdnnen
dagegen mit steigendem pH-Wert leichter oxidiert werden, da ihr Redoxpotential
sinkt. In diesem Fall resultiert der optimale pH-Wert fir die Reaktionsgeschwindigkeit
aus dem Ausmal der pH-Wert-abhangigen Inhibierung der Laccase und der pH-
Wert-abhangigen Oxidierbarkeit des Phenols.

Laccasen unterscheiden sich je nach Herkunft in ihren Eigenschaften.
Pflanzenlaccasen besitzen Molekulargewichte im Bereich von 90-130 kDa
(SOLOMON et al.,, 1996). Die meisten pilzlichen Laccasen besitzen geringere
Molgewichte, die bei 55 bis 65 kDa bzw. 55 bis 90 kDa liegen (HATAKKA, 1994;
PETER und WOLLENBERGER, 1997), doch kénnen auch hdhere Molgewichte
erreicht werden (SOLOMON et al.,, 1996). Strukturelle Unterschiede zwischen
Laccasen verschiedener Herkinfte kdnnen mit Hilfe des isoelektrischen Punktes
aufgezeigt werden, da dessen flr Proteine (Enzyme) charakteristische Lage von der
Anzahl der sauren und basischen Gruppen und deren Lage im Molekil beeinflusst
wird (ROMPP, 1995). DRIOUICH et al. (1992) geben fiir den isoelektrischen Punkt
zweier Laccasen aus Bergahorn (Acer pseudoplatanus) den Bereich von pH 3,8 bis
5,3 an, BAO et al. (1993) fir eine Laccase von Pinus taeda einen pH-Wert von 9.
Isoelektrische Punkte pilzlicher Laccasen liegen im Bereich von pH 2,6 bis 5,2, die
meisten bei pH 2,9 bis 3,5 (GIGI et al., 1981; GEIGER et al., 1986 a; SANNIA et al.,
1986; ZOUARI, et al., 1987; HATAKKA, 1994; EGGERT et al., 1996; SCHNEIDER et
al., 1999; DE LA RUBIA, et al., 2002; SAPARRAT et al., 2002). Die Hoéhe des
Redoxpotentials begrenzt die Breite des Substratspektrums der Laccasen.
Entscheidend ist dabei die Redoxpotentialdifferenz zwischen dem T1-Kupferzentrum
der Laccase und dem Substrat (XU, 1996 b). Pflanzenlaccasen besitzen mit ihrem im
Allgemeinen niedrigeren elektrochemischen Potential ein kleineres Substratspektrum
als Pilzlaccasen. Doch kdénnen auch zwischen pilzlichen Laccasen groBe
Eigenschaftsunterschiede beobachtet werden. Zwar besitzen viele Laccasen von
Pilzen ein Redoxpotential im Bereich von 0,7 bis 0,8 Volt und damit ein um 0,3 Volt
héheres als Laccasen von Pflanzen, doch sind auch pilzliche Laccasen bekannt,
deren Redoxpotential lediglich im Bereich von 0,5 Volt liegt (XU et al., 1996). Auch
innerhalb eines Organismus kénnen verschiedene Laccasen vorkommen. So finden
ZOUARI et al. (1987) beim Deuteromyceten Botrytis cinerea verschiedene
Isoenzyme, die sich bezlglich des isoelekirischen Punktes, des Zuckergehaltes und
der Temperaturstabilitat unterscheiden. Bei Trametes versicolor sind drei
verschiedene Laccasen bekannt (MOROHOSHI et al.; 1987). Trametes villosa
(YAVER und GOLIGHTLY, 1996; YAVER et al., 1996) und Pleurotus ostreatus
(YOUN et al., 1995 a) besitzen ebenfalls multiple Laccaseformen.
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Intensiv untersucht wurden Laccasen pflanzlichen und pilzlichen Ursprungs. Bei
Pflanzen spielen Laccasen vermutlich eine wichtige Rolle bei der Erzeugung von
Ligninvorstufen wahrend der Lignifizierung der Zellwand, indem sie Monolignole zu
Dimeren und Polymeren héherer Ordnung oxidativ verknipfen (O'MALLEY et al.,
1993). Doch ist es bisher noch nicht gelungen, den pflanzenphysiologischen
Reaktionsmechanismus darzustellen.

Weit verbreitet sind Laccasen bei holzabbauenden WeiBfaulepilzen (HATAKKA,
1994; SRINIVASAN et al., 1995). In Kombination mit anderen Enzymen beteiligen sie
sich am Ligninabbau von Holz (ANDER und ERIKSSON, 1976; KIRK und FARRELL,
1987; LEONOWICZ et al., 1999). Wie bei Pflanzen ist die genaue Rolle von Laccase
bei der pilzlichen Delignifizierung noch nicht aufgeklart (HATAKKA, 1994).
Untersuchungen mit aus WeiBfaulepilzen isolierten Laccasen zeigen, dass das
Enzym phenolische Substrate in verschiedener Richtung veréndert. Polymerisation
und Depolymerisation werden beobachtet, wobei die Polymerisationsreaktion
iberwiegt (GEIGER et al., 1986 b; HUTTERMANN et al., 1980; ISHIHARA und
MIYAZAKI, 1972; KAWAI et al., 1987; LEONOWICZ et al., 1985; THURSTON, 1994).
LEONOWICZ et al. (1985) beobachten dabei an fraktionierten Lignosulfonaten, dass
hochmolekulare Substratmolekiile bevorzugt abgebaut werden, wogegen die
niedermolekularen vorwiegend polymerisieren. NUTSUBIZDE et al. (1998) vermuten,
dass fir die depolymerisierende Wirkung nicht das Enzym Laccase, sonderen ein
weiteres Enzym, eine sog. ,Depolymerase”, verantwortlich ist. Sie beobachten bei
ihren in vivo-Versuchen mit dem Laccase aber nicht MnP oder LiP produzierenden
Pilz Trametes cingulata die hintereinander abfolgende Polymerisaton und
Depolymerisation von Lignin, wobei sie die polymerisierende Wirkung einer Laccase
und die depolymerisierende Wirkung einer zweiten Oxidase (,Depolymerase®)
zuordnen, die vom Pilz erst in einer spateren Wachstumsphase produziert wird.
Dieses Enzym zeigt laccasedhnliche Eigenschaften, kann aber nicht né&her
charakterisiert werden, da es auBerhalb der lebenden Pilzzelle nicht stabil ist.

Mit der Entdeckung des Laccase-Mediator-Systems durch BOURBONNAIS und
PAICE (1990) kommt als weiterer Erklarungsansatz das Vorhandensein natirlicher
Mediatoren im lebenden Pilz hinzu (zum Begriff Mediator vergl. Kap. 2.4.2). Die
polymerisierende Wirkung isolierter Laccase in vitro kann in diesem Fall mit dem
Fehlen des Mediators im Laccasepraparat oder mit dem Nichtfunktionieren des
Mediators unter Laborbedingungen erklart werden. POTTHAST (1998) konnte mit
Laccase in Verbindung mit dem synthetischen Mediator ABTS und monomerer
Phenole als Substrat die zeitliche Abfolge von Polymerisation und Depolymerisation
beobachten. Dabei handelt es sich bei der Polymerisierungsreaktion der
Monophenole um eine rasch ablaufende Reaktion, die mit Hilfe der MALDI-TOF MS-
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Technik (matrix assisted laser desorption ionization - time of flight mass
spectroscopy) zu Beginn der Reaktion gut zu beobachten ist. Die
Depolymerisierungsreaktion der Polyphenole lauft deutlich langsamer ab und tritt
dann in den Vordergrund, wenn die Aufbaureaktion durch Verbrauch der Monomere
an Geschwindigkeit verloren hat. Damit ist die Konzentration zweier Substrate
(Monomere und Oligomere) ausschlaggebend fir die Reaktion (Polymerisation und
Depolymerisation) und die zu erhaltenden Reaktionsprodukte.

Wie bereits erwahnt, zeigen Untersuchungen an Lignin-Modellsubstanzen, dass das
Enzym Laccase alleine nicht in der Lage ist, nichtphenolische Substrate abzubauen.
Das Substratspektrum beschrankt sich auf phenolische Ligninbausteine. Durch den
enzymatischen Angriff entstehen Phenoxylradikale, die in nichtenzymatischen
Folgereaktionen polymerisieren oder - z.T. unter Beteiligung von molekularem
Sauerstoff - Abbauprodukte bilden kénnen (HIGUCHI, 1990; KAWAI et al., 1988 a).
Als Abbaureaktionen sind Alkyl-Aryl-Spaltungen, Cg-Oxidationen und Cg-Cg-
Spaltungen sowie Decarboxylierung, Demethylierung, benzylische Oxidationen,
Oxidationen von Doppelbindungen, Hydroxylierung und Ring6ffnungsreaktionen
bekannt (vergl. Tab. 2.4).

Tab. 2.4: Beispiele flir Reaktionen von Laccase mit Modellverbindungen
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(YOUN et al., 1995 a)
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(LEONOWICZ et al., 1984)
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Polymerisierung, Oxidative Decarboxylierung, Demethylierung, Chinonbildung
ISHIHARA und ISHIHARA 1976
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(LUNDQUIST und KRISTERSSON, 1985)
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g@ 5 ﬁH

@Q :

MeO OMe
OH

Depolymeristion, C,-Oxidation, Aryl-Alkyl-Spaltung, C,-Cg-Spaltung
(HIGUCHI, 1990)
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(HIGUCHI, 1990; KAWAI et al., 1988 b; KAWAI et al., 1987)
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Depolymerisation, C,-Cg-Spaltung
(HIGUCHI, 1990; KAWAI et al., 1988 b; KAWAI et al., 1987)

OXIdatlon Offnung des aromatischen Rings
(HIGUCHI, 1990; KAWAI, 1988a
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(CRESTINI und ARGYROPOULOS, 1997)
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CH3
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(CRESTINI und ARGYROPOULOS 1997)
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Hydroxylierung*, Oxidierung der Doppelblndung
(CRESTINI und ARGYROPOULOS, 1997)
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2.4.2 Laccase-Mediator-System

2.4.2.1 Alilgemeine Ubersicht

Der kombinierte Einsatz von Laccase mit sog. Mediatoren (speziellen Katalysatoren)
ermoglicht eine Erweiterung des Substratspektrums von phenolischen auf
nichtphenolische, veretherte Einheiten. So kénnen BOURBONNAIS und PAICE
(1990) mit Hilfe von Laccase und ABTS die Oxidation nichtphenolischer
Ligninmodellbausteine nachweisen. Weiterfuhrende Arbeiten (BOURBONNAIS und
PAICE, 1992 und BOURBONNAIS et al., 1995; CALL und MUCKE, 1994) zeigen,
dass mit Hilfe der Kombination von Laccase, Sauerstoff und Mediator im sog.
,Laccase-Mediator-System* Sulfatzellstoff effektiv delignifizert werden kann. Dies war
bis dahin mit isolierter Laccase alleine nicht mdglich. Die Erweiterung des
Substratspektrums wird damit erklart, dass durch Verwendung des Mediators
Substanzen angegriffen werden kdnnen, die dem aktiven Zentrum der Laccase nicht
zuganglich sind. Dies erfolgt einerseits dadurch, dass das relativ kleine
Mediatormolekil = Reaktionsorte erreichen kann, die dem volumindsen
Laccasemolekul nicht zugénglich sind und andererseits dadurch, dass durch die
chemischen Eigenschaften der Mediatoren neue Reaktionsmechanismen bei der
enzymatischen Substratumsetzung genutzt werden kdnnen.

Der in der Literatur flir das Laccase-Mediator-System allgemein akzeptierte
Reaktionsmechanismus kann wie in Abb. 2.5 in vereinfachter und idealisierter Form
als Redoxkaskade dargestellt werden (PAICE et al., 1999). Sauerstoff wird im
aktiven Zentrum der Laccase in einer Vier-Elekironen-Reduktion zu Wasser
reduziert. Die dazu notwendigen Elektronen stammen von Mediatormolekullen, die
gleichzeitig vom Enzym (durch Ein-Elektronen-Abstraktion) oxidiert werden. Bei der
Anwendung zur Zellstoffbleiche muss der oxidierte Mediator solange stabil bleiben,
dass er in die Zellwand eindringen und dort das Lignin oxidieren, d.h.
depolymerisieren kann. Der stark oxidierende Mediator ist also das eigentliche
Agens, das im Gegensatz zum voluminésen Laccasemolekil durch die Faserporen
diffundiert.

0, X Laccase >< MediatoroxX Substrat

H,O Laccase,, Mediator Substrat,,
Abb. 2.5: Vereinfachte Redoxkaskade der Delignifizierung mit dem LMS-System nach
PAICE et al., 1999
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In diesem idealisierten Modell sind Sauerstoff und Substrat die einzigen
Komponenten, die irreversibel verbraucht werden. Laccase und Mediator scheinen
unverandert aus dem Redoxzyklus wieder hervorzugehen. Zudem scheint nur ein
bestimmter Reaktionsmechanismus zwischen Laccase, Mediator und Substrat
abzulaufen.

Tatsachlich werden in den Untersuchungen zur Reaktionskinetik des LMS
verschiedene Reaktionsmechanismen vorgeschlagen, die mehr oder minder weit
vom oben dargestellten Modell abweichen und vom gewahlten Mediator sowie vom
verwendeten Substrat abhangig sind. Haufig wird dabei ein Aktivitatsverlust der
Laccase und ein Verbrauch des Mediators beobachtet. Durch die Tatsache, dass
sich Laccasepraparate in der Fahigkeit unterscheiden, diverse Reaktionen zu
katalysieren (PAICE et al.,, 1997; KRUUS und VIIKARI, 2001), wird zudem ein
direkter Vergleich der Ergebnisse verschiedener Arbeiten zu den Reaktions-
mechanismen des komplexen LMS erschwert.

Das Laccase-Mediator-System wird im sauren Milieu (pH 3,5 bis 6,5) bei
Temperaturen von 40 bis 65°C und 0,1 bis 1 MPa Sauerstoffdruck angewendet
(PAICE et al., 1995 a; CALL und MUCKE, 1996). Damit liegt der pH-Wert nicht im
Bereich typischer Ligninreaktionen bei Holzaufschluss oder Zellstoffbleiche, bei
denen im stark sauren oder stark alkalischen Medium gearbeitet wird. Temperatur
und Sauerstoffdruck stellen ebenfalls milde Bedingungen dar, unter denen in
Abwesenheit von Katalysatoren keine wesentliche Anderung am Ligningeriist
eintreten sollte (POTTHAST, 1998). Im Verlauf der Reaktion entstehen alkalilésliche
Ligninfragmente. Zur maximalen Absenkung des Ligningehaltes ist daher in
Anschluss an die Laccase-Mediator-Behandlung eine alkalische Extraktionssstufe
notwendig. Der Begriff ,Laccase-Mediator-System* (LMS) umfasst im Allgemeinen
die komplette Abfolge einer Inkubationsphase mit Laccase und Mediator (LM) und
einer anschlieBenden alkalischen Extraktion (E), die auch als aktivierte
Extraktionsstufe (E*) (CHAKAR und RAGAUSKAS, 2000), d.h. als Peroxidbleichstufe
(P) oder sauerstoffunterstiitzte Peroxidbleichstufe (OP) durchgefiihrt werden kann.
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2.4.2.2 Mediatoren

Im Zusammenhang mit dem LMS versteht man unter Mediatoren niedermolekulare
Substanzen mit elektronenlbertragenden Eigenschaften, die als Katalysator wirken.
Sie ermdglichen also unter gegebenen Bedingungen Reaktionen, die ansonsten
nicht ablaufen wirden.

AMANN (1997) formuliert ein Eigenschaftsprofil, das Mediatoren aus anwendungs-
bezogenen Gesichtspunkten erflllen missen. Dies sind Wasserléslichkeit, niedriges
Molgewicht, Befahigung zur Elektronenlbertragung, Besitz eines ausreichend hohen
Redoxpotenzials flr den Substratabbau, Eignung als Substrat flr Laccase, keine
inhibierende Wirkung auf Laccase, gute biologische Abbaubarkeit und Umwelt-
vertraglichkeit, niedriger Preis und Marktverfligbarkeit. Die Forderung nach der Aus-
bildung eines Radikals als oxidierte Mediatorspezies ist Uberholt, da z.B. beim
Mediator TEMPO das lon das aktive Agens darstellt. POTTHAST (1998) ergénzt
diese Liste mit den Forderungen nach reversiblem Redoxverhalten, dem Ausbleiben
toxischer Folgeprodukte und unerwinschter Verfarbungsreaktionen. Bisher ist kein
Mediator bekannt, der allen diesen Anforderungen gerecht wird.

ABTS [2,2’-Azino-bis-(3-ethylthiazolin-6-sulfonsaure)]

ABTS wurde als erster wirkungsvoller Mediator fir das LMS von BOURBONNAIS
und PAICE (1990) entdeckt (Abb. 2.6). Es wird im LMS schrittweise oxidiert. Zuerst
entsteht das Kationradikal ABTS*®, nach Entfernung eines weiteren Elektrons das
Dikation ABTS?* (HUNIG et al., 1964; SCOTT et al., 1993).

ABTS ist eine weiBe Substanz, die in Wasser sehr gut I6slich ist. Das Kationradikal
ist stark mesomeriestabilisiert und kann als persistent betrachtet werden. Es besitzt
eine sehr intensive dunkelblau-grine Farbung. Das Dikation ist an seiner tief
purpurroten Farbe zu erkennen (BOURBONNAIS et al.,, 1998). ABTS weist ein
reversibles Redoxverhalten auf, was eine Anwendung als Mediator in unter-
stéchiometrischen Mengen ermdglichen sollte (JAKOB et al., 1999). Fir die Bleiche
von Zellstoff hat ABTS neben dem sehr hohen Preis einen schwerwiegenden
Nachteil. Die intensive, blaugrine Farbe des Kationradikals fuhrt zu verfarbten
Zellstoffen (PAICE et al., 1995 a; BOURBONNAIS und PAICE, 1996, NELSON et al.,
1998, POTTHAST, 1998). Die dunkle Farbe intensiviert sich mit steigendem Lignin-
gehalt des Zellstoffs, was eine Kopplung von ABTS bzw. ABTS-Bruchstlicken an das
Lignin vermuten I&sst.
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POTTHAST (1998) hat das Verfarbungsverhalten von ABTS untersucht. Als
Modellsubstanz fur Lignin wahlte sie dazu 2,6-Dimethylphenol, das im Beisein von
Laccase und ABTS zu einer tiefroten Verbindung reagiert. Sowohl durch das ABTS-
Kationradikal als auch durch Laccase direkt entstehen aus dem Phenol
Phenoxylradikale. In der Folge werden sowohl Spaltprodukte aus dem ABTS-
Kationradikal gebildet als auch Kopplungsprodukte aus ABTS-Fragmenten und
Phenol. Diese stark gefarbten Kopplungsprodukte von chinoider Struktur sind
aufgrund der Sulfonsauregruppen gut wasserléslich, kdénnen auf die Fasern
aufziehen und erklaren somit die starken Verfarbungen.
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Abb. 2.6: ABTS (1), ABTS-Kationradikal ABTS™ (2), ABTS-Dikation ABTS™ (3) ABTS-
Abbauprodukte (4,5) sowie Kopplungsprodukt aus ABTS und Phenol (6) (POTTHAST, 1998)

HBT (HOBT; 1-Hydroxybenzotriazol)

HBT gehdrt mit ABTS zu den am intensivsten untersuchten und in der technischen
Anwendung effektivsten Mediatoren.

HBT ist ein weiBes Pulver, das in Wasser schwer |8slich ist, aber beispielsweise mit
Aceton als Ldsungsvermittler in Lésung gebracht werden kann. HBT l&sst sich in
organischen inerten Lésungsmitteln bei Ausschluss von Luftsauerstoff mit Bleioxid
oder m-Chlorperbenzoesaure zum Benzotriazolyloxid (BT*) oxidieren (AURICH und
WEISS, 1973). Dieses Radikal ist im Gegensatz zu ABTS*® ungeladen, besitzt eine
hohe Reaktivitdt gegentber leicht deprotonierbaren Substanzen und ist in protischen
Lésungsmitteln sehr instabil, da es sofort unter H-Abstraktion abreagiert (AURICH et
al.,, 1977 aund b).
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Unter den Bedingungen des LMS wird im Beisein von Laccase und Sauerstoff
ebenfalls das Benzotriazolyloxidradikal gebildet (BOURBONNAIS et al., 1998;
POTTHAST, 1998). Dieses ist im LMS mit Laccase und HBT das aktive Agens. Wie
bei AURICH ist das Radikal instabil und wird letztendlich irreversibel abgebaut. Es
besitzt eine Halbwertszeit von 9 Minuten (POTTHAST, 1998). Das
Hauptreaktionsprodukt der Umsetzung von HBT ist 1H-Benzotriazol (BT) (SEALEY
und RAGAUSKAS, 1997; POTTHAST und KOCH, 1997; POTTHAST, 1998). Dieses
ist als Mediator nicht mehr wirksam. In einer Nebenreaktion wird neben BT ein
wasserldslicher, roter Farbstoff gebildet. Fur diesen schlagt POTTHAST (1998) die
Struktur 2,2’-Diaminoazobenzen vor (vergl. Abb. 2.7).

Abb. 2.7: HBT (1), Benzotriazolyloxidradikal BT (2), Abbauprodukt 1H-Benzotriazol BT (3)
sowie Nebenabbauprodukt 2,2™-Diaminoazobenzen (4) (POTTHAST, 1998)

Beim kombinierten Einsatz von HBT und Laccase kann eine starke Inhibierung des
Enzyms beobachtet werden, was vermutlich auf die Ausbildung kovalenter
Bindungen zwischen der aktiven Mediatorkomponente und aromatischen
Aminosauren des Laccaseproteins zuriickzufihren ist (AMANN, 1997). Dabei wird
die N-OH-Bindung des HBT irreversibel gespalten. Zum Teil werden Aminosauren
aus dem Protein entfernt. Laccasepraparate verschiedener Herklnfte erweisen sich
gegendber dem denaturierenden Effekt des HBT unterschiedlich empfindlich. So
zeigen KRUUS und VIIKARI (2001), dass unter den gewahlten Bedingungen
Laccase von M. thermophila durch HBT (wie auch durch den Mediator Violursaure)
ein starke Inaktivierung erfahrt, dass dagegen aber Laccase von T. villosa und T.
hirsuta im Rahmen der Versuchsparameter von HBT unbeeinflusst bleibt. Ein
weiterer Nachteil von HBT ist die begrenzte biologische Abbaubarkeit (FREUDEN-
REICH et al., 1998; VIIKARI et al., 1999 a).
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Phenothiazine

SCHNEIDER und PEDERSEN (1995) fUhrten Phenothiazinderivate als Mediatoren
fir Laccase ein. Dieses System wurde in der Textilbleiche im sog. DeniLight™-
Prozess zur Bleiche von Denim (Indigo) verwendet (NOVO NORDISK, 1996), doch
wurde dieser Mediator mittlererweile durch Methylsyringat ersetzt (MULLER, E.,
2002: mdl. Mitt.). Bei anwendungsorientierten Versuchen an Zellstoff (BOUR-
BONNAIS et al., 1997; PAICE et al., 1997), Farbstoff (SOARES et al., 2001 a) oder
Anthrazen (JOHANNES et al, 1996) wird von keinem oder nur maBigem Erfolg
berichtet. Die Verbindung ist nur gering wasserléslich. Die Wasserl6slichkeit der
Phenothiazine l&sst sich durch Synthese mit Sulfonsduregruppen zu z.B. 10-Methyl-
10H-3,7-phenothiazin-3,6-disulfonsdure (MPTDS) oder Methylazaphenothiazinpro-
pionsaure (MAPTS) verbessern (JAKOB et al., 1999). Es sind jedoch keine Unter-
suchungen bekannt, bei denen diese Mediatoren im LMS angewendet werden.

Phenothiazinpropionsaure (PTPS) stellt die Mediatorkomponente der Phenothiazine
dar, aus der sich in Folge von Lichteinwirkung oder Ein-Elektronen-Oxidation das
Phenothiazinylradikal PTPS*® (Abb. 2.8) bildet. Durch Folgereaktionen wird das
Molekul am Schwefelatom zum Sulfoxid oxidiert. Damit steht es dem LMS nicht mehr
als Mediatorchemikalie zur Verfugung. PTPS besitzt damit kein reversibles Redox-
verhalten. Es muss in stéchiometrischen Mengen eingesetzt werden (POTTHAST,
1998).

Ogsgosactose

Abb. 2.8: Phenothiazinpropionsdure PTPS (1), Phenothiazinylradikal PTPS™ (2) und
Abbauprodukt Sulfoxid (3) (JAKOB et al., 1999)

NHAA (N-Hydroxyacetanilid)

Wie HBT gehért NHAA (1) zur Gruppe N-OH-haltiger Mediatoren (Abb. 2.9). Im
Tierversuch besitzen Derivate der N-Hydroxyacetanilide teilweise eine carzinogene
Wirkung (FISCHBACH et al., 1984).
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Amann (1997) stellte NHAA (N-Hydroxyacetanilid) als Mediator vor, der anders als
HBT Laccase nicht inhibiert. Angewandt im LMS handelt es sich um ein effektives
und verglichen mit anderen Mediatoren rasch wirkendes Delignifizierungsagens
(FREUDENREICH et al., 1998).

Im LMS erfolgt als Hauptreaktion in Gegenwart von Laccase und Sauerstoff die
Bildung des Nitroxylradikals (NHAA®) (2), das mit phenolischen Ligninfragmenten
weiterreagiert und diese oxidiert (Abb. 2.9). Das Nitroxylradikal wird dabei irreversibel
zum N-Phenylacetamid (3) reduziert (FREUDENREICH et al., 1998; POTTHAST,
1998) und steht dem LMS nicht mehr als Mediator zur Verfiigung. In einer Reihe von
Laccase-unabhangigen Nebenreaktionen entstehen weitere Abbauprodukte. Aus N-
Phenylacetanilid (3) entstehen N-Phenylhydroxylamin (4), Nitrosobenzen (5) und
Nitrobenzen (6). N-Phenylhydroxylamin (4) und Nitrosobenzen (5) kdénnen
Azoxybenzen (7), Azobenzen (8) und Anilin (9) bilden. Bisacetylierte Produkte (10)
entstehen durch Umacetylierung von NHAA oder durch Acetylierung bei Ausflihrung
des LMS in Acetatpuffer. In dkologischer und toxikologischer Hinsicht bedenklich ist
die Entstehung von Nitrosobenzen (5), Nitrobenzen (6), Azoxybenzen- (7) und
Azobenzenderivaten (8) sowie von Anilin (9) (POTTHAST, 1998).
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Abb. 2.9: Mégliche Abbauwege von NHAA (POTTHAST, 1998)

Den Vorteilen von NHAA, rasche Reaktion und fehlende Enzyminhibierung, stehen
damit zwei gravierende Nachteile gegentber: Der Verlust des teuren NHAA in
stéchiometrischen Mengen und die Bildung toxischer, z.T. cancerogener Abbau-
produkte.
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VA (Violursaure; 5-(Hydroxyimino)-2,4,6-(1H,3H,5H)-pyrimidintrion)

VA ist ein gelbliches, in Alkohol Iésliches Pulver. In Wasser 16st es sich nur schwer
unter Ausbildung einer intensiven violetten Farbe. In Anwesenheit von Metall-
Kationen (z.B. Cu, Co, Alkali- u. Erdalkalimetalle) entstehen farbintensive Chelate
(ROMPP, 1995). VA wurde von AMANN (1997) als Mediator vorgestellt und kommt
wie NHAA in der Literatur relativ haufig, jedoch deutlich seltener als ABTS und HBT
als Mediator fir das LMS vor. In Bleichversuchen werden mit VA wie bei den bisher
vorgestellten Mediatoren sehr gute Bleichergebnisse erzielt (KANDIOLLER und
CHRISTOV, 2001 a). Auch mit Hilfe dieser Chemikalie kann das Substratspektrum
auf nichtphenolische Ligninstrukturen erweitert werden (FABBRINI et al., 2002). Bei
der Oxidation durch Laccase wird VA (FREUDENREICH et al., 1998) Uber die
Iminform zu Alloxan und anderen Produkien abgebaut (Abb. 2.10). Neben der
Neigung zu Verfarbungen ist bei VA das im Vergleich zu HBT starkere AusmaB
beziiglich der Inhibierungseffekte auf Laccase nachteilig (LI et al., 1999; KRUUS und
VIIKARI, 2001).
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Abb. 2.10: Violursdure und Abbauprodukte nach FREUDENREICH et al. (1998)

TEMPO (2,2’,6,6’-Tetramethyl-1-Piperidinyloxyl Radikal)

TEMPO wurde zwar bereits von FREUDENREICH et al. (1998) als Mediator fir die
Zellstoffdelignifizierung vorgestellt, doch wird diesem Mediator erst in der jungsten
Literatur als delignifizierendes Agens fir das LMS Beachtung geschenkt (FABBRINI
et al., 2001). Im LMS erweist sich TEMPO als effektiver Mediator fir die Umsetzung
nichtphenolischer Substrate. Primare und sekundare Benzyl-, Allyl- sowie
Alkylalkohole, Benzylether sowie primare und tertidre Benzlyamine werden in die
entsprechenden Aldehyde umgebaut (FABBRINI et al., 2002). KRUUS und VIIKARI
(2001) berichten von der Umsetzung von Veratrylalkohol zu Veratrylaldehyd.

FABBRINI et al. (2001) schlagen einen Reaktionsmechanismus fir die TEMPO-
unterstitzte Umsetzung nichtphenolischer Substrate vor (Abb. 2.11). Dabei ist die
aktive Mediatorspezies das Oxoammoniumion (FREUDENREICH et al., 1998).
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Laccase oxidiert zu Reaktionsbeginn das stabile Oxylradikal zum Oxoammoniumion,
das bei der Substratoxidation zum Hydroxylamin abreagiert. Aus dem Hydroxylamin
entsteht entweder im sauren Milleu durch Disproportionierung oder unter
Laccaseeinfluss wieder die Radikalform, die mit Hilfe des Enzyms wieder zum
Oxoammoniumion oxidiert wird.
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Abb. 2.11: Mdbglicher Reaktionsmechanismus zur Laccase-unterstlitzten Substratoxidation
durch TEMPO (FABBRINI et al., 2001)

Nicht zur Modifizierung nichtphenolischer Substrate, sondern zur selektiven
Oxidation primarerer Alkoholgruppen von Polysacchariden zu Carbonyl- und
Carboxylgruppen nutzen VIIKARI et al. (1999 b) und JETTEN et al. (2000) TEMPO.
An Stelle chemischer Oxidantien zur Oxidation des Radikals zum aktiven
Oxoammoniumion verwenden sie Laccasen und andere Oxidasen. FAGERSTROM
et al. (2001) berichten vom Abbau von Hexenuronsauren mit Hilfe von Laccase und
TEMPO.

Weitere Mediatoren

Die Patentliteratur bietet eine Flille weiterer Substanzen, die als Mediatoren in Frage
kommen kénnten (SCHNEIDER und PEDERSEN, 1995; CALL, 1996; AMANN,
1999). Dazu gehdren beispielsweise Remazol Brillantblau, 1-Nitroso-2-naphtol-3,6-
disulfonsaure, 2-Nitroso-1-naphtol-4-sulfonsdure, 3-Nitrosochinolin-2,4-diol oder Phe-
noxazine. Allerdings erflillen diese Stoffe die an Mediatoren gestellten Kriterien nur in
geringem MaBe. Vor allem starke Verfarbungen, eine geringe Wasserléslichkeit und
zu hohe Preise verhindern einen sinnvollen Einsatz (POTTHAST, 1998).
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2.4.2.3 Reaktionsmechanismen im LMS

Die im LMS bei der Umsetzung diverser Substrate ablaufenden Reaktionsmechanis-
men sind bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Die Darstellung des LMS als
idealisierte Redoxkaskade (Abb. 2.5) stellt nur ein stark vereinfachtes Modell dar. Die
Reaktionsablaufe sind bedeutend komplexer und hdngen vom eingesetzten Laccase-
praparat, Mediatortyp, Substrat und Reaktionsmedium ab. Die Reaktionsprodukte
kdnnen vielfaltiger Natur sein. Neben den Reaktionsprodukten des Substrates finden
sich Abbauprodukte des Mediators und Kopplungsprodukte, an denen Laccase-,
Mediator- und Substratbestandteile beteiligt sein kénnen. Mediatortyp, Substrat,
Reaktionsmedium, Reaktions-, Abbau- und Kopplungsprodukie selbst kdnnen
ausschlaggebend fir das zu erzielende Endergebnis sein.

Die Bedeutung des Laccasepraparates fir die Umsetzung bestimmter Substrate im
LMS demonstriert POTTHAST (1998) bei der Umsetzung aromatischer Methyl-
gruppen unterschiedlich substituierter Toluene. Von drei verschiedenen Laccase-
praparaten war nur das Praparat des japanischen Herstellers Mercian Corporation in
der Lage, die Reaktion zum entsprechenden Aldehyd zu katalysieren. Dieses
Praparat besitzt vier verschiedene Laccase-lsozyme. Die Laccaseprdparate von
Trametes villosa (SP 504) und Myceliophthora thermophila (SP 850) des danischen
Herstellers Novozymes beinhalten dagegen nur jeweils ein Isozym und sind zur
Katalyse dieser Reaktion nicht fahig. Der Grund fir die Abwesenheit weiterer
Isozyme ist bei den letzten beiden Préaparaten darin zu suchen, dass sie mit Hilfe
eines gentechnisch verdnderten Organismus (Aspergillus spec.) erzeugt wurden.
Hier gelang vermutlich nur die Ubertragung eines Gens, das fiir die Exprimierung
eines bestimmten Laccase-lsozyms verantwortlich ist. Auch KRUUS und VIIKARI
(2001), BOURBONNAIS et al. (1997) und LI et al. (1999) berichten von Unter-
schieden bezuglich der Effizienz verschiedener Laccase-Préparate.

Der Einfluss der Mediatorwahl fir den Einsatz im LMS deutet sich bereits bei der
Besprechung der verschiedenen Mediatoren an. Die reaktive Mediatorspezies kann
ein Radikal (HBT®), ein Kation (TEMPQ"), ein Kationradikal (ABTS**) oder Dikation
(ABTS™) sein (BOURBONNAIS et al., 1998; FABBRINI et al., 2002). Entsprechend
werden bei Einsatz verschiedener Mediatoren bei Umsetzung des gleichen
Substrates unterschiedliche Reaktionsmechanismen vorgeschlagen. POTTHAST
(1998) und POTTHAST et al. (2001) haben beispielsweise die Reaktionskinetik des
LMS beim Einsatz der Mediatoren ABTS und HBT fir die Umsetzung des
nichtphenolischen Substrates 2,4 Dimethoxybenzylalkohol verglichen.
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Bei Einsatz von ABTS kann die Reaktion hinsichtlich des Sauerstoffverbrauches in
zwei Phasen aufgeteilt werden (Abb. 2.12). Die erste Phase ist eine rein enzymatisch
gesteuerte Reaktion, in der fast ausschlieBlich ABTS mit Hilfe von Laccase zum
Kationradikal ABTS®* oxidiert wird. Die Reaktion erfolgt rasch, der Sauerstoff-
verbrauch ist entsprechend hoch. Die zweite Phase stellt keinen rein enzymatischen
Reaktionsmechanismus dar und besteht aus mehreren voneinander abhangigen
Teilreaktionen. Dabei wird deutlich weniger Sauerstoff verbraucht. Zunachst wird das
Kationradikal ABTS®** zum Dikation ABTS™ oxidiert, was vermutlich durch Dispro-
portionierung des ABTS** bei gleichzeitiger Rickbildung von ABTS geschieht. Das
Dikation ABTS™ oxidiert den Alkohol zum Aldehyd und reagiert selbst zum
Kationradikal ABTS®** oder zu ABTS zurlick. ABTS wird von Laccase erneut zum
Dikation oxidiert.

Abb. 2.12: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus zur LMS-katalysierten Umsetzung von
2,4-Dimethoxybenzylalkohol mit ABTS als Mediator (POTTHAST, 1998)

Verwendet man unter gleichen Reaktionsbedingungen anstelle von ABTS HBT als
Mediator, zeichnet sich ein anderer Reaktionsmechanismus ab (POTTHAST, 1998
und POTTHAST et al., 2001). HBT wird nur zum Radikal HBT*® oxidiert (Abb. 2.13).
Diese Reaktion erfolgt deutlich langsamer als bei ABTS und stellt bei der Umsetzung
des Alkohols zum Aldehyd den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Dabei
wird Sauerstoff Uber die gesamte Reaktionszeit kontinuierlich verbraucht. Die
Gesamtreaktion ist im Gegensatz zur Reaktion mit ABTS die ganze Zeit enzymatisch
bestimmt. Bei hoher HBT-Konzentration erfolgt eine irreversible Inhibierung des
Enzyms. Steigt daher die eingesetzte HBT-Menge, nimmt zwar die Aldehydbildung
zu, gleichzeitig wird jedoch die Laccase verstarkt inhibiert, so dass die
Reaktionsgeschwindigkeitszunahme abflacht. Bei Verwendung von HBT kommt es
auBerdem bei steigender HBT-Konzentration zu einem allm&hlichen Wechsel des
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Reaktionsverhaltens, bei dem zwei Grenzfalle zu beobachten sind. Bei sehr geringen
HBT-Konzentrationen (HBT/ArOH<1) ist die Bildung des HBT® reversibel.
Sauerstoffverbrauch und Aldehydbildung erfolgen im stéchiometrischen Verhaltnis
1:2. Bei hohen HBT-Konzentrationen (HBT/ArOH>5) folgt nach Bildung des HBT® mit
der Umsetzung des Substrates die irreversible Zersetzung des Mediators zu
Benzotriazol (BT). Sauerstoffverbrauch und Aldehydbildung erfolgen im stdchio-
metrischen Verhaltnis 2:3. Bei HBT-Konzentrationen zwischen diesen Extremwerten
sind beide Reaktionsmechanismen an der Reaktion beteiligt.
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Abb. 2.13: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus zur LMS-katalysierten Umsetzung von
2,4-Dimethoxybenzylalkohol mit HBT als Mediator (POTTHAST, 1998)

POTTHAST (1998) demonstriert auch die Bedeutung des vorliegenden Substrates
fir die Art und Weise des stattfindenden Reaktionsmechanismus. Zu diesem Zweck
oxidiert sie mit Hilfe von T. versicolor — Laccase (Fa. Mercian) und Mediator ABTS
unterschiedlich substituierte Benzylalkohole, Methylaromate und Propenylbenzene
zum jeweils entsprechenden Aldehyd.

Zur Oxidation von Benzylalkoholen (vergl. Abb. 2.12 und Fall A in Abb. 2.14) werden
groBe Mediatormengen im stéchiometrischen oder Uberstéchiometrischen Verhéltnis
zum Substrat bendtigt, da vermutlich das Dikation ABTS™ in einem 2-Elektronen-
Prozess die Oxidation bewirkt (vergl. Abb. 2.12). Entsprechend des chemischen
Gleichgewichtes ist es im System nur in geringen Mengen vorhanden, so dass fir
messbare Reaktionsgeschwindigkeiten hohe Mediatorkonzentrationen notwendig
sind. Fur diesen Reaktionstyp ist die Einlagerung des Mediators in das aktive
Zentrum der Laccase fir die Erzeugung des Dikations ABTS™ entscheidend. Die
Einlagerung des Benzylalkohols in das aktive Zentrum der Laccase ist dazu nicht
notwendig.
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Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei der Oxidation von Methylaromaten (Fall
B in Abb. 2.14) wird dagegen bei geringen Mediatormengen erreicht. Die Oxidation
dieser Substrate erfordert die Durchflhrung von 4-Elektronen-Prozessen.
POTTHAST (1998) sieht die Aufgabe des Mediators in der Uberfiihrung des aktiven
Zentrums der Laccase in eine aktivierte Form, wonach das Enzym dann befahigt ist,
Redoxzyklen aus 4-Elektronen-Prozessen durchzufihren. Ist das Enzym einmal mit
Hilfe von ABTS aktiviert worden, wird die aktivierte Form der Laccase nach jedem
Redoxzyklus durch die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser zuriickgewonnen, so
dass der Mediator fur die weitere Reaktion nicht mehr bendtigt wird. Die Reaktion
von Laccase mit dem Mediator verlduft viel schneller als die Reaktion von Laccase
mit den Methylaromaten. Daher funktioniert die Umsetzung von Methylaromaten mit
Hilfe aktivierter Laccase nur, wenn ABTS in so geringer Menge vorhanden ist, dass
sie zwar zur Aktivierung der Laccase (durch Ubertragung von einem Elektron vom
Mediatormolekil auf das Enzym) ausreicht, nicht aber zur Vollendung eines
Redoxzyklus (durch Ubertragung von vier Elektronen auf das Enzym und weiter auf
den Sauerstoff). Bei Uberschuss von ABTS wiirde Laccase ausschlieBlich den
Mediator in Ein-Elektronen-Schritten oxidieren. Die Reaktion mit Methylaromaten
wilrde dann durch die Schnelligkeit der Ein-Elektronen-Schritte und durch eine
Blockade des aktiven Zentrums durch den Mediatoriiberschuss verhindert.

Die Oxidation von konjugierten Doppelbindungen vom Typ des 1-Propenylbenzens
(Fall C in Abb. 2,14) wird durch isolierte Kationradikale ABTS®** erzielt. Laccase
oxidiert nur das ABTS zum Radikal, reagiert aber selbst mit der Verbindung nicht.
Wird alternativ zum ABTS HBT als Mediator eingesetzt, werden im Wesentlichen die
gleichen Abbauprodukte erzeugt. Als aktives Agens nimmt POTTHAST (1998) das
Benzotriazolyloxid BT® an. Die Reaktion hat also einen radikalischen Charakter.

Die Art des aktiven Agens héangt also vom Substrattyp (und der
Mediatorkonzentration) ab und ist bei Benzylalkoholen das Dikation des ABTS, bei
Methylaromaten die aktivierte Laccase und bei Propenylbenzen das Kationradikal
des ABTS.
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Abb. 2.14: Einfluss der Substrate (A Benzylalkohole, B Methylaromate, C konjugierte
Doppelbindungen) auf den Reaktionsmechanismus im LMS (POTTHAST, 1998), dargestelit
als vereinfachte Redoxkaskaden analog zu Abb. 2.5

Das letzte Beispiel liefert auch ein Beispiel flr die Bedeutung des Reaktionsmediums
fir die Entstehung der Substratabbauprodukte. Beim LMS-unterstiitzten Abbau
konjugierter Doppelbindungen vom Typ des 1-Propenylbenzens (1) handelt es sich
im ersten Schritt um eine Epoxidierungsreaktion. Nach der Epoxidierung 6ffnet im
Fall der Verwendung von Acetatpuffer (pH 4,5) das anwesende Acetat das
intermediér gebildete Oxiran (3) und es bilden sich die Ringéffnungsprodukte 4 und 5
(Abb. 2.15). Veratrylaldehyd (2) entsteht vermutlich in einer radikalischen
Nebenreaktion. In Phosphatpuffer (pH 6,0) und Citratpuffer (pH 3,5) werden dagegen
keine Ringo6ffnungsprodukte des Epoxids gefunden.

(0]
HO HO
7 CHO OAc OH
— + + e +
OMe OMe OMe OMe OMe
OMe OMe OMe OMe OMe

Abb. 2.15: Oxidationsprodukte von 1,2-Dimethoxy-4-(1-propenyl)-benzen (POTTHAST,
1998)
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Beispiele zu Reaktions-, Abbau- und Kopplungsprodukten wurden bereits bei der
Beschreibung der Mediatoren gegeben, ein Beispiel fur die Konzentrations-
verhaltnisse in diesem Kapitel (vergl. Abb. 2.13).

2.4.2.4 LMS-katalysierte Substratumsetzungen

Die Entdeckung, dass mit Hilfe von Mediatoren das Substratspektrum fiir Laccasen
von phenolischen auf nichtphenolische (= veretherte) Strukturen erweitert werden
kann (BOURBONNAIS und PAICE, 1990), fihrte zu zahlreichen weiterfihrenden
Untersuchungen. Die Reaktionen, die dabei mit ABTS als Mediator beobachtet
werden, kdnnen zu 5 Reaktionstypen zusammengefasst werden (CHEN et al., 2000;
POTTHAST, 1998). Dies sind (vergl. Tab. 2.5) die Oxidation benzylischer Alkohole
zum entsprechenden Aldehyd (BOURBONNAIS und PAICE, 1990), die Oxidation der
Hydroxylgruppe am Ca-Atom zum entsprechenden Keton (BOURBONNAIS und
PAICE, 1990), die oxidative Spaltung der Ca-Cp-Bindung (BOURBONNAIS und
PAICE, 1990), Decarboxylierung und benzylische Oxidation von Veratrylsaure
(MUHEIM et al., 1992) sowie die Offnung und Spaltung von Ca-CB-
Doppelbindungen, die an den benzylischen Ring konjugiert sind (CHEN et al. 2000).

CRESTINI und ARGYROPOULOS (1997) beobachten daneben die Oxidation von
Diphenolen vom Stilbentyp (vergl. Tab. 2.4). Die Laccase-unterstitzte Umsetzung
dieses Substrates kann allerdings nur bei Vorliegen als phenolisches Substrat mit
Hilfe der Mediatoren ABTS wund HBT weiter gesteigert werden. Der
Mediatoreneinsatz bleibt wirkungslos, wenn die nichtphenolische Stilbenstruktur
eingesetzt wird.
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Tab. 2.5: Modellreaktionen mit ABTS als Mediator (aus Potthast, 1998, ergédnzt)

CH>OH

o G

Benzylische Oxidation des Alkohols zum Aldehyd
(BOURBONNAIS und PAICE 1990)

5 Q

OMe
OMe

C,-Oxidation der Hydroxyl- zur Ketogruppe
(BOURBONNAIS und PAICE, 1990)

{0 Q-0

Ca-Cg-Spaltung
(BOURBONNAIS und PAICE, 1990)

COOH

CH>0OH
Qe

Decarboxyllerung, benzylische Oxidation
(MUHEIM et al., 1992)

Ac on © onc  ON"oac
+ + +
OMe OMe OMe
OMe OMe OMe

Offnung und Ca-CB-Spaltung konjgierter Doppelbindungen
(CHEN et al., 2000)
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Die direkte Spaltung der Etherbindungen und Ringéffnungsreaktionen durch das
LMS mit ABTS als Mediator wurden bisher noch nicht dokumentiert. Verwendet man
HBT an Stelle von ABTS, kdénnen auch diese Reaktionen neben benzylischer
Oxidation, Cqg-Oxidation der Hydroxyl- zur Ketogruppe und C,-Cg-Spaltung
beobachtet werden (KAWAI et al., 1999 b). Tab. 2.6 veranschaulicht die bisher
beobachteten Reaktionen mit Ligninmodellsubstanzen.

Tab. 2.6: Modellreaktionen mit HBT als Mediator
CH20OH

ST oW

Benzylische Oxidation des Alkohols zum Aldehyd
(BOURBONNAIS et al., 1997)

G

C.-Oxidation der Hydroxyl- zur Ketogruppe
(BOURBONNAIS et al., 1997)

~0{0—Q @

€

C,-Oxidation, C,-Cg-Spaltung

BOURBONNAIS etal., 1997)

/©/OCQH5 /©/OCQ Hs
Laccase, HBT i
OC,H OC2H5 OCQHS OCQHS
5

OMe
C,-Oxidation, p-O-4-Spaltung
(SREBOTNIK et al., 1998)
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HO. MeO CHo HO

“%éé&m

OAc
C.-Oxidation, C,-Cg-Spaltung, B-O-4- Spaltung KAWAI et al., 1999 a)

HO HO
HO
O ; ; COOH
OMe
OMe
OAc Ac

C,-Oxidation, C,- C,;-Spaltung, B-0O-4- Spaltung
(SREBOTNIK und HAMMEL, 2000)

OMe OMe
OMe OMe
OMe OMe

Cq-Oxidatlon, Ca-Cp-Spaltung
(SREBOTNIK und HAMMEL, 2000)

HO._MeO [ HO._MeO i OCHO
HO HO —C
o] o)
OMe + OMe
OMe OMe

OAc | OAc

OMe

Aromatische Ringoffnung
(KAWAI et al., 1999 b)

Die Reaktionsmechanismen, die zu den Oxidationsprodukten fiihren, sind auch
heute noch nicht vollstandig verstanden. Nicht zuletzt deswegen, weil systematische
Untersuchungen unter Einbeziehung verschiedener Substrate, Laccasen und
Mediatoren fehlen. Untersuchungen zu LMS-Reaktionen kommen daher zu z.T. sehr
unterschiedlichen Ergebnissen.

So schlagen FREUDENREICH et al. (1998) einen Reaktionsmechanismus fir die
Spaltung eines nichtphenolischen 3-O-4-gebundenen Dimers vor. Durch die Behand-
lung mit Laccase, Mediator HBT und Sauerstoff kommt es zunachst zur Oxidation der
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benzylischen Hydroxylgruppe zum Keton (Cs-Oxidation), aus dem unter den Bedin-
gungen einer alkalischen Extraktionsstufe das entsprechende Olefin entsteht, das
unter neutralen oder sauren Bedingungen leicht gespalten werden kann (Abb. 2.16).
Far eine ausreichende Delignifizierung halten die Autoren eine alkalische Extrak-
tionsstufe nach einer Laccase-Mediator-Behandlung fur unerlasslich.

OMe ©:OM6 ©:OMG C[OMG
96 o
HO

(0] NaOH N OH O

HO OH LMS/O, _O a __O H,O + _0

OMe OMe OMe OMe
OMe OMe OMe OMe

Abb. 2.16: B-Aryl-Ether-Spaltung nach Ca-Oxidation der benzylischen Alkoholgruppe durch
das LMS (T.versicolor-Laccase / HBT) und anschlieBender kombinierter alkalischer sowie
neutral - saurer Behandlung (FREUDENREICH et al., 1998)

SREBOTNIK et al. (1998) gelingen dagegen bereits nach einer einfachen Behand-
lung mit T. villosa-Laccase und HBT ohne alkalische Extraktion sowohl die Spaltung
der B-O-4-Bindung des nichtphenolischen Dimers als auch die Spaltung des ent-
sprechenden Ca-Carbonyl-Derivatives (Tab. 2.6). BOURBONNAIS et al. (1997)
wiederum kdnnen an einer sehr dhnlichen Modellsubstanz, die an Stelle von Ethoxy-
Methoxygruppen besitzt, lediglich die Oxidation des Ca-Atoms zur Ketogruppe
beobachten (Tab 2.6). Es lasst sich jedoch schwer beurteilen, ob dieser Unterschied
von der Wahl der Laccase (von T. versicolor), des Mediators (ABTS) oder der
weniger reaktiven Modellsubstanz herrihrt (SREBOTNIK et al., 1998). BALAKSHIN
et al. (2001) schlagen schlieBlich einen Reaktionsmechanismus fir den Abbau (-O-
4-veretherter Ligninstrukturen vor, der im Gegensatz zum Mechanismus von
FREUDENREICH et al. (1998) unabhangig von der vorhergehenden Oxidation der
benzylischen OH-Gruppe ist, da die Methylierung benzylischer OH-Gruppen des
Substrates auf die Delignifizierungsrate keinen Einfluss hat. BALAKSHIN et al.
(2001) folgern, dass der Reaktionsweg von FREUDENREICH et al. (1998) nicht den
Hauptreaktionsweg darstellt.



44 Allgemeiner Teil

B . CHO COOH

OAr OAr
OH OH R +
OH o|-£ OCHj3 OCHg3;
OCHg3 OCHs .
OR | OR ] -—» Ar-O-CH-CH,OH

> Ar-O-CH-CH,OH
> Ar-O-CH,-COOH
L~ R-O-CH,-COOH

Abb. 2.17: Vorgeschlagener Aryl-Kation-Radikal-Reaktionsmechanismus fiir den Abbau von
B-O-4-Strukturen in Restlignin bei der LMS-unterstiitzten Sulfatzellstoffbleiche mit HBT als
Mediator (BALAKSHIN et al., 2001)

Neben der Bedeutung der benzylischen OH-Gruppe wird vor allem die Bedeutung
der phenolischen OH-Gruppe uneinheitlich diskutiert.

Einen Beitrag zu dieser Frage liefert die Arbeit von CRESTINI et al. (2001), die sich
mit der Oxidation der phenolischen Modellsubstanz Vanillylalcohol und isolierten
Restligninen durch Laccase alleine bzw. durch Laccase und HBT als Mediator
beschaftigt. Der wesentliche Effekt von HBT zur Ausweitung des Reaktions-
spektrums scheint in der Erzeugung von Perhydroxylionen aus Benzylradikalen und
Sauerstoff zu liegen. Mit Laccase alleine erfolgt lediglich die oxidative Kopplung von
Vanillylalkohol zu Diphenolen und in sehr geringem Umfang die Oxidation der
Hydroxylgruppe am Cq,-Atom zum Carbonyl. Dagegen kénnen im LMS zusatzlich die
Bildung von o- und p-Chinonen, Demethylierung und aromatische Ringspaltungen
beobachtet werden (Abb. 2.18). Reaktionen von Laccase mit isoliertem Restligin von
Sulfatzellstoff fihren zu oxidativen Kopplungsreaktionen (Polymerisation). Im LMS
wird dagegen die Bildung kondensierter Strukturen vermindert. Hier kénnen Seiten-
kettenoxidationen und die Bildung von Additionsprodukten mit Sauerstoff beobachtet
werden. Der Ausgangspunkt fir die Oxidationsreaktionen des LMS bei Einsatz von
HBT wird wie bei SEALEY und RAGAUSKAS (1996) oder POPPIUS-LEVLIN et al.
(1997 a) in den freien phenolische OH-Gruppen des Lignins gesehen. Das HBT-
Radikal erweitert das Reaktionsspektirum der Laccase auf die Oxidation von Seiten-
ketten (Abb. 2.18, Reaktionsweg B). Ein mdglicher Mechanismus ist die H-
Abstraktion an benzylischen Gruppen. Das entstehende Benzylradikal (3) besitzt ein
hohes Reaktionsvermdgen mit Sauerstoff. Solch ein Intermediat reagiert mit Sauer-
stoffaddition. Das Ergebnis ist bei gleichzeitiger Freisetzung eines Perhydroxylions
ein Produkt mit oxidierter Seitenkette (4). Das mit Hilfe von HBT generierte Per-
hydroxylion reagiert nun mit Phenoxylradikalen des phenolischen Rings (2), in 3, 4
oder 1-Position (Reaktionswege C-E) zu Ringdffnungsprodukten (Muconsauren) (5),
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o-Chinonen (6), Methanol und Peroxid sowie nach Reduktion zu demethylierten
Ligninstrukturen (7) und schlieBlich im Fall E zu p-Chinonen (8). Die Phenoxyl-
radikale (2) sind zuvor aus der Oxidation von Laccase ohne Mediator hervor-
gegangen (Reaktionsweg A).

HO. Lignin

Radikalkopplung

Disproportionierung

Lignin /ﬁe( OCH3 O,-Addition
o<
«_Lignin (0] Lignin
Lignin N
OCHs HOO:
ng OCHs OCH3 OCH3
OH

L

HO. Lignin HO. Lignin
X
ocHy —— || 5
codocHe
Ho "\ O
(0]
HO Lignin HO Lignin HO Lignin HO Lignin
Cc H*
p— "M% (AOfOH @ Reduktion
E AN
OCHs 0—CHs3 o wo OH
o o ( o 0 Ze OH
T CH3OH

O0—0— 2
m Lignin-CHO
OCHg OCHs
e} (0]

Abb. 2.18: Vorgeschlagener Reaktionsweg flir die LMS-unterstiitzte Oxidation von Lignin mit
HBT als Mediator (CRESTINI et al., 2001)

Um die Bedeutung der freien phenolischen Hydroxylgruppen fir diesen Reaktions-
mechanismus zu Uberprifen, wurden diese durch Acetylierung bzw. Methylierung
blockiert, worauf an den Restligninen keine Verédnderungen mehr beobachtet werden
kénnen. CRESTINI et al. (2001) folgern, dass HBT bei der Oxidation nichtphe-
nolischer Ligninuntereinheiten nicht als Mediator wirkt. Im Einklang dazu beobachtet
POTTHAST (1998) eine starke Inhibierung der LMS-unterstitzten Delignifizierung
(mit den Mediatoren ABTS bzw. HBT) methylierter Sulfatzellstoffe, also veretherter
Ligninstrukturen, so dass auch sie zum Schluss kommt, dass phenolische Hydroxyl-
gruppen bei der LMS-Reaktion am Lignin eine Schllsselrolle einnehmen, wenn auch
das LMS in der Lage ist, bei Verwendung niedermolekularer Modellverbindungen
schwer oxidierbare Strukturen, wie veretherte Phenole, an Stelle von komplexen
Ligninstrukturen erfolgreich zu oxidieren.
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BALAKSHIN et al. (2001) kénnen dagegen die Bedeutung freier phenolischer
Hydroxylgruppen nicht bestéatigen. In dieser Untersuchung hat weder die Methy-
lierung benzylischer noch phenolischer Hydroxylgruppen einen Einfluss auf die
Delignifizierung, was vermutlich daran liegt, dass phenolische Einheiten sowohl an
Polymerisierungs- als auch Depolymerisierungsreaktionen beteiligt sein kdénnen.
WEN et al. (1999) beobachten, dass der Sauerstoffverbrauch bei der Lignin-
umsetzung nicht vom Gehalt phenolischer Hydroxylgruppen abhangt. Dies stimmt
auch mit der Beobachtung Uberein, dass wahrend einer mehrstufigen LMS-
Behandlung die Sauerstoffaufnahme pro Gramm Restlignin nicht zurlckgeht
(BALAKSHIN et al., 2000), obwohl bekannt ist, dass der Gehalt phenolischer
Hydroxylgruppen im Restlignin durch die enzymatische Behandlung abnimmt
(SEALEY und RAGAUSKAS, 1996; TAMMINEN et al., 1998; WEN et al., 1999).
WEN et al. (2001) beobachten schlieBlich, dass der Gehalt phenolischer Hydroxyl-
gruppen durch die Behandlung mit Laccase und HBT deutlich sinkt, aber mit der
Durchfluhrung der alkalischen Extraktion wieder neue phenolische Hydroxylgruppen
entstehen und vermuten, dass diese bei der Spaltung von alkalilabilen (-O-4-
Etherbindungen gebildet werden. Da die Spaltung dieser Ether bei Vorhandensein
von a-Carbonylgruppen erleichtert wird (CRISS et al, 1998), kommt der Ca-
oxidierenden Wirkung des LMS eine groBe Rolle zu (WEN et al, 2001).
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2.4.3 Anwendungsgebiete fiir Laccase und das Laccase-Mediator-System

Auf Grund ihres weiten Substratspekirums bietet Laccase eine Vielzahl denkbarer
Anwendungsmadglichkeiten, auf die hier kurz eingegangen werden soll. Lediglich die
Anwendung auf dem Gebiet der Textilveredelung besitzt Praxisrelevanz.

2.4.3.1 Zellstoffbleiche

Die erste Veroffentlichung, die von einer effizienten Delignifizierung eines Zellstoffes
mit Hilfe isolierter Laccase berichtete, ist die Arbeit von BOURBONNAIS und PAICE
(1992). In dieser wird Laccase von Trametes versicolor mit dem Mediator ABTS im
Laccase-Mediator-System kombiniert. In der Folge werden weitere Chemikalien als
Mediatoren erkannt (CALL, 1994 b). Weiterflhrende Untersuchungen zeigen die
Eignung dieses Systems fir die Delignifizierung und Bleiche von Zellstoffen aus
unterschiedlichen Aufschlussverfahren (z.B. Sulfat-, Soda-, Sulfit-, Milox-Aufschluss)
fir Laub- und Nadelholzarten (z.B. Birke, Eucalyptus, Kiefer, Fichte, Hemlock,
Bagasse) auf (z.B. CALL und MUCKE, 1996; NELSON et al., 1998; FU et al., 1999;
PAICE et al., 1995 b; FLINK und EK, 1997; KANDIOLLER und CHRISTOV, 2001 b;
POPPIUS-LEVLIN et al., 1997 b). Die Kappazahlen der meisten getesteten Zellstoffe
liegen im Bereich von 10-30. CHAKAR und RAGAUSKAS (1999 und 2000)
beschaftigten sich auch mit der Delignifizierung und Bleiche ligninreicherer Zellstoffe
bzw. Halbzellstoffe (Kappazahl 33,8 bzw. 75,4).

Bei der Zellstoffbehandlung wird bei Verwendung von ABTS die Freisetzung von
Methanol beobachtet, was auf einen Abbau der Methoxygruppen des Lignins
zurtickzufihren ist. Weiter tragt die Spaltung von Ca-CB-Bindungen zum Ligninabbau
bei (BOURBONNAIS und PAICE, 1992). SEALEY und RAGAUSKAS (1996)
beobachten beim Restlignin eines mit Laccase und HBT behandelten Zellstoffs eine
starke Erhéhung der Anzahl der Carboxylgruppen sowie eine Abnahme phenolischer
und phenolisch-kondensierter Einheiten. POPPIUS-LEVLIN et al. (1997 a) finden
ebenfalls nach der LMS-Behandlung vermehrt Carboxyl- und Carbonylstrukturen im
Restlignin vor, die unter anderem durch die mégliche Entstehung von Muconséaure-
derivaten erklart werden. Die Laccasebehandlung ohne Mediator fUhrt zu keiner
signifikanten Anderung der Anzahl phenolischer Hydroxylgruppen, wohingegen im
Beisein von HBT eine starke Abnahme verzeichnet wird. In beiden Arbeiten werden
(wie bei CRESTINI et al., 2001) die phenolischen Hydroxylgruppen des Lignins als
Hauptangriffspunkt des Mediators angesehen.
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Da in der Literatur zur Zellstoffbleiche die Delignifizierung im Vordergrund steht,
werden bis auf einzelne Ausnahmen nur die Ergebnisse nach vollstandiger LMS-
Behandlung, d.h. nach der an die Inkubation mit Laccase und Mediator anschlieBen-
den alkalischen Extraktionsstufe dargestellt. Die WeiBgradverbesserung geht dabei
normalerweise mit der erfolgreichen Delignifizierung einher. Wird allerdings der
Mediator ABTS verwendet, kommt es haufig zu Verfarbungen und WeiBgradabfallen,
die mit der Entstehung farbiger Kopplungsprodukte aus ABTS und Ligninfragmenten
erklart werden (PAICE et al., 1995 a; BOURBONNAIS und PAICE, 1996; NELSON et
al., 1998; POTTHAST, 1998). Dieser Nachteil kann mit Einfihrung des Mediators
HBT in die LMS-unterstitzte Zellstoffbleiche umgangen werden (CALL 1994 b).
Vereinzelte Arbeiten zeigen jedoch, dass auch dann an Stelle eines Bleicheffektes
eine WeiBgradminderung eintreten kann: FLINK und EK (1997) und POPPIUS-
LEVLIN et al. (1997 b) kdnnen nur bei einem Teil der Zellstoffe nach der LMS-
Behandlung neben der Kappazahlreduktion einen WeiBBegewinn erzielen. Bei den
nicht mit Sauerstoff vorgebleichten Sulfit- und Nadelholzsulfatzellstoffen (Ausgangs-
kappazahl 20 bzw. 25) und dem ligninreicheren Birkenzellstoff aus einem Milox-
aufschluss (Ausgangskappazahl 35) fuhrt die LMS-Behandlung zu einem WeiBgrad-
abfall. CHAKAR und RAGAUSKAS (1999 und 2000) beobachten den gleichen Effekt
bei Versuchen zur Bleiche von ungebleichten Sulfatzellstoffen hdherer Kappazahlen
(Ausgangskappazahl 33 bzw. 75). Allen drei Autoren gelingt es jedoch, mit Hilfe einer
Peroxidbleichstufe gegentber den enzymfreien Varianten eine intensivere Deligni-
fizierung sowie verbesserte WeiBgrade zu erzielen. Auch POTTHAST (1998) beob-
achtet nach einmaliger LMS-Anwendung mit den Mediatoren ABTS und HBT eine
Verdunkelung der Sulfatzellstoffe. Durch wiederholte LMS-Behandlungen kann sie
gegenuber der enzymfreien Referenz schlieBlich einen WeiBegewinn erzielen. Fir
die WeiBgradminderung wird die Bildung chinoider Strukturen infolge der LMS-
Behandlung verantwortlich gemacht.

Auf die WeiBgradentwicklung zwischen den einzelnen Prozessschritten einer
Laccase-Mediator-Behandlung und der anschlieBenden Extraktionsstufe wird in der
Literatur zur Zellstoffbleiche kaum eingegangen. POPPIUS-LEVLIN et al. (1997 b)
erzielen bei einem sauerstoffvorgebleichten Kiefernsulfatzellstoff (Ausgangskappa-
zahl 8,5) und einem Birkenzellstoff aus Milox-Aufschluss (Ausgangskappazahl 12,5)
bereits durch die Inkubation mit Laccase alleine bzw. mit Laccase und Mediator
einen WeiBegewinn, der mit Hilfe der alkalischen Extraktion weiter erhdht werden
kann. Dies gelingt jedoch nicht mit einem ungebleichten Kiefernsulfatzellstoff
(Ausgangskappazahl 25) und einem ligninreicheren Zellstoff aus Miloxaufschluss
(Ausgangskappazahl 35). Hier tragt die alkalische Extraktion lediglich zum Ausgleich
des WeiBeverlustes bei.
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Abweichend von der LMS-Behandlung wird vereinzelt auch Uber die Laccase-
unterstutzte Zellstoffbleiche im neutralen bis schwach-alkalischen Bereich ohne
Zugabe von Mediatoren berichtet. DE CARVALHO et al. (1999) gewinnen Laccase
von Trametes versicolor-Kulturen, die bei pH-Werten von 7 bis 8 vermehrt werden.
Mit Hilfe einer vor der Chlordioxidbleichsequenz durchgefihrten Laccase-Behand-
lung kann der Ligningehalt des Sulfatzellstoffes aus Eucalyptus gesenkt und die
Endweise verbessert werden. Auch ALEKSANDROVA et al. (2001) berichten von der
erfolgreichen Bleiche eines Birken-Sulfatzellstoffes mit Laccase ohne Mediator. Nach
der einstufigen enzymatischen Behandlung erzielen sie einen WeiBgradgewinn von 5
Punkten gegeniber der laccasefreien Referenz (WeiBgrad 32%), der nach der
alkalischen Extraktion auf 8 Punkte ansteigt. Allerdings geht aus dem Bericht nicht
der pH-Wert der enzymatischen Inkubationsphase hervor.

Hinweise fur einen moéglichen Erkldrungsansatz fur eine Delignifizierung mit Laccase
ohne Mediator — zumindest jedoch fir eine intensive enzymatische Modifizierung von
Lignin innerhalb des Fasergeflges - liefern FELBY et al. (1997) an Hand ihrer
Untersuchungen zum Vorkommen von Radikalspezies bei mit Laccase behandelten
Holzfasern. Laccase alleine ist nur in der Lage, Lignin auf oder nahe der Oberflache
der Holzfasern sowie geldste bzw. colloidale Bestandteile des Lignins zu oxidieren.
Lignin, das sich im Inneren der Fasern befindet und fur das relativ groBe
Ligninmolekdl nicht zuganglich ist (SREBOTNIK und MESSNER, 1990), kann von
Laccase direkt nicht angegriffen werden. FELBY et al. (1997) vermuten jedoch, dass
durch Laccase zum Phenyl-Radikal oxidierte geléste bzw. colloidale Ligninbestand-
teile - ahnlich wie synthetische Mediatoren - auf Grund ihrer geringen GréBe in das
Fasergeflge einwandern kdnnen, um dort mit dem Lignin zu reagieren. Bestatigt wird
diese Vermutung durch eine spatere Arbeit (LUND et al., 2003). Sie konnten zeigen,
dass durch Laccase 55 pumol phenolische Endgruppen pro Gramm eines Sulfatzell-
stoffes oxidiert wurden, obwohl nur 5 pmol den phenolischen Endgruppen des Ober-
flachenlignins zugeordnet werden kénnen, so dass der Hauptanteil von 50 umol auf
Lignin im Inneren der Zellwand bezogen werden muss. Es sei jedoch daran erinnert,
dass sich die oxidierende Wirkung von Laccase alleine auf phenolische Gruppen
beschrankt und dass sich das Substratspektrum erst durch die Kombination von
Laccase und Mediator auf nichtphenolische Einheiten erweitert.

2.4.3.2 Enzymatische Kontrolle von Holzextraktstoffen

Bei der Herstellung von Holzschliff und TMP geht ein Teil des Holzes in Losung. Ein

weiterer Teil liegt in kolloider Form als sog. ,Pitch“ vor. Die gelésten Anteile, die im
Wesentlichen aus Lignanen und neutralen Zuckern bestehen, beeintrachtigen die
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Papierfestigkeiten. Die kolloidalen Bestandteile reprasentieren vor allem lipophile
Extraktstoffe, die zu Verunreinigungen auf der Papiermaschine und zu EinbuBen
hinsichtlich der Papierqualitat fUhren. Diese Extraktstoffe bestehen im Wesentlichen
aus Triglyceriden, Fettsauren, Harzsauren, Sterolen und Sterylestern.

BEATSON et al. (1999) und BUCHERT et al. (2001) untersuchen die Mdglichkeit,
diese in TMP-Prozesswassern enthaltenen Stoffe mit Hilfe von Laccase zu
entfernen. Das Enzym polymerisiert effektiv die niedermolekularen Lignane. Fett-
und Harzsauren werden in geringerem Umfang um- und abgebaut. KARLSSON et al.
(2001) untersuchen diesen Effekt an Modellsubstanzen. Die Laccasen modifizieren
in gewissem Umfang die Fett- und Harzsaurefraktionen. Bezlglich der Fettsauren
nimmt der Gehalt an Ol-, Linolen- und Pinolenséure ab. Harzs&uren, die konjugierte
Doppelbindungen besitzen, wie z.B. Abietin-, Neoabietin- und Palustrinsdure, werden
ebenfalls abgebaut.

2.4.3.3 Holzwerkstoffherstellung

In verschiedenen Bereichen wird Uber den Einsatz von Laccase fir die Herstellung
von Werkstoffen geforscht.

Fir die Holzwerkstoffherstellung (KHARAZIPOUR et al., 1997 und 1998) bieten sich
zwei Wege an. Mit Lignin als Bindemittel und Laccase als Radikalbildner kann ein
Zweikomponentenleim erzeugt werden. Bei entsprechender Faserqualitat ist auch
die Herstellung einer leimfreien Faserplatte durch Aktivierung des Oberflachenlignins
moglich: Bei der Holzfaserherstellung wird zur Vereinzelung der Fasern das Lignin
der Mittellamelle Gber den GlasUbergangspunkt erhitzt. Mit AbkUhlung der Fasern
bildet sich auf der Oberflache eine amorphe, glasartige Ligninkruste, welche die
Bindungskrafte konventioneller Leime negativ beeinflusst, was zu erhéhtem
Leimverbrauch fuohrt. Mit der radikalbildenden Laccase kann man das
Oberflachenlignin aktivieren, so dass sich beim Pressen der Platte Bindungen
zwischen den einzelnen Fasern ausbilden.

Mit dem bereits erwahnten Zweikomponentenleim aus technischem Lignin und
Laccase kbénnen weitere Verbundwerkstoffe mit nachwachsenden ,Nichtholz*-
Materialien wie Stroh oder Linters hergestellt (HUTTERMANN et al., 1998; BRAUN-
LULLEMANN et al., 1998) sowie organische Monomere, wie z.B. Acrylate, mit Lignin
zu Copolymeren verbunden werden (MAlI und HUTTERMANN, 1998). Auch
anorganische Materialien wie Mineral-, Glas-, Kohlenstoff- oder Metallfasern eignen
sich flr dieses Leimsystem (KHARAZIPOUR et al., 1993).
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2.4.3.4 Abbau umweltschadlicher Chemikalien

Ein weites Gebiet fir mdgliche Anwendungen von Laccase und Mediator bietet der
Abbau umweltschadlicher Chemikalien.

SARIASLANI et al. (1984) beschreiben dazu den Abbau des Pestizides Rotenon mit
Hilfe von Laccase und Mediator Chlorpromazin. AMITAI et al. (1998) nutzten fir den
Abbau des Nervengases ,VX* und des Insektizides ,Diisopropyl-Amiton“ Laccase
und ABTS.

Abwésser der Zellstoff-, Papier- und Textilindustrie, von Olrafinerien und Farbereien
sind oft mit aromatischen Verunreinigungen belastet, die toxisch und zum Telil
krebserregend sein kénnen (STAZI et al., 2001). Zu diesen Verunreinigungen
gehéren Phenole. Laccase bietet die Moglichkeit, diese zu polymerisieren. Die
entstehenden Oligomere besitzen eine verringerte Wasserléslichkeit (DEC und
BOLLAG, 1990) und kdnnen durch Zentrifugation oder Filtration entfernt werden.
Eine weitere Mdglichkeit bietet die Adsorption an speziellen Polymeren
(KRASTANOQV, 2000). Die enzymatische Polymerisation von Chlorophenolen mit
Hilfe von Oxidoreduktasen fiihrt zur Dechlorierung. Uber den Umbau halogenierter
zu geringer oder nicht halogenierten Produkten entstehen weniger toxische und
leichter biologisch abbaubare Strukturen (DEC und BOLLAG, 1990). LEONTIEVSKY
et al. (2001) untersuchten die Oxidation von Trichlorophenol mit Laccase und
TEMPO. Mit dem Mediator wird die Entstehung der schwierig zu handhabenden
Polymere verhindert. Die Autoren erwagen deshalb den Einsatz von TEMPO zur
Regulation des Polymerisationsgrades. ROSA und DURAN (2001) und MINUSSI et
al. (2001) beschaftigten sich mit der Entfernung von Phenolen aus Abwéssern der
Sulfatzellstoffindustrie mit Hilfe immobilisierter Laccase bzw. immobilisierter Laccase
und HBT. Den Abbau des stoffwechselaktiven Bisphenol A (2,2-bis(4-Hydroxyphe-
nol)) mit Hilfe von Laccase belegen FUKUDA et al. (2001). Die Substanz wird zur
Synthese von Polycarbonaten eingesetzt und ist Bestandteil entsprechender
industrieller Abwasser. Phenolische Abwasser sind auch ein Problem bei der
Herstellung von Olivendl. Auch hier werden Versuche mit Laccase durchgefihrt
(D’ANNIBALE et al., 1999 und 2000).

Mit dem Abbau von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAH)
beschaftigt sich intensiv die Arbeitsgruppe um HUTTERMANN. In der weit gefassten
Stoffgruppe befinden sich Substanzen, die mit Laccase alleine erfolgreich oxidiert
werden kénnen. Andere lassen sich nur im LMS umsetzen. Zum Teil besitzt das LMS
bei Stoffen, die sich bereits mit Laccase alleine umsetzen lassen, einen erhéhenden
Effekt auf die Substratumsetzung. So ist die Umsetzung von Anthracen bereits mit
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Laccase alleine erfolgreich, doch wird sie deutlich gesteigert, wenn Laccase in
Kombination mit HBT oder ABTS eingesetzt wird. Phenothiazine als Mediator
bringen keinen Effekt (JOHANNES et al., 1996). Acenaphthene und Acenaphthylene
kénnen mit Laccase alleine und mit Laccase und HBT vollstandig umgesetzt werden.
Der Mediator ABTS bleibt hier wirkungslos (JOHANNES et al., 1998). In einer
umfassenderen Studie untersuchen MAJCHERCZYK et al. (1998) 14 verschiedene
PAHs, von denen 11 mit Laccase alleine bei Umsetzungsraten von 10 bis 35%
oxidiert werden kdénnen (Acenaphtylen, Anthracen, Benzo[a]pyren, Acenaphthen,
Fluoranthen, Pyren, Benzo[alanthracen, Chrysen, Benzo[b]fluoranthen, Benzo[k]-
fluoranthen, Perylen). Mit HBT als Mediator kdnnen die Umsetzungsraten von 5
PAHSs, die bereits Laccasesubstrate sind (Acenaphtylen, Anthracen, Benzo[a]pyren,
Acenaphthen, Perylen) und ein PAH, das von Laccase alleine nicht umgesetzt
werden kann (Fluoren), zu 100 % oxidiert werden. Fir zwei weitere
Laccasesubstrate wird die Oxidierbarkeit auf 50 % erhéht (Pyren
Benzo[a]anthracen). ABTS erweist sich als wesentlich ineffektiver. Bei nur zweien
der Substrate, deren Umsetzbarkeit mit HBT gesteigert werden kann, wird dieser
Effekt auch mit ABTS erzielt (Anthracen und Benzo[a]pyren).

2.4.3.5 Textilindustrie

In der Textilindustrie bieten sich zwei Anwendungsbereiche fir den Einsatz von
Laccase an. Zum einen in der Textilveredelung, zum anderen fir die Kl&arung von mit
Textilfarben belasteten Abwéssern.

Textilveredelung

Der Einsatz von Laccase und Mediator als Bleichsystem fir Indigo - geférbte
Jeansstoffe hat sich in der Praxis etabliert. Wird das LMS niedrig dosiert mit einer
Cellulase-Behandlung kombiniert, erhalt man den optischen Effekt der ,stone-
washed” Jeans. Alternativ zur Hypochloritbleiche kénnen mit entsprechender
Laccasedosierung neue optische Effekte erzielt werden. Bei Jeansstoffen, die aus
weiBen und blauen Garnen hergestellt werden, wird allein der indigoblaue Faden
gebleicht. Der weiBe Baumwollfaden behalt seine urspringliche Farbe und fallt damit
dunkler aus als bei Anwendung der Hypochloritbleiche. Wird also das LMS bei
Stoffen angewandt, die aus zwei verschiedenfarbigen Faden hergestellt wurden, von
denen nur die Farbe des einen Fadens ein Substrat fir das LMS darstellt, kbnnen
neue optische Effekte erzielt werden, die mit Hilfe der konventionellen Bleiche nicht
erzielbar sind (NOVO NORDISK, 1997). Derzeit laufen Untersuchungen zur Bleiche
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indigogefarbter Fasern mit Laccase bei Verzicht auf einen Mediator (CAMPOS et al.,
2001 aund b).

Klarung von Abwassern der Textilindustrie

Die Textilindustrie ist der gréBte Verbraucher synthetischer Farbstoffe (EPA, 1996).
10-15% der eingesetzten Farbstoffmenge werden bei Textilfarbprozessen im
Abwasser wiedergefunden (BROWN et al., 1981). Viele dieser Farbstoffe besitzen
Azo-, Nitro- oder Sulfo-Gruppen und sind auf Grund der Md&glichkeit, beim Abbau
unter anaeroben Bedingungen krebserregende aromatische Amine zu bilden, éko-
logisch wie toxikologisch bedenklich (REYES et al., 1999; SOARES et al., 2002).
Laboruntersuchungen zeigen, dass Laccase alleine und das LMS zum Abbau dieser
Farbstoffe nutzbringend eingesetzt werden kdénnen. Bei Untersuchungen zur
Anwendung des LMS wird dabei sehr oft der Mediator HBT gewahit.

ABADULLA et al. (2000) zeigen, dass mit einer Laccase von T. hirsuta ohne
Mediatoreinsatz Farbstoffe vom Triarylmethan-, Indigo-, Azo- und Anthrachinon-Typ
abgebaut werden kdnnen. REYES et al. (1999) untersuchen 38 Anthrachinon-,
Oxazin-, Phtalocyanin- und Azo-Farbstoffe, die in der Textilindustrie verwendet
werden. Laccase alleine bleicht 13 Farbstoffe. Mit Laccase und HBT wird die Zahl
bleichbarer Farbstoffe verdoppelt. Haufig kann dabei die Entfarbungsrate deutlich
gesteigert werden. In drei Fallen wird die Entféarbungsrate allerdings vermindert.

Zur Frage, ob ein Farbstofftyp mit Laccase alleine oder besser mit dem LMS
behandelt werden kann, kdénnen in der Literatur voneinander abweichende
Ergebnisse gefunden werden, was letztlich die groBe Bandbreite der auf dem Markt
befindlichen Farbstoffe widerspiegelt. So beobachten ABADULLA et al. (2000) und
CAMPOS et al. (2001 a und b) mit Laccase alleine den Abbau eines Indigo-
farbstoffes. WONG und YU (1999) haben mit Laccase alleine keinen Erfolg, wohl
aber bei Verwendung von Laccase und Mediator ABTS. Ubereinstimmend wird
jedoch beobachtet, dass Farbstoffe vom Anthrachinon-Typ bereits mit Laccase
alleine abgebaut werden kdnnen. Remazol Brillant Blue R, ein weiterer Farbstoff vom
Anthrachinon-Typ, lasst sich dagegen nur im LMS in Verbindung mit HBT oder
Violursaure zufriedenstellend abbauen (SOARES et al.,, 2001 a und b). Disazo-
Farbstoffe kdnnen bei entsprechender molekularer Struktur mit Laccase alleine
abgebaut werden (SOARES et al., 2002; SCHLIEPHAKE et al., 2000). Der Einsatz
des Mediators HBT ergibt keine Veranderung. Violursaure fuhrt dagegen in
geringsten Mengen eingesetzt zur Inhibierung der Abbaureaktion (SOARES et al.,
2002).
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2.4.3.6 Bodensanierung

Ein weiteres Forschungsgebiet ist die Anwendung von Laccase ohne Mediator fir die
Dekontaminierung von mit Xenobiotica phenolischen Charakters belasteten Bdden.
Die Idee besteht darin, die Chemikalien mit Hilfe des Enzyms zu polymerisieren und
an den Humus zu binden. Die so komplexierten Xenobiotica sind weniger toxisch und
die Menge frei verfligbarer Giftstoffe im Boden, die mit der Bodenfauna und -flora
interagieren kann, wird minimiert. Durch die verringerte Mobilitat wird so das Risiko
einer Grundwasservergiftung reduziert. Die Freisetzung der an den Humus
gebundenen Xenobiotica erfolgt im Allgemeinen so langsam, dass sie mineralisiert
oder wieder immobilisiert werden kdnnen. Dadurch ist das Risiko, dass Xenobiotica
letztlich zu einem spateren Zeitpunkt toxisch in Erscheinung treten, gering (BOLLAG,
1992).

2.4.3.7 Weitere Anwendungsmoglichkeiten

DarGber hinaus gibt es noch weitere Mdglichkeiten far Laccase, auf die aber in
diesem Rahmen nicht n&her eingegangen werden soll. Dies sind Anwendungen in
der organischen Synthesechemie (POTTHAST et al, 1995; POTTHAST et al., 1996;
BAKER et al., 1996; CAIl et al., 1993; OSIADACZ et al., 1999) sowie in der
diagnostischen Chemie (GHINDILIS et al., 1992; AGEMATU, et al., 1994; ROY und
ARCHIBALD, 1994; PETER und WOLLENBERGER, 1997; XU, 1999). In der
Lebensmittelchemie ist der Einsatz von Laccase zur Klarung von Rotwein
(ZAMORANI et al., 1995), zur Verbesserung der Haltbarkeit von Bier (MATHIASEN,
1995), zur Entfernung von Phenolen aus Fruchtsaften (PIACQUADIO et al., 1997)
und zur Entfernung von Sauerstoff aus Lebensmittein (PETERSEN und
MATHIASEN, 1996) mdglich.
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2.5 Enzymatisches Deinking

Versuche zur Einfihrung von Enzymen in die Deinking-Technologie wurden aus
mehreren Grinden durchgefihrt. Dazu zéhlen die Reduzierung der Zerfaserungs-
dauer und der dafiir notwendigen Energie, die Verbesserung der Entwéasserbarkeit
des Sekundarfaserstoffs auf der Papiermaschine zur Erzielung hdherer Papier-
maschinengeschwindigkeiten, die Stickybekdmpfung sowie die Einsparung der (ib-
lichen Deinkchemikalien (Natronlauge, Wasserglas, Wasserstoffperoxid), um letztlich
die Verwirklichung eines dem alkalischen Verfahren konkurrenzfdhigen Neutralver-
fahrens zu verwirklichen. Das heiBt, dass bei Vermeidung der alkalibedingten Vergil-
bung Druckfarbenablésung, Schmutzpunktaustrag und WeiBgrad im Neutralver-
fahren besser abschneiden sollen.

In der Literatur gibt es inzwischen zahlreiche Beispiele zur Anwendung von Enzymen
zur Sekundarfaserstoffaufbereitung. Dabei werden verschiedene Enzymtypen auf
ihre Eignung hin untersucht. Zu den Cellulose abbauenden Cellulasen zahlen die
Cellobiohydrolasen | und I, die vom reduzierenden bzw. nicht reduzierenden Ende
der Celluloseketten her kristalline Cellulose angreifen sowie Endoglucanasen, die
amorphe Cellulose abbauen. Zu den fir das Deinking relevanten Hemicellulasen
zahlt Xylanase. Sie baut ihrem Namen entsprechend Xylan ab. Daneben wird mit
Amylasen, Pectinasen und Lipasen gearbeitet. Seltener wird von Untersuchungen
mit Esterasen und Laccasen flr die Aufbereitung von Sekundarfaserstoffen berichtet.

2.5.1 Cellulasen und Hemicellulasen

Am intensivsten wird der Einsatz von Cellulose und Hemicellulose abbauenden
Enzymen zur Aufarbeitung von Sekundarfaserstoff untersucht. Dabei kénnen zwei
Haupteffekte beobachtet werden.

Der erste ist die mit Hilfe von Cellulase und Xylanase herbeiflihnrbare Senkung des
Entwésserungswiderstandes des Sekundarfaserstoffes. Entsprechend kénnen Pa-
piermaschinen bei héheren Geschwindigkeiten betrieben und damit die Produktivitat
erhéht werden. Dieser Effekt wurde von FUENTES et al. 1988 erstmalig beobachtet
und in der Folge von verschiedenen Autoren bestéatigt (POMMIER et al., 1989 und
1990; PUTZ et al., 1990).

Die Verbesserung der Entwasserungseigenschaften erfolgt durch den Abbau amor-
phen Materials, das sich auf den Faseroberflachen befindet und eine groBe Affinitat
zum Umgebungswasser besitzt (POMMIER et al., 1989; JACKSON et al, 1993;
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STORK, 1994). Beim amorphen Material handelt es sich zum gréBten Teil um me-
chanisch fibrillierte Cellulose. Der Abbau der Feinstoffe erfolgt daher im Wesent-
lichen durch Endoglucanasen. Den gréBten Einfluss besitzt ein Enzymmix aus Endo-
glucanasen und Xylanasen. Die synergistische Wirkung kommt dadurch zu Stande,
dass Xylanasen Oberflachenxylan, das auf den Langfasern ausgefallen ist, abbauen
kébnnen, so dass fir die Endoglucanase die Substratzuganglichkeit erhéht wird
(STORK und PULS 1994). Der Effekt von Xylanase alleine ist dagegen gering.

Cellulasen und Xylanasen wird die Verbesserung der Druckfarbenablésung und des
Druckfarbenaustrags zugeschrieben. Dieser Effekt wird vor allem bei Arbeiten unter
Verwendung amerikanischer Zeitungen (OW und EOM, 1990; PRASAD, 1992 und
1993 ) sowie xerox- und laserbedruckter Deinkware beobachtet (HEISE et al., 1996;
FRANKS und MUNK, 1995; SYKES et al.,, 1995; YANG et al.,, 1995). Die enzym-
unterstitzt deinkten Stoffe besitzen vergleichbare oder hdhere WeiBgrade und einen
geringeren Schmutzpunktgehalt als rein chemisch deinkte Stoffe.

Fir die deinkende Wirkung der Cellulasen und Xylanasen gibt es verschiedene
Erklarungsversuche.

Eine Vorbehandlung mit Cellulase kann zu einer Verringerung der Desintegrierzeit
und damit zu einer Verringerung des Energieeintrages bei der Altpapierauflésung
fuhren (KIM et al., 1991), indem Zwischenfaserbindungen enzymatisch geschwacht
werden. Bei Abstimmung von Enzym- und Energieeintrag ist es méglich, schonend
zu dispergieren, so dass die Druckfarbenpartikel in einen fiir die Flotation glinstigen
Durchmesserbereich fraktioniert werden (JEFFRIES et al., 1996).

ZEYER et al. (1993) vermuten, dass die Faser-Oberflachen-Reibung (Faser-Faser-
Reibung) eine wesentliche Rolle beim enzymatischen Deinking spielt. Zwar decken
die Druckfarbenpartikel die Fasern ab und schitzen sie vor einem Enzymangriff.
Doch kdnnen Druckfarbenpartikel durch die Einwirkung mechanischer Energie und
der daraus resultierenden Faser-Faser-Reibung elastisch angehoben und der
Kristallinitatsgrad der Celluloseketten im Umfeld der Druckfarbenpartikel gesenkt
werden. Dadurch wird an diesen Stellen die Zugénglichkeit der Cellulose fir
Cellulasen (Endoglucanasen) erhéht. Die Cellulosefaser wird hier vermehrt abge-
baut, und es erfolgt die Ablésung der Druckfarbe von der Faseroberflache.

Die Wirkungsweise einer Cellulase-Xylanase-Mischung kann aber auch als Reini-
gungseffekt der Faseroberflachen von Mikrofibrillen und Feinanteilen interpretiert
werden (JACKSON et al., 1993; JACKSON et al., 1994; JEFFRIES et al., 1994). Mit
dem Abbau dieser Faserbestandteile kénnen gleichzeitig Druckfarbenpartikel abge-
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|6st werden (POMMIER et al., 1989). Gleichzeitig werden in der enzymatisch behan-
delten Altpapiersuspension die Oberflachen abgeldster Druckfarbenpartikel von
hydrophilem, anhaftendem Fasermaterial befreit, wodurch sie hydrophober werden.
Dies verbessert den Austrag der Druckfarbenpartikel wahrend der Flotation
(JEFFRIES et al., 1994; SANCIOLO, 2000).

Einen groBen Einfluss auf die Intensitdt einer Cellulase- und Hemicellulase-
behandlung besitzt die Beschaffenheit des Faserstoffes, aus dem das Altpapier
besteht (STORK, 1994). Wahrend Holzstoffe durch ihre Ligninmatrix auf der
Faseroberflache vor einem Cellulaseabbau weitgehend geschitzt sind und hohe
Enzymdosierungen fUr einen entsprechenden Effekt bendtigen, reagieren holzfreie
Faserstoffe bei deutlich geringeren Dosierungen. Dieser Unterschied der Faser-
beschaffenheit wirkt sich bei der Entwicklung der Festigkeitseigenschaften deutlich
aus (STORK, 1994). Die Auswahl der richtigen Dosierung kann daher bei
gemischten Altpapierqualitdten problematisch werden. Wahrend die holzfreie
Faserfraktion durch einen GbermaBigen Enzymangriff unerwinschter Weise fibrilliert
oder in Bruchstiicke zerlegt wird, kann die holzstoffreichere Fraktion gerade erst
beginnen, auf die Enzymbehandlung in beabsichtigter Weise zu reagieren.

2.5.2 Amylasen und Pektinasen

Der Einsatz von Amylasen und Pektinasen kann dann Uberlegenswert sein, wenn
starkegeleimte oder gestrichene Papiere deinkt werden sollen, sofern ihr Strich
nennenswerte Starke- oder Pektinanteile besitzt. Obwohl gerade gestrichene Papiere
als besonders leicht deinkbar gelten (STETTLER, 1979; FRANK, 1993), haben
LOPEZ et al. (2001) eine leichtere Stoffauflésung und ZEYER et al. (1993) eine
verbesserte Druckfarbenentfernung mit diesen Enzymen feststellen kénnen.

Amylasen bauen Starke und Glykogen entweder direkt oder Uber Dextrine zu
Maltose und Glucose ab. Wie bei den Cellulasen gibt es auch hier verschiedene
Formen. a-Amylasen greifen Starke innerhalb der Kette an, indem sie (ahnlich Endo-
glucanase bei Cellulose) a-1,4-glykosidische Bindungen spalten und Starkebruch-
stlicke produzieren. B-Amylasen bauen dagegen Starke vom nicht reduzierenden
Kettenende her ab (dhnlich Cellobiose Il an Cellulose) und setzen dabei solange B-
Maltose frei, bis das Enzym auf eine a-1,6-Verzweigung trifft (DELLWEG et al.,
1992). B-Amylasen eignen sich durch die Freisetzung des Iéslichen Zuckers weniger
fur einen Einsatz in der Papierindustrie. Wesentlich interessanter fir das Deinking ist
die a-Amylase, da sie mit relativ wenigen Spaltungsreaktionen eine Fragmentierung
der Starke erzielen kann.



58 Allgemeiner Teil

2.5.3 Lipasen

Lipasen sind Ester spaltende Enzyme, die Fette (Triglyceride) hydrolytisch in
Glycerin und Fettsauren zerlegen. Dabei werden bevorzugt Fettsduren abgespalten,
die mit dem ersten und dritten C-Atom des Glycerins verestert sind. Dagegen wird
die veresterte Fettsdure in Position 2 nur sehr langsam oder gar nicht hydrolysiert
(DELLWEG et al., 1992).

Die Struktur pflanzendlhaltiger Bindemittel von ungealterten Druckprodukten ent-
spricht der von Fetten und Harzen, weshalb Lipasen zur Druckfarbenentfernung ein-
gesetzt werden kdénnen, indem durch Spaltung der Esterbindungen die Bindemittel-
struktur aufgelockert wird. Dadurch ist es mdglich, Druckfarben leichter abzulésen,
die Faseroberflache von hydrophoben Verunreinigungen zu reinigen und den WeiB-
grad des deinkten Stoffes zu verbessern (OW et al., 1996; BERGER, 1998; HER-
MANN, 1999). Der erzielbare Effekt der Lipasen verringert sich allerdings mit zuneh-
mender Lagerungszeit (BERGER, 1998). Durch Autoxidationsprozesse (ASPLER et
al., 1995) kommt es zu einer allmahlichen Abnahme an veresterten Strukturen
innerhalb der Druckfarbenbindemittel. Damit nimmt die Anzahl funktioneller Gruppen
ab, die dem Enzym Lipase als Substrat dienen kénnen.

2.5.4 Esterasen

FITZHENRY et al. (2000) verfolgen den Einsatz von Esterasen fir die Kontrolle von
klebenden Verunreinigungen (Stickies), die bei der Aufarbeitung von Altpapier zu
Sekundarfaserstoff fir Recyclingpapiere anfallen und zu Verunreinigungen auf den
Papiermaschinen flihren. Makrostickies bilden sich aus Klebstoffanteilen, die
beispielsweise als Gummierungen von Briefumschldgen, Adressenetiketten oder
selbstklebenden Notizzetteln im Altpapier enthalten sind. Esterasen vermdégen als
Substrat geeignete Kleber, wie z.B. Polyvinylacetat, anzugreifen. Durch Spaltung der
Esterbindungen werden Makrostickies, die besonders zur Ablagerung an der
Papiermaschine neigen, fragmentiert und in ihrer Klebrigkeit reduziert, so dass sie
mit dem Papier ausgetragen werden kénnen.
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2.5.5 Laccasen

CALL (1990) sowie CALL et al. (1990) berichten von einem Ansatz, bei dem mit
Laccase bei entsprechender Steuerung des Redoxpotentials mit Hilfe von
Reduktions- (z.B. Ascorbinsdure, Dithionit, Natrium-Bisulfit) und Oxidationsmitteln
(z.B. H205, O3, Oy) in einem sauren Verfahren (pH 2-5) gegebenenfalls unter Zusatz
verschiedener Schwermetallsalze Altpapier behandelt wird. CALL und STRITT-
MATTER (1992) berichten weiter, dass dieses Verfahren auch unter neutralen
Bedingungen unter Zugabe spezieller Zusatzstoffe verwirklicht werden kann, ohne
jedoch diese - vermutlich aus patentrechtlichen Erwagungen - zu nennen.

Sehr allgemein gehaltenen wird in einem als strategisch einzuschatzenden Patent
(FRANKS, 2001) der kombinierte Einsatz von verschiedenen Enzymklassen zur
Druckfarbenentfernung von Altpapier beschrieben. Dabei kommt der Laccase,
gegebenenfalls in Kombination mit einem geeigneten Mediator, die Aufgabe zu,
geeignete Farbpartikel (,any dye which is a substrate of laccase®) zu entfarben.

Weitere Arbeiten zum Laccase-unterstitzten Deinken von Altpapier sind nicht
bekannt. Die Literatur liefert zu diesem Thema also kaum Informationen.

2.6 Ziel der Arbeit

Der LiteraturGiberblick zeigt, dass Laccase in Verbindung mit oder ohne Mediator ein
Enzym ist, das - im Gegensatz zu den meisten anderen Enzymen - ein weit
gefasstes Substratspektrum besitzt und auf Grund des radikalischen Reaktions-
charakters eine Vielzahl von Reaktionen katalysieren kann, die zu verschiedenen
Produkten fihren kénnen. Aus Sicht des Deinkings ist interessant, dass insbe-
sondere veretherte (oxidierte) Strukturen sowie Fette und Harze abgebaut werden
kénnen. Fette, Harze und oxidativ ausgehértete Strukturen sind auch Bestandteile
von Druckfarben. Diese kdnnten also Substrate flr Laccase bzw. das LMS dar-
stellen.

Ziel dieser Arbeit ist zu untersuchen, ob das oxidative Potential der Laccasen bzw.
des Laccase-Mediator-Systems flir das Deinking von Haushaltssammelware unter
den praxisnahen Bedingungen eines neutralen Verfahrens (pH 7-8,5; Verzicht auf
erhdéhten Sauerstoffdruck) nutzbare Effekte bieten kann, um das Deinking-Ergebnis
mit Blick auf Druckfarbenablésung und Schmutzpunktreduzierung zu verbessern.
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3 Experimenteller Teil — Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Enzyme

Die Laccasen von Trametes hirsuta (NS 51002) und Myceliophtora thermophila (NS
51003) wurden von der Firma Novozymes Deutschland bereitgestellt. Die Laccase
von Trametes versicolor stammte vom Consortium fiir elektrochemische Industrie
GmbH.

3.1.2 Chemikalien

3.1.2.1 Mediatoren

ABTS (2,2’Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) wurde von der Firma Fluka
bezogen, HBT (1-Hydroxybenzotriazol) und VA (Violursdure) von Aldrich sowie
Syringaldazin (4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd) von Sigma.

3.1.2.2 Pufferlésungen

Die wichtigsten Pufferldsungen waren 0,1 M Essigsaure-Natriumazetat-Puffer pH 4,5,
0,2 M Phosphat- 0,1 M Zitronensaure-Puffer, 0,2 M TRIS- 0,1 M Malonat-Puffer
verschiedener pH-Werte sowie 2,5 mM Ca-Acetat-Essigsdure-Puffer. Hersteller fir
das Natriumazetat war Baker, fur TRIS Serva, fir Natriummalonat Sigma und fir die
restlichen Chemikalien Merck.

3.1.2.3 Chemikalien fiir Deinking und Bleiche

Natronwasserglas Typ 37/40 und Olinor RST Na wurden von der Firma Nopco Paper
Technology bezogen. Bei Olinor RST Na handelte es sich um eine Natriumseife, die
fir das Flotationsdeinking als Sammler eingesetzt wurde. Wasserstoffperoxid
(83%ig) stammte von Riedel-de Haén.
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3.1.3 Faserstoffe

3.1.3.1 Primarfaserstoffe

Sauerstoffgebleichter, nicht getrockneter Nadelholz-Sulfatzellstoff nach Q-Stufe
(Kappazahl 8,4, WeiBBgrad 35% ISO) stammte von der Zellstoff- und Papierfabrik
Rosenthal, Blankenstein. Fichten-Holzschliff in ungebleichter und gebleichter Form
(Ligningehalt® 30%, WeiBgrad 57% ISO bzw. Ligningehalt® 30%, WeiBgrad 67% 1SO)
wurde von der Firma UPM-Kymmene Augsburg, ungebleichter und gebleichter
Nadelholz-TMP (Ligningehalt® 29%, 49% ISO, bzw. Ligningehalt® 27%, WeiBgrad
65% 1SO) von der Firma Norske Skog Walsum zur Verfugung gestellt.

3.1.3.2 Sekundarfaserstoffe

Als Modellsubstrat fur gealterte Haushaltssammelware wurden die Zeitungen bzw.
Zeitschriften Spiegel (LWC-Papier), Stern (SC-Papier), FAZ und Express zu gleichen
Teilen verwendet. Die FAZ reprasentierte dabei vom Druckbild qualitativ hochwertige
Zeitungen, die Gazette Express dagegen qualitativ geringwertigere Produkte mit
hohem Farbabrieb.

Unbedrucktes Standardzeitungsdruckpapier (45 g/m?) stammte von der Firma
StoraEnso Maxau, unbedruckte Magazinpapiere von UPM Kymmene Rauma (LWC,
54 g/m?) und MD Dachau (SC, 56 g/m?).

DIP (deinked pulp) stammte von der Firma Steinbeis Temming Papier Glickstadt.
Der Stoff wurde am Ende einer Deinkanlage mit einfachem Loop von der Doppel-
siebpresse vor dem Disperger entnommen.

* bestimmt als Hydrolyserlckstand
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3.2 Deinking-Gerate
Die Deinking-Versuche wurden in Anlehnung an die Hausmethoden der Firmen
Nopco Paper Technology und Voith Paper Fiber Systems durchgefihrt. Deswegen

seien an dieser Stelle die eingesetzten Gerate genannt:

Aktenvernichter:  Ideal Modell 2600 CC, Schnittbreite 2 mm, Schnittlange 15 mm

Kneter: Planetenrihrmaschine NCM 20, Fa. Hobart
Universal-Kiichenmaschine Modell N-50, Fa. Hobart
Dissolver: TD 200, Fa. Pendraulik

Flotationszellen: 10 Liter Flotationszelle, Fa. Degussa
25 Liter Laborflotationszelle LFL25, Fa. Voith Paper Fiber-
systems

Waschzelle: 10 Liter Waschzelle, Fa. Degussa

3.3 Methoden

3.3.1 Methoden zur Charakterisierung von Enzympraparaten

3.3.1.1 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von Laccase

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt von Laccase erfolgte in Anlehnung an die
Methode “CoM-005" des Consortiums flir elektrochemische Industrie GmbH.
Gemessen wurde Uber einen Zeitraum von 5 Minuten im optischen Test die Zu-
nahme der Grunfarbung von ABTS als Extinktionszunahme bei 420 nm im Spektral-
photometer (UVIKON 931, Fa. Kontron Instruments). Die Standardtemperatur betrug
55°C, der pH-Wert, soweit nichts anderes erwahnt wird, pH 4,5.

Far die Durchfihrung des Tests wurde eine Pufferlésung aus 0,2 molarem Dinatrium-
hydrogenphosphat und 0,1 molarer Zitronensdure sowie eine Ldésung aus 44 mg
ABTS und 10 ml bidestilliertem Wasser hergestellt, die im Dunklen aufzubewahren
war. Die zu testenden Laccasepraparate wurden so weit verdinnt, dass die ent-
sprechende Extinktionsanderung im linearen Bereich verlief. Der Nullabgleich des
Spektrometers erfolgte gegen Luft (bzw. gegen die leere Kilvette). Pro Messung
wurden 1855 pl Pufferlésung und 126 pl ABTS-Lésung vorgegeben. Der Start der
Reaktion erfolgte durch Zugabe von 20 pl Enzymlésung. Die Berechung der Enzym-
aktivitat erfolgte Uber die Formel:
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{ Umi = Ao 100 L V'F

*
€aprsazonm OV

mit: U/ml = Units pro ml Enzymiésung
AE42 = Extinktionsdnderung bei 420 nm im linearen
Bereich
t = Reaktionszeit in min

10%/(AngTs 420nm*d) = Umrechnung auf pmol umgesetztes Substrat pro
ml, mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten

DAaBTS 4200m = molarer Extinktionskoeffizient: 3600 I*mol™*mm

d = Lange des Lichtweges durch die Kivette in mm

Vv = Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes in pl

v = Volumen der Enzymprobe in pl

F = VerdlUnnungsfaktor zur Ausgangslésung des
Enzyms

Eine Unit [U] beschreibt die Enzymmenge, die fir die Umsetzung von einem
Mikromol Substrat pro Minute unter den Testbedingungen bendtigt wird.

3.3.1.2 Bestimmung der Sauerstoffumsetzungsrate von Laccase

Der Sauerstoffverbrauch von Laccasen bei der Umsetzung der Mediatoren ABTS,
VA und HBT wurde mit Hilfe einer Clark-Elektrode (Ag/Pt Elektrode) polarographisch
bestimmt (KEITH und WALKER, 2000). Die Gerateanordnung bestand aus einer
Ag/Pt - Elektrode (Fa. Bachofer) mit Magnetrihrer, einer Hansatech Bachofer O,
electrode control box CB1D und einem Servogor Z110 Schreiber von BBC Goerz.
Die doppelwandige Elekirode wurde extern mit Hilfe eines Thermostaten beheizt
(45°C). Das Reaktionsvolumen von zwei Milliliter enthielt 160 Units Laccase und 100
ul 0,08 mM Mediatorlésung in 0,2 M Natriumphosphat- 0,1 M Zitronensaure-Puffer
(pH 4,5) bzw. 0,2 M TRIS- 0,1 M Malonat-Puffer (pH = 7). Der Sauerstoffverbrauch
wurde jeweils fir einen Zeitraum von 15 min aufgezeichnet.

Die Pt-Kathode wurde vom Untersuchungsmedium durch eine Teflonmembran ge-
trennt und Uber KCI-getranktes Papier mit einer ringférmigen Ag-Anode verbunden.
Bei einer Polarisationsspannung von etwa 0,6 Volt zwischen beiden Elektroden
wurde an der Pt-Elektrode O, Uber H,O, zu H2O reduziert. Der dadurch ausgeléste
Stromfluss war der Konzentration und Diffusionsgeschwindigkeit des O, proportional:
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2e” +2H" 2e” +2H"
_— —_—
0, H,O, 2H,0

Bei konstanter Temperatur und unter dauerndem RiUhren mit Hilfe eines
Magnetrihrers wurde zundchst der Stromfluss bei Sattigung des Mediums (0,5 - 1 ml
in der Kivette) mit Luftsauerstoff am Schreiber registriert. Zur Eichung wurden dann
bei laufendem Schreiber einige Kristalle Dithionit zugegeben, die den Luftsauerstoff
geman der Formel

Na,S,0, +0, +H,0 - NaHSO, + NaHSO,

verbrauchten. Die neue Schreiberstellung entsprach O, - Freiheit des Mediums.
Nach jeder Messung wurde die Kivette leergesaugt und mehrmals mit der ent-
sprechenden Pufferlésung nachgewaschen. Ausgewertet wurden die Steigungen der
vom Schreiber aufgezeichneten Signale. Die Steigungen der Laccase- und Mediator-
versetzten Proben wurden dazu ins Verhaltnis zur Steigung der Eichkurve gesetzt
und der jeweilige Prozentwert ermittelt.

3.3.2 Methoden zur enzymunterstitzten Druckfarbenablésung und —entfernung
von Sekundarfaserstoffen

3.3.2.1 Alterung der Modellmischung flir Haushaltssammelware

Die kunstliche Alterung der Zeitungen und Zeitschriften flr die Altpapier-Modell-
mischung fur deutsche Haushaltssammelware erfolgte gemaB DIN 54606 Teil 1 fir
144 h bei 60°C, wobei nur 3 Blatter Gbereinander liegen durften.

3.3.2.2 Enzymatische Behandlung von Sekundarfaserstoffen

Die Suspendierung der Altpapier-Modellmischung erfolgte in mehreren Schritten in
Anlehnung an die ,Arbeitsvorschrift zum Deinking von Altpapier® der Firma Nopco
Papertechnology.

Zunachst wurden die Drucke mit Hilfe eines Aktenvernichters (Fa. Ideal, Typ 2601) in
2*15 mm kleine Schnipsel zerschnitten. Nach Abwiegen der benétigten Proben-
menge wurde mit vortemperiertem Leitungswasser eine Stoffdichte von 25 Prozent
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eingestellt. Dann wurde die Probe 15 Minuten lang mit einem Kneter (Fa. Hobart) zu
einem Teig verarbeitet. Der Ansatz wurde dann in ein Aufschlaggefa3 Gberfihrt, mit
Leitungswasser eine Stoffdichte von 4 Prozent eingestellt und mit Hilfe eines
Dissolvers (Fa. Pendraulik, Typ TD 200) 5 Minuten lang aufgel6st. DIP wurde sofort
bei 4 Prozent Stoffdichte aufgeldst. Hier konnte die Knetstufe entfallen.

Die Deinking-Versuche wurden in 2 verschiedenen MaBstédben (100 und 230 g otro
Stoff) durchgeflihrt. Entsprechend mussten die Stoffe mit verschiedenen Geréte-

konfigurationen aufgeschlagen werden (vergl. Tab.3.1).

Tab. 3.1: Gerétekonfigurationen fiir die Stoffauflésung fiir verschiedene Deinking-MafBstdbe

MaBstab Kneter Dissolver / Scheibendurchmesser / .
, , AufschlaggefaB
[g otro] (Arbeitstempo) Arbeitstempo
TD 200 /90 mm / 5000 mi
100 N50 / Stufe 1
! Stufe 2 (1865 min™) (Glasstutzen)
TD 200/ 110 mm / 10 000 ml
230 NCM20 / Stufe 2
Stufe 1 (930 min™) (Edelstahleimer)

In der Mehrzahl der Versuche wurde im 100 g-MaBstab gearbeitet. Die Versuche des
Kapitels 4.2.4.1 erfolgten im 230 g-MaBstab.

Nach Abschluss der Stoffauflésung wurde der in der Regel neutrale pH-Wert mit Hilfe
von Essigsaure und NaOH eingestellt.

Sofern die enzymatische Inkubationsphase bei pH 4,5 durchgefiihrt werden sollte,
wurde an Stelle von Leitungswasser ein 2,5 mM Ca-Acetat-Essigsaure-Puffer mit
entsalztem Wasser angeruhrt. Das Calciumacetat diente dabei zur Gewahrleistung
einer ausreichenden Wasserharte. Der pH-Wert wurde mit Eisessig eingestellt.

Nach Zugabe von Enzym- und ggf. Mediator (Aceton wurde als Lésungsvermittler
des schlecht l6slichen HBTs verwendet) wurde der pH-Wert kontrolliert und
gegebenenfalls korrigiert. Die eingesetzte Enzymdosis wird als Aktivitat in ,U/g"
(Units Laccase pro Gramm ofentrockener Stoff), die Mediatordosis als ,%"“ (Prozent
Mediator bezogen auf Gramm ofentrockener Stoff) angegeben.

Im Falle der alkalischen Referenz wurden 2% Natronlauge (50%ig), 2% Wasserglas,
(Typ 37/40) und 2% Wasserstoffperoxid (33%ig) vor dem Verkneten zugegeben.
Eine Zugabe von Laccase oder Mediator unterblieb. Ebenso die Einstellung des pH-
Wertes.
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Die Zugabe des Sammlers Olinor RST Na (0,4%) erfolgte zu Flotationsbeginn.

Nach Abschluss der Probenvorbereitung fir die enzymatische Inkubation wurde der
Stoff in doppelwandige, offene TemperiergefaBe Uberfihrt und 90 Minuten lang mit
Hilfe eines Blattrihrers bei 60 UPM verrihrt, um gleichméaBige Reaktionsbe-
dingungen bezlglich Temperatur und Sauerstoffgehalt wahrend der Inkubations-
phase gewabhrleisten zu kénnen.

3.3.2.3 Flotationsdeinking von Sekundarfaserstoffen

Das Flotationsdeinking erfolgte in Anlehnung an die ,Arbeitsvorschrift zum Deinking
von Altpapier der Firma Nopco Paper Technology GmbH. Dabei kam in der Regel
eine 10-Liter Flotationszelle der Firma DEGUSSA zum Einsatz. Daneben stand fur
die Anfertigung gréBerer Probenmengen eine VOITH-Flotationszelle zur Verfligung
(vergl. Tab. 3.2). Vor Beginn der Flotation wurde der pH-Wert mit Natronlauge auf 9,5
erhdéht, um eine Fortsetzung der enzymatischen Reaktion zu verhindern. Nach Zuga-
be des Sammlers Olinor RST Na (0,4%) wurde 8 Minuten lang bei 1 Prozent
Stoffdichte flotiert. Nach Abschluss der Flotation wurde der pH-Wert des Gutstoffes
auf pH 7 eingestellt und die Proben fir die Prifblattbildung entnommen (2
Nutschblatter fur die WeiBgrad- und 5 Rapid-Kéthen-Blatter far die
Schmutzpunktbestimmung).

Tab. 3.2: Beschreibung der eingesetzten Flotationszellen und eingesetzte Stoffmengen.

Flotationszellen-Typ Volumen [ml] Stoffmenge bei 1% Stoffdichte [g otro]
DEGUSSA 10.000 100
VOITH 23.000 230
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3.3.2.4 Hyperwasche von Sekundarfaserstoffen

Das Waschdeinking erfolgte in Anlehnung an die ,Arbeitsvorschrift zur Durchfihrung
einer Hyperwasche” der Firma Nopco Paper Technology. Dazu wurde eine Wasch-
zelle der Firma DEGUSSA mit einem 5-Liter-Siebeinsatz von 64 um Maschenweite
verwendet. 5 Liter Stoffsuspension wurden nach Durchfihrung des Flotations-
deinkings bei 2000 UPM mit Hilfe einer perforierten Fligelscheibe 30 Minuten lang
verrihrt. Waschwasser wurde mit einer Zuflussgeschwindigkeit von 60 Litern pro
Stunde zugegeben.

Vor Beginn der Hyperwasche wurde der pH-Wert mit Natronlauge auf 9,5 erhéht, um
eine Fortsetzung der enzymatischen Reaktion zu verhindern. Um eine pH-Wert-
Anderung durch die Zufuhr des Waschwassers zu vermeiden, wurde entionisiertes
Wasser anstelle von Leitungswasser eingesetzt. Die Prufblattbildung erfolgte bei pH
7, der mit Hilfe von verdinnter Essigsaure eingestellt wurde.

3.3.2.5 Peroxid-, FAS-Bleiche und alkalische Extraktion von Sekundarfaser-
stoffen

Alle Bleichen (inkl. der alkalischen Extraktion) wurden in verschwei3ten PE-Beuteln
(Gefrierbeuteln) durchgeftihrt. Fir die alkalische Extraktion wurde 2% Natronlauge
eingesetzt. Bei der Peroxidbleiche wurden 2% Wasserglas (38 °Bé), 1 bis 2%
Natronlauge und 2% Woasserstoffperoxid verwendet. Fir die FAS-Bleiche wurden
0,5% FAS und 0,25% Natronlauge eingesetzt. Dabei wurde das FAS pulverférmig
zugegeben. Nach Zugabe der Chemikalien wurde der Stoff (5 g otro) manuell ver-
knetet.

Die Bleiche fand dann in einem vortemperierten Schittelwasserbad bei 60°C statt.
Die Stoffdichte wurde einheitlich auf 10 % eingestellt. Die Reaktionszeit fiir alkalische
Extraktion und Peroxidbleiche betrug 60, die der FAS-Bleiche 30 Minuten.

Nach Abschluss der Peroxid- bzw. der FAS-Behandlung wurde die Probe in einem
GefaB mit kaltem Wasser abgekuhlt, der End-pH-Wert gemessen und eine Probe fir
die jodometrische Bestimmung des nicht verbrauchten Peroxids enthnommen.

SchlieBlich wurden die Stoffe mit 1000 ml entionisiertem Wasser aufgeflillt und auf-
geschlagen. Vor der Bildung der Nutschenblatter wurde der pH-Wert auf 7 einge-
stellt.
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3.3.3 Methoden zur enzymunterstiitzten Bleiche von Primarfaserstoffen

3.3.3.1 Enzymatische Behandlung von Primarfaserstoffen

Die Versuche wurden bei pH 4,5 mit 0,1 M Natriumazetat-Essigsaure-Puffer
durchgefthrt. Bei Versuchen mit héheren pH-Werten wurde 0,2M Na-Phosphat-0,1
M Citronensaure-Puffer verwendet. 15 g otro Zellstoff, Holzschliff oder TMP wurden
mit Laccase und/oder Mediator HBT (1-2%) inkubiert. Bei schlechter Léslichkeit des
HBT wurde Aceton als Losungsvermittler eingesetzt.

Versuche bei Luftatmosphare fanden in offenen TemperiergefaBen aus Edelstahl bei
4% Stoffdichte und 55°C Uber 2 Stunden statt. Der Stoff wurde dazu bei 60 UPM mit
Hilfe von Blattrihrern gleichmaBig durchmischt, um konstante Reaktionsbedingun-
gen gewahrleisten zu kénnen.

Versuche bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck erfolgten bei 10% Stoffdichte in 250 ml
fassenden, mit Teflon ausgekleideten EdelstahlgefaBen eines rotierenden, thermo-
dlbeheizten Bleichautoklaven. Die Olbad-Temperatur betrug 55°C, die Inkubations-
dauer 2 Stunden.

Nach Abschluss der Inkubation wurde jede Probe Uber einer Nutsche abfiltriert und
mit 1000 ml entionisiertem Wasser neutral gewaschen.

Der abgenutschte Stoff wurde danach in drei gleich schwere Proben aufgeteilt. Eine
Probe wurde zur Bildung eines Nutschenblattes in 500 ml entionisiertem Wasser
aufgeschlagen. Die Blattbildung erfolgte, nachdem der pH-Wert der Suspension mit
Hilfe von 0,2 M Na-Phosphat-0,1 M Citronensaure-Puffer auf pH 7 eingestellt worden
war. Die Ubrigen Proben wurden fir die alkalische Extraktion bzw. die Peroxidbleiche
verwendet.

3.3.3.2 Alkalische Extraktion und Peroxidbleiche von Priméarfaserstoffen

Die alkalische Extraktion und die Peroxidbleiche wurden in verschweiBten PE-
Beuteln (Gefrierbeuteln) in einem vortemperierten Schittelwasserbad bei 60°C
durchgefuhrt. Die Stoffdichte wurde einheitlich auf 10 Prozent eingestellt. Die
Reaktionszeit fur alkalische Extraktion und Peroxidbleiche betrug 60 Minuten.
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Fir die alkalische Extraktion wurden 2% Natronlauge eingesetzt. Bei der Peroxid-
bleiche wurden 1 bis 2% NaOH (Initial-pH = 10,5), 2% Wasserstoffperoxid und 2%
Wasserglas (38 °Bé) verwendet. Nach Abschluss der Peroxidbehandlung wurde die
Probe in einem GefaB mit kaltem Wasser abgekihlt, der End-pH-Wert gemessen
und eine Probe fir die iodometrische Bestimmung des nicht verbrauchten Peroxids
enthnommen.

Die Proben fir die alkalische Extraktion wurden dann wie fir die Peroxidbleiche mit
1000 ml entionisiertem Wasser Uber einer Fritte neutral gewaschen. Zur Bildung
eines Nutschenblattes wurden die Proben nochmals in 500 ml entionisiertem Wasser
aufgeschlagen. Die Blattbildung erfolgte, nachdem der pH-Wert der Suspension mit
Hilfe von 0,2 M Na-Phosphat- 0,1 M Citronensaure-Puffer auf pH 7 eingestellt
worden war.

3.3.4. Optische Eigenschaften

Die Herstellung der Prifblatter a 4 g fir die WeiBgrad- Farbort- und Gelbwert-
bestimmung erfolgte entsprechend Zellcheming Merkblatt V/19/63. Fir die Messung
der optischen Eigenschaften wurden immer die Blattoberseiten von mindestens zwei
WeiBgradblattern herangezogen.

3.3.4.1 WeiB3grad

Der ISO-WeiBgrad wurde als spektraler Reflexionsfaktor bei einer
Schwerpunktwellenlange von 457 nm gemaB SCAN-C 11:75 bestimmt. Es wurde ein
Elrepho 2000 - Photometer der Firma Datacolor verwendet.

3.3.4.2 Farbort

Der Farbort wurde nach den TAPPI Vorschriften T 524 om-94 und T 527 om-94
bestimmt und im CIELAB-System ausgedrickt (Abb. 3.1). Die Helligkeit L* und die
Koordinaten a* und b* beschreiben den Farbraum des Systems. Je naher der
Helligkeitswert L* an 100 heranreicht, umso weiBer erscheint das Papier. Eine
positive Farbkennzahl a* deutet auf einen Rotanteil hin, eine negative auf einen
Grunanteil. Dementsprechend beschreibt ein positiver b*-Wert eine Farbort-
verschiebung nach Gelb und ein negativer eine Verschiebung nach Blau. Im
Koordinatenursprung befindet sich ein neutrales Grau ohne jede Buntheit. Mit
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wachsenden a*b*-Werten, je weiter also der Farbort von der Mitte entfernt liegt, wird
die Buntheit gréBer.

(WeiB)
L* = 100

gelb
gelb - griin A gelb - rot

/ - /
grau .
griin 4 — W +a A4 ot
-a
/ z /
blau - griin “/ blau - rot
blau

L*=0
(Schwarz)
Abb. 3.1:  Schematische Darstellung des CIELAB-Systems (FRANKE, 1993)

3.3.4.3 Gelbwert

Der Gelbwert wurde nach DIN 6167 bestimmt.

3.3.5 Schmutzpunktanalyse

FOr die Schmutzpunktanalyse wurden die Ober- und Unterseiten jeweils zweier
Rapid-Koéthen-Blatter von 2,4 g Gewicht ausgewertet, die nach Zellcheming-
Vorschrift V/8/76 hergestellt worden waren. Die Schmutzpunktanalyse erfolgte mit
einem Dot-Counter 2.0 der Firma COCAP. Dieses Gerat gibt die Schmutzpunkte in 9
Klassen von 50 bis 500 pm Durchmesser an und in einer Klasse oberhalb 500 pm.
Diese Klassen wurden in dieser Arbeit zusammengefasst. Sie wurden wieder-
gegeben in einer Klasse von 50 bis 150 um, in einer Klasse fur Schmutzpunkte
gréBer als 150 um und in einer Klasse, in der alle erkannten Schmutzpunkte zusam-
mengefasst werden. Die Auflésungsgrenze nach unten liegt bei diesem Gerét bei 50
um. Schmutzpunkte unterhalb dieses Durchmessers kdnnen mit diesem Gerat nicht
erkannt werden. Das Geréat arbeitet kontrastabhangig, d.h., dass Schmutzpunkte nur
dann erkannt werden kdénnen, wenn der Unterschied von hellem Hintergrund und
dunkler Schmutzpunktfarbung groB genug ist.
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3.3.6 Bestimmung des Ligningehaltes

3.3.6.1 Kappazahl

Als MaB fur den Ligningehalt von Zellstoffen wurde geméaB Zellcheming - Merkblatt
IV/37/63 die Kappazahl ermittelt. Beim sauerstoffvorgebleichten Nadelholzsulfatzell-
stoff wurde die Mikrokappamethode gemaB TAPPI - Vorschrift T UM 246 ange-
wendet.

3.3.6.2 Ligningehalte ligninreicher Faserstoffe

Bei sehr ligninreichen, kaum delignifizierten Faserstoffen (TMP, Holzschliff, Altpapier
mit hohem Holzschliff- und TMP-Anteil) wurde der Ligningehalt alternativ als die
Summe von Klasonlignin (= nichtsdureldsliches Lignin) und saureldslichem Lignin
bestimmt.

Zur Vorbereitung auf die Hydrolyse wurden die Proben in einer Mihle geflufft. Dann
wurden 200 mg otro der Faserstoffprobe mit 2 ml eisgekihlter 72%iger Schwefel-
saure versetzt. Die Probe wurde anschlieBend 60 min bei 30°C in einem thermo-
statisierten Wasserbad unter gleichmaBigem Umrihren vorhydrolysiert. Nach Ablauf
der Zeit wurde die Probe sofort mit 56 ml Wasser in einen 100 ml - Messkolben
uberfuhrt und mit einer Kondensationsfalle abgedeckt. Die vierzigminlitige Nach-
hydrolyse wurde in einem Autoklaven unter Druck (0,12 MPa) bei 120°C durch-
gefuhrt.

Nach AbkUhlung der Probe wurde der Hydrolyserlickstand auf einer G4-Fritte
abfiltriert und nach der Trocknung bei 105°C gravimetrisch bestimmt.

Zur Bestimmung des s&aurelGslichen Lignins wurden 2 ml des Filtrates in eine
Quarzkuvette pipetiert und die Extinktion im Photospektirometer bei 205 nm gegen
eine Quarzkilvette geflllt mit Hydrolysensaure gemessen. Das saurelésliche Lignin
konnte dann mit folgender Formel berechnet werden:
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AE,,s *F*V

Gehalt saurelésliches Lignin [%] =
m*1100

mit: AEsos = Extinktion bei 205 nm
F = VerdUnnungsfaktor
\Y = Volumen in ml
m = Einwaage otro in g
1100 = Extinktionsfaktor

3.3.7 Bestimmung des Aschegehaltes

Zur Ermittlung der anorganischen Substanz in Faserstoffen, wie Filillstoffe oder
Streichpigmente, wurde der Aschegehalt geman TAPPI Vorschrift T 211 om-93 durch
Veraschung bei 525°C ermittelt und als % - Anteil des Glihriickstandes an der
Gesamtmasse angegeben.
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4 Spezieller Teil - Ergebnisse und Diskussion eigener Untersuchungen

4.1 Charakterisierung der Laccasen

4.1.1 Aktivitatsbestimmung der Laccasen

Der photometrische Test mit ABTS als Substrat dient zur Beschreibung der
katalytischen Aktivitat der zur Verfigung stehenden Laccasen. Sie wird in [U/ml] far
flissige und [U/mg] fur pulverférmige Enzympraparate angegeben und dient als MaB
fur die Dosierung der Enzyme in den weiterflhrenden Versuchen. Zur naheren
Charakterisierung der Laccasepradparate werden die Aktivitdten bei ausgewahlten
Temperaturen und pH-Werten bestimmt. Die Aktivitdtsbestimmung bei 35 bis 55°C
orientiert sich an den fUr das Flotationsdeinking relevanten Temperaturen. Die
Durchfiihrung der Untersuchung bei pH-Werten von 4,5 bis 9 deckt den leicht sauren
pH-Bereich ab, in dem Ublicherweise mit Laccase im LMS gearbeitet wird, sowie den
neutral-alkalischen, der flir ein neutrales Flotationsdeinkingverfahren in Frage
kommt.

Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind in Abb. 4.1.1 wiedergegeben. Die
Enzympréparate unterscheiden sich deutlich bezlglich der messbaren Aktivitat.
Diese ist beispielsweise bei Laccase von Trametes villosa mit rund 50000 U/ml bei
pH 4,5 finfmal so hoch als bei Laccase von Myceliophtora thermophila. Die Laccase
von Trametes versicolor besteht aus einem pulverférmigen Lyophilisat. Deren
Aktivitdt kann daher mit denen der beiden anderen Praparate, die als Lésungen
vorliegen, nicht direkt verglichen werden.

Alle drei Laccasepraparate zeigen im Rahmen des untersuchten Bereiches mit
steigender Temperatur einen Anstieg der Aktivitat. Mit steigendem pH-Wert sinkt die
Aktivitat aller drei Laccasen. Ab pH 7 kann fur die Laccasen von T. villosa und T.
versicolor kaum noch Aktivitdt beobachtet werden. Der Aktivitdtsbereich der M.
thermophila-Laccase endet bei pH-Werten Uber 8.

Die beobachteten Einflisse von Temperatur und pH-Wert sind nicht als absolut
anzusehen. Sie hangen von den Testbedingungen, vor allem aber vom verwendeten
Testsubstrat ab. Abhangig davon gibt der Hersteller in seinen Produktbeschrei-
bungen zu den Laccasen von T. villosa und M. thermophila unterschiedliche
Aktivitatsoptima sowie Ober- und Untergrenzen an (Tab. 4.1.1):
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Abb. 4.1.1: Ergebnisse der Aktivitdtsbestimmungen mit ABTS fir T. villosa- (oben), M.

thermophila- (mittig) und T. versicolor-Laccase (unten) bei verschiedenen pH-Werten und
Temperaturen

TMP-Fasern kénnen durch beide Laccasen bis pH 10 abgebaut werden. Doch wird
Syringaldazin als Substrat durch Laccase von T. villosa nur bis pH 7,5 umgesetzt. M.
thermophila-Laccase katalysiert die zugrunde liegende Reaktion dagegen bis pH 9.
Die pH-abhangigen Aktivitatsoptima fir beide Substrate befinden sich fir Laccase
von T. villosa bei pH 5 bzw. 5,5. Bei Laccase von M. thermophila liegt der optimale
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pH-Bereich fir die Umsetzung von TMP-Fasern bei pH 6, bei Syringaldazin jedoch
bei pH 7,7. Dagegen wird bei der eigenen Untersuchung mit ABTS (in Abb. 4.1.1)
auch bei pH 4,5 noch kein pH-bedingtes Aktivitatsoptimum erreicht. Im Fall der T.
villosa-Laccase befinden sich die temperaturbedingte Aktivitdtsobergrenze fir TMP-
Fasern bei 90°C, fur Syringaldazin bei 70°C und der optimale Temperaturbereich fir
beide Substrate bei 50 bis 55°C. Bei M. thermophila-Laccase liegt jedoch die
maximale Temperatur zur Umsetzung beider Substrate bei 90°C. Die Optimal-
temperatur fir TMP-Fasern betragt 85°C, die fir Syringaldazin 75°C.

Tab. 4.1.1: Temperatur- und pH-Bereiche nach Angaben des Herstellers (NOVONORDISK,
0.J. a und NOVONORDISK, o.J. b)

Temperatur-

Laccase pH-Bereich ) Substrat MessgréBe
bereich
. 2-5-10 10-50-90°C TMP-Fasern O,-Verbrauch
T. villosa , ) o
4,5-5,5-7,5 <20-55-70°C Syringaldazin Extinktion
, 2-6-10 10-85-90°C TMP-Fasern O,-Verbrauch
M. thermophila . . -
<4,5-7,7-9 <20-75-90°C Syringaldazin Extinktion

Anhand von Ergebnissen, die mit einem bestimmten Aktivitatstest bzw. einem
bestimmten Substrat gewonnen werden, kann man also nicht auf die allgemein
gultigen Grenzen fir die katalytische Aktivitdt eines Enzympréparates schlieBen.
Unabhangig von den verwendeten Testmethoden bzw. den Testsubstraten ist jedoch
allen Ergebnissen gemeinsam, dass die Aktivitdt der Laccasen auch im neutral-
alkalischen Milieu je nach Substrat bis zu einem bestimmten pH-Bereich nachweis-
bar ist.

Eigene Versuche mit Syringaldazin als Substrat fir den Aktivitatstest fielen bezlglich
der Wiederholbarkeit unzufriedenstellend aus. Dagegen liefert der Test mit ABTS als
Substrat reproduzierbare Ergebnisse. Dabei erweist sich die Durchfiihrung der
Methode im sauren pH-Bereich am praktikabelsten, wogegen die Streuung der
Einzelwerte zum Neutralbereich hin mit sinkender Aktivitdt zunimmt. Als Be-
messungsgroBe der eingesetzten Enzymmenge flr die nachfolgend beschriebenen
Versuche dient daher der Aktivitdtstest mit ABTS im leicht sauren Milieu. Die
angegebenen Units werden immer bei 55°C und pH 4,5 ermittelt, auch wenn die
Laccasen in vielen der folgenden Versuche bei héheren pH-Werten eingesetzt
werden.
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4.1.2 Umsetzung von Mediatoren unter Deinkingbedingungen

Eine Voraussetzung fir den Einsatz des LMS zum Deinking von Altpapier ist die
Fahigkeit der Laccasen, mit Mediatoren im neutral-alkalischen Bereich reagieren zu
kdnnen. Zur Beantwortung dieser Frage wird der Sauerstoffverbrauch der Laccasen
von T. villosa und M. thermophila bei der Umsetzung der Mediatoren ABTS, HBT und
Violursdure mit Hilfe einer CLARK-Elektrode bei Luftatmosphére und 45°C bestimmt.
Der Sauerstoffverbrauch bei pH 4,5 dient als Referenz. Die eigentliche Untersuchung
erfolgt im pH-Bereich von pH 7 bis 10.

Unabhangig vom pH-Wert sind flir beide Laccasen die Umsatzraten fir ABTS am
héchsten. Deutlich niedriger sind sie fir VA. Am niedrigsten fallen sie fur HBT aus.
Diese Tendenz wird auch von KRUUS und VIIKARI (2001) bei einer Untersuchung
im sauren pH-Bereich beobachtet.

Fir beide Laccasen sinkt mit steigendem pH-Wert der Sauerstoffverbrauch und
damit die Umsatzgeschwindigkeit fur die Mediatoren (Tab. 4.1.2). Die Umsetzung
des Substrates ABTS endet bei pH 10. VA und HBT werden nur bis pH 8,5 umge-
setzt. Dabei kénnen zwischen den beiden Laccasen Unterschiede festgestellt
werden.

Mit ABTS reagiert die M. thermophila-Laccase bezogen auf den neutral-alkalischen
pH-Bereich intensiver. Zwar ist die Umsatzrate fur die T. villosa-Laccase bei pH 4,5
und 7 mit 1228 bzw. 351 pmol O, « I « min™ hdher als fiir M. thermophila-Laccase,
doch féllt deren Umsatzrate langsamer ab, so dass sie ab pH 7,5 h@here
Umsatzraten aufweist.

Far VA und HBT erweist sich dagegen die T. villosa-Laccase als das geeignetere
Enzym. Bis pH 7,5 liegen ihre Umsatzraten fir Sauerstoff fur beide Mediatoren um
ein Vielfaches Uber den Raten flr M. thermophila-Laccase. Erst bei pH 8 sind sie far
beide Enzyme gleich hoch. Dieses im Vergleich zur Umsetzung von ABTS
abweichende Verhalten liegt vermutlich an Inaktivierungserscheinungen, wie sie von
KRUUS und VIIKARI (2001) far M. thermophila-Laccase in Gegenwart von HBT und
VA beobachtet werden, wogegen die T. villosa-Laccase nicht inaktiviert wird.

Wesentlich flr das laccaseunterstitzte Deinking ist jedoch, dass auch im neutral-
alkalischen Bereich noch aktive Laccase vorhanden ist, die mit dem Mediator
reagieren kann.
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Tab. 4.1.2: Sauerstoffverbrauchsraten [umol O, « I « min] von T. villosa-Laccase (T. vill.)
und M. thermophila (M. therm.) bei der Umsetzung gebréuchlicher Mediatoren

ABTS VA HBT
PHWert | o Vil M therm. | T.vil. M therm.| T.vil M. therm.

45 1228 922 257 4,0 48 2,3

7 351 176 27 1,9 6 0,8
7.5 175 184 7 2,2 3 0,7

8 62 136 2 1,9 0,1 0,1
8,5 20 43 0,2 0,4 0,1 0,4

9 6 16
9,5 2 7

10 1 2
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4.2 Versuche zum Laccase- und Laccase-Mediator-unterstiitzten Deinking von
Sekundarfaserstoffen

In den folgenden Deinkversuchen soll Gberprift werden, ob der Einsatz von Laccase
bzw. des Laccase-Mediator-Systems das Flotationsergebnis beziiglich WeiBgrad und
Schmutzpunktreduktion verbessert.

Die Inkubation erfolgt bei 55°C, um das temperaturabhangige Aktivitatspotential der
Laccasen mdglichst auszunutzen. In diesem Temperaturbereich ist noch nicht mit
einer hitzebedingten Vergilbung zu rechnen (HERRMANN, 1999). Im Anschluss an
die 90-mindtige Inkubationsphase, wahrend der die zugegebene Laccase und der
Mediator HBT bei Luftatmosphére in offenen TemperiergefaBen mit dem Stoff
reagieren kénnen, erfolgt die 8-minitige Flotation der Proben mit zum Teil an-
schlieBender 30-minutiger Hyperwésche. Die Seife Olinor RST Na wird erst zur
Flotation zugegeben, nachdem der pH-Wert des Stoffes auf pH 9,5 angehoben
worden ist. Die Zudosierung der Seife zu diesem relativ spaten Zeitpunkt ist als
VorsichtsmaBnahme gedacht, da nach Arbeiten von KARLSSON et al. (2001) und
BEATSON et al. (1999) Laccasen eventuell Fettsauren in Grenzen modifizieren und
abbauen koénnen. Demnach kénnte die Seife Olinor RST Na, ein Natriumsalz
verschiedener Fettsauren, als Substrat flr Laccase in Frage kommen und die Gefahr
bestehen, dass der Effekt der Seife bei der Flotation beeintrachtigt wird. Wird aber
die Seife bei pH 9,5 zugegeben, sind die Laccasen inaktiviert. Auf diese Weise kann
eine Modifikation der Seifen durch die Enzyme vermieden werden. Die
Prifblattbildung erfolgt bei pH 7,0.

Altpapier besitzt wegen seines groBen Kalziumkarbonatanteils eine hohe Pufferkapa-
zitat. Deshalb ist es nur unter Einsatz entsprechender Pufferldsungen mdéglich, einen
Uber die Inkubationszeit konstanten pH-Wert einzustellen. Dies fuhrt jedoch zu Pro-
blemen bezuglich der Einhaltung einer fir das Flotationsdeinking geeigneten Was-
serharte. Eine wesentlich praxisndhere und in dieser Arbeit verwendete Alternativ-
methode ist, Leitungswasser zu verwenden, den Anfangs-pH-Wert mit Essigsdure
auf 7 abzusduern und in der Folgezeit wahrend der Inkubationsphase den Wieder-
anstieg des pH-Wertes auf den Eigen-pH-Wert des Altpapiers in Kauf zu nehmen.
Dieser liegt je nach Altpapier-Charge zwischen pH 7,5 und 8,5 und wird nach 30 bis
45 Minuten erreicht. Wenn in dieser Arbeit Deinkergebnisse nach Inkubation bei
.heutraler Fahrweise®, ,neutralem pH-Wert“ oder ,pH 7 dargestellt werden, muss
also bedacht werden, dass der pH-Wert wahrend der Inkubation nicht konstant bleibt.
Bei der Darstellung der Ergebnisse bezieht sich die Angabe von pH 7 lediglich auf
den Initial-pH-Wert der Inkubationsphase.
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Einige Versuche werden zu Vergleichszwecken bei pH 4,5 durchgefihrt. Fur diese
Ansatze wird entionisiertes Wasser verwendet und der pH-Wert mit konzentrierter
Essigsaure geregelt. Die Einstellung der Wasserharte wahrend der Inkubationsphase
erfolgt durch Zugabe von 2,5 mM Ca-Acetat. Der pH-Wert wird alle 10 Minuten
kontrolliert und bei Bedarf korrigiert. Als Betriebswasser der Flotation dient bei
diesem Versuchstyp 2,5 mM Ca(OH)x.

Der Eigen-pH-Wert des Altpapiers variiert je nach Altpapier-Charge, weshalb diese
innerhalb einer Versuchsreihe nicht gewechselt wird, um identische Reaktions-
bedingungen gewahrleisten zu kénnen. Ein Vergleich von Einzelwerten verschiede-
ner Versuchsreihen ist nicht méglich, weil sich die verwendeten Altpapierchargen im
Druckbild unterscheiden und je nach Charge die Werte auf unterschiedlichem Niveau
ausfallen. Es kénnen also lediglich die Trends, die sich zwischen den verschiedenen
Versuchsreihen abzeichnen, verglichen werden.

4.2.1 Versuche zum Deinking von Altpapier

Zunachst werden Deinkversuche mit der Altpapier-Modellmischung flr gealterte
deutsche Haushaltssammelware durchgefihrt. Sie bestehen zu je einem Viertel aus
den Zeitschriften bzw. Zeitungen Spiegel, Stern, FAZ und Express, die geman DIN
54606 Teil 1 gealtert wurden. Die Altpapier-Modellmischung wird in den folgenden
Kapiteln mit ,Altpapier” bzw. mit dem Kuirzel ,AP“ bezeichnet. Das Deinking von AP
wird nur mit den Laccasen von M. thermophila und T. villosa getestet. Die Laccase
von T. versicolor stand erst zum Ende des Projektes zur Verfugung.

4.2.1.1 Deinking nach Inkubation mit Laccase und Mediator im neutralen pH-
Bereich

4.2.1.1.1 Einfluss variabler Laccase-Dosierungen

Im ersten Versuch wird der Einfluss unterschiedlich hoher Laccase-Gaben auf das
Deinkergebnis untersucht. Dazu werden Proben von je 100 g otro AP mit je 100 bzw.
1000 U/g otro AP bei neutralem pH-Wert inkubiert. In der Versuchsreihe von Abb.
4.2.1 wird mit Laccase von M. thermophila, in der von Abb. 4.2.2 mit Laccase von T.
villosa gearbeitet. Gleichzeitig werden 0 bzw. 2 Prozent HBT bezogen auf otro AP
zugegeben, um den Einfluss der Laccase mit und ohne Verwendung des Mediators
abschatzen zu kdnnen. Die HBT-Dosis von 2 % orientiert sich an der Arbeit von
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SEALEY und RAGAUSKAS (1998). Im Anschluss an die Inkubationsphase wird
flotiert und vom deinkten Stoff bei pH 7 Prifblatter fir die WeiBgrad- und
Schmutzpunktmessung gebildet. Neben der Enzym- und Mediator-freien, neutral
deinkten Variante wird eine weitere Enzym- und Mediator-freie AP-Probe alkalisch
deinkt, um als zusétzlicher Referenzwert zu dienen.

Beide Versuchsreihen zeigen das gleiche Ergebnis. Der WeiBBgrad der neutralen
Referenz schneidet mit 54,1 % ISO um 4,4 WeiBepunkte schlechter ab als der
WeiBgrad der alkalischen Referenz. Der hohe WeiBeunterschied erklart sich mit der
deutlich geringeren Druckfarbenentfernung und mit dem Bleicheffekt des Wasser-
stoffperoxids, welches bei der alkalischen Fahrweise eingesetzt wird. So ist die
Gesamtflache aller mit dem DOT-Counter messbaren Schmutzpunktflachen
(,Schmutzpunkte>50um*®;, 50 um entspricht der Auflésungsgrenze des DOT-
Counters) fur den neutralen Referenzwert mit 3825 mm?/m2 doppelt so hoch wie die
Gesamtschmutzpunktflache fir den alkalischen Referenzwert. Gliedert man die
Gesamtschmutzpunktflache in Schmutzpunkte mit Durchmesser von 50 bis 150 pm
und solche mit Durchmesser gréBer als 150 um auf, lasst sich die unterschiedliche
Wirkungsweise des alkalischen und des neutralen Deinkings erkennen. Bei
alkalischer Fahrweise ist der Flachenanteil, der auf Schmutzpunkte mit  kleinem*
Durchmesser zuriickgeht, etwa gleich hoch wie der Anteil der Schmutzpunkte
,groBer“ Durchmesser. Bei neutraler Fahrweise fehlen die Druckfarben ablésenden
und dispergierenden Effekte von Alkali und Wasserglas, was offenbar zu kaum abge-
I6sten Druckfarbenpartikeln und damit vorwiegend ,groBen, schwieriger zu
flotierenden Schmutzpunktdurchmessern fuhrt, die zwei Drittel der Gesamtschmutz-
punktflache ausmachen.

Die Laccase- bzw. LMS-Behandlungen der kinstlich gealterten Drucke fuhren zu
einer Absenkung des WeiBgrades nach Flotation. Mit steigenden Laccase-Gaben
fallt der WeiBgrad in erhéhtem MaBe ab. Mit HBT wird dieser Effekt intensiviert. So
sinkt in Abb. 4.2.1 im Fall der M. thermophila-Laccase der WeiBgrad bei einer En-
zym-Dosis von 100 U im Vergleich zur neutralen Referenz um zwei Punkte und bei
1000 U um 5,4 Punkte. Beim kombinierten Einsatz von Laccase und 2 % HBT ist der
WeiBeverlust noch gréBer. Bei 100 U Laccase fallt die WeiBe um 3,2 und bei 1000 U
sogar um 8,5 Punkte schlechter aus. Ahnlich verhalten sich die WeiBgrade bei einer
Behandlung mit Laccase von T. villosa (Abb. 4.2.2). Der WeiBgrad nimmt bei 100 U
Laccase um 0,6 bzw. bei 100 U Laccase und 2 % HBT um 1,3 Prozentpunkte ab. Bei
1000 U Laccase sind es 4,3 und bei 1000 U Laccase und 2 % HBT sogar 7,2 Punkte.

Mit der Laccase und Mediator-bedingten WeiBBgradabnahme geht gleichzeitig eine
Abnahme der Schmutzpunktflachen einher. Sehr deutlich ist dieser Zusammenhang
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in Abb. 4.2.1 bei Verwendung von M. thermophila-Laccase ausgepragt. Die
Gesamtschmutzpunktflachen (Schmutzpunktdurchmesser < 50um) sinken hier aus-
gehend vom Laccase- und Mediator-freien Referenzwert mit 3825 mm?m?2 auf 2003
mm?2/m?2 bei Einsatz von 1000 U Laccase und 2 % HBT. Weniger deutlich ist dieser
Trend bei Einsatz von T. villosa-Laccase ausgepragt (Abb. 4.2.2), doch fallen auch
hier die Schmutzpunktflachen ausgehend von 3825 mm?/m?2 auf 3227 mm?/m?2 ab.
Die extrem hohe Schmutzpunktflache von 4862 mm2/m2 bei Einsatz von 100 U T.
villosa-Laccase und 2 % HBT ist vermutlich als AusreiBer anzusehen, da fur die
Ermittlung dieses Wertes nur 1 Rapid-Kéthen-Blatt zur Schmutzpunktanalyse
vorliegt. Die Zugabe von 2 Prozent HBT scheint keinen wesentlichen Einfluss auf die
Schmutzpunktentwicklung zu haben. Bei gleich hoher Laccasedosierung sind die
Schmutzpunktflachen unabhangig von der HBT-Behandlung sowohl in Abb. 4.2.1 als
auch in Abb. 4.2.2 in etwa gleich groB.

Die sinkenden Schmutzpunktflaichen kénnen allerdings bei sinkenden WeiBgraden
nicht als signifikant gewertet werden. Die Schmutzpunktbestimmung erfolgt mit Hilfe
eines DOT-Counters. Dieses Gerat arbeitet kontrastabhéangig und kann daher bei
niedrigeren WeiBgraden zwangslaufig nur weniger Schmutzpunkte dedektieren als
bei héheren.

Wie bei der neutralen Referenz dominieren bei der Gesamtflache aller Schmutz-
punkte bei den Laccase- bzw. Laccase- und Mediator-behandelten Proben mit einem
Anteil von etwa zwei Dritteln die Schmutzpunkte mit Durchmesser tber 150 um. Da
es zu keiner Verschiebung dieses Verhaltnisses zu Gunsten der Schmutz-
punktfraktion kleinerer Durchmesser gekommen ist, liefert dieses Ergebnis keinen
Hinweis auf einen eventuellen enzymatischen Abbau von Druckfarbenpartikeln.

Letztlich fallen im Vergleich zur alkalischen Referenz alle anderen Ergebnisse
schlechter aus.
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4.2.1.1.2 Einfluss variabler Mediator-Dosierung

Durch Variation der Mediatordosierung soll die Wirkung von HBT auf die Weil3grad-
und Schmutzpunktentwicklung genauer betrachtet werden. Die Ergebnisse werden in
den Abb. 4.2.3 fir M. thermophila-Laccase und in Abb. 4.2.4 fur T. villosa-Laccase
dargestellt. Die Laccasedosierung betragt 1000 U/g.

Die Werte der alkalischen und neutralen Referenz sowie die Werte fir 1000 U bzw.
1000 U und 2 % HBT sind die gleichen wie in den Abb. 4.2.1 und 4.2.2 und bedirfen
keiner intensiven Erlauterung. Wie zuvor bereits beschrieben, nehmen die WeiB-
grade durch die Laccasebehandlung deutlich ab.

Bei beiden Versuchsreihen (Abb. 4.2.3 und Abb. 4.2.4) zeigt sich mit steigender
HBT-Dosierung ein Trend zu einem weiteren Absinken der WeiBBgrade. Ausgehend
vom WeiBgrad der mit M. thermophila-Laccase aber ohne HBT inkubierten Probe
von 48,7 % ISO nimmt der WeiBgrad mit den zusatzlichen Mediatorgaben von 0,1,
0,25, 0,5 und 2 % HBT zunéchst geringflgig, aber am Ende deutlich um 1,5, 1,7, 1,9
und schlieBlich 3,1 WeiBepunkte ab. Nicht in diesen Trend passt allerdings der
WeiB3grad fur 1000 U Laccase und 1 % HBT, der mit 49,1 % ISO geringfligig héher
liegt als der WeiBBgrad fur 1000 U Laccase. Bei diesem Wert handelt es sich
vermutlich um einen AusreiBer. Daflr sprechen die Werte einer weiteren Messreihe
(Abb. 4.2.5), die im nachsten Kapitel diskutiert wird.

Weniger deutlich als in Abb. 4.2.3 zeigt sich der Trend zu fallenden WeiBgraden mit
zunehmender HBT-Dosierung in Abb. 4.2.4, da die Wei3grade fir die niedrigeren
HBT-Dosierungen von 0,1 % und 0,25 % mit 1,4 bzw. 1,1 WeiBepunkten Uber dem
WeiBgrad der nur mit Laccase behandelten Probe liegen. Doch sinkt bei den Proben,
die mit héheren HBT-Dosierungen inkubiert werden, die WeiB3e deutlich ab. Wéhrend
bei der nur mit Laccase behandelten Probe der WeiB3grad bei 49,8 % ISO liegt,
betragt er bei 0,5 % HBT 48,8 % ISO und bei 1 % 46,1 % ISO. Der WeiBgrad fir 2 %
HBT liegt mit 46,9 % ISO zwar leicht héher als der Wert far 1 % HBT, doch liegt er
mit knapp 3 Punkten WeiBe deutlich unter dem Wert der HBT-freien Probe.

FUr beide Versuchsreihen gilt jedoch, dass der Einfluss der Laccase-Dosierung von
1000 U auf den WeiBgrad des neutralen Referenzwertes mit minus 4,4 % ISO einen
gréBeren Einfluss hat als die getesteten HBT-Dosierungen.

Aus den Graphiken der Abb. 4.2.3 und Abb. 4.2.4 |asst sich kein Zusammenhang
zwischen der Hohe der HBT-Dosierung und einer Abnahme der Schmutzpunkt-
flachen herleiten. Die Schmutzpunktflachen der mit HBT behandelten Proben zeigen
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eine starke Schwankungsbreite und liegen auf dem Niveau der nur mit Laccase
behandelten Probe oder sogar darlber. Im Fall der M. thermophila-Laccase liegen
die insgesamt bestimmbaren Schmutzpunktflichen mit einem durchschnittlichen
Wert von 2450 mm?3/m?2 nur geringfligig Uber dem Niveau der Gesamtschmutzpunkt-
flache fur die nur mit Laccase behandelte Probe von 2206 mm?2/m?2. Dies gilt auch im
Fall der T. villosa-Laccase. Hier ergeben sich eine Gesamtschmutzpunktflache von
3086 mm?/m2 bei Behandlung mit Laccase und ein arithmetisches Mittel fir die mit
Laccase und Mediator behandelten Proben von 3310 mm?2/m2.

Die Ergebnisse lassen fur die Entwicklung der Schmutzpunkiflachen lediglich die
Aussage zu, dass sie sinken, wenn die Proben mit Laccase behandelt werden. Die
mit Laccase von M. thermophila behandelten Proben haben eine durchschnittlich um
1400 mm2/m? niedrigere Gesamtschmutzpunktflache. Bei Einsatz von T. villosa-
Laccase sind es 550 mm?/m?2. Doch selbst diese Aussage muss wegen der Mess-
technik des DOT-Counters wie im vorhergehenden Kapitel relativiert werden. Eine
zweifelsfreie Aussage zur Schmutzpunktentwicklung kann aus diesen Messreihen
nicht formuliert werden.
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4.2.1.2 Deinking nach Inkubation mit Laccase und Mediator im sauren pH-
Bereich

Laccase-Mediator-Behandlungen werden in der Literatur in der Regel im sauren pH-
Bereich durchgeflhrt. Hier besitzen Laccasen ihre groBte Aktivitat. Auch das Redox-
potential der Mediatoren bzw. die Stabilitdt der Mediatorradikale ist hier vermutlich
am héchsten (LUND und KWEE, 1968). Die Versuchsreihen des vorhergehenden
Kapitels werden daher bei pH 4,5 wiederholt, um die bei neutralem pH-Wert
beobachteten Effekte unter fir Laccase gunstigeren Bedingungen deutlicher heraus-
arbeiten zu kdnnen.

Im Vergleich zu den vorhergehenden Messreihen fallen die Weil3grade der Laccase-
und Mediator-freien Referenzwerte um 3,5 Punkte und der alkalische Referenzwert
sogar um 6 Punkte niedriger aus (Abb. 4.2.5 & 4.2.6). Dies kann auf die Verwendung
eines kleinvolumigeren Ersatzkneters zuriickzufiihren sein (Fa. Stephan Werke
Hameln, Type FD 224 / 8D h), der zwischenzeitlich flr die ausgefallene Planeten-
rdhrmaschine (NCM 20, Fa. Hobart) verwendet wird. Dadurch wird die Druckfarbe bei
der Altpapieraufldsung vermutlich zu intensiv zerrieben. Der erhéhte Anteil von unter
die Flotationsgrenze dispergierten Druckfarbenpartikeln kann dann zu einem unzurei-
chenden Druckfarbenaustrag und unbefriedigenden Flotationsergebnissen flihren.
Als weiterer Grund fir diese Abweichung kommt aber auch die Verwendung einer
anderen Altpapiercharge in Frage.

Wie in den Versuchsreihen zuvor liefert die alkalische Fahrweise das beste
Flotationsergebnis. Der WeiBgrad betragt 52,4 % ISO und liegt damit zwei Punkte
Uber dem WeiBgrad des neutralen Referenzwertes. Das Schmutzpunktniveau der
alkalischen Referenz ist mit 792 mm?/m2 ungefahr halb so hoch wie das Niveau der
neutralen Referenz mit 1401 mm?2/m2. Die Schmutzpunkte der alkalischen Referenz
bestehen wieder Uberwiegend aus Schmutzpunkten mit Durchmessern bis 150 pum.
Nur ein Drittel der Schmutzpunkte besitzt Durchmesser tber 150 um. Die
Schmutzpunkte der neutralen Referenz verteilen sich etwa zu gleichen Teilen auf die
beiden Durchmesserklassen.

In beiden Versuchsreihen (Abb. 4.2.5 und Abb. 4.2.6) nimmt der WeiBgrad nach der
Inkubation mit Laccase deutlich ab. Um 4,2 % ISO fallt er im Fall der M. thermophila-
Laccase und sogar um 6,2 % ISO bei T. villosa-Laccase. Mit steigender Dosierung
von HBT im sauren pH-Bereich sinken die WeiBgrade zusétzlich. In Abb. 4.2.5 sind
dies im Vergleich zur HBT-freien Variante bis zu 5,1 % ISO. Im Fall von T. villosa-
Laccase (Abb .4.2.6) sinkt er sogar um weitere 8,4 % ISO. Der WeiBeabfall im
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sauren pH-Bereich wird also sowohl durch die Laccase-Gabe als auch durch die
Mediatorgabe intensiviert.

Auch in diesen Versuchsreihen nehmen die Schmutzpunktflachen bei Zusatz der
Laccasepraparate ab. Sie sinken im Vergleich zum Wert der neutralen Referenz
(1401 mm2/m?) im Fall der M. thermophila-Laccase auf 1002 mm?/m?2 und bei
Verwendung von T. villosa-Laccase auf 751 mm2/m2. In beiden Versuchsreihen (Abb.
4.2.5 und Abb. 4.2.6) werden die Schmutzpunktflachen mit steigender HBT-Dosie-
rung zusatzlich reduziert und erreichen Werte von 527 mm?3/m2 (Abb. 4.2.5) bzw. 250
mm?3/m2 (Abb. 4.2.6). Am starksten ausgepragt ist dieser Trend bei Verwendung der
Laccase von T. villosa.

Einzelne Werte, die vom Trend abweichen, dirfen nach Erachten des Autors nicht
Uberinterpretiert werden, da die Gute des Flotationsdeinkings stark von der
handwerklichen Prazision bei der Versuchsdurchfihrung abhangt. Dieser sind jedoch
im taglichen Laborbetrieb Grenzen gesetzt. Auch die WeiB3grad- und Schmutzpunkt-
anstiege bei der Dosierung von 1000 U Laccase und 2 % HBT in den Abb. 4.2.5 und
4.2.6 werden aus diesem Grund als AusreiBer angesehen, zumal in den Abb. 4.2.1
und 4.2.2 mit diesen Dosierungen die niedrigsten WeiBgrade erzielt werden.

Bei den mit Laccase und Mediator behandelten Proben betrédgt das Verhaltnis der
Schmutzpunktflachen der Schmutzpunktdurchmesser < 50-150um und Schmutz-
punktdurchmesser >150um in etwa 1:1. Dadurch Uberwiegt je nach Versuch einmal
die eine und einmal die andere Fraktion geringfugig.

Der bei neutralem pH-Wert unsichere Trend der Schmutzpunktabnahme mit
steigender HBT-Gabe kann fir die M. thermophila-Laccase bei pH 4,5 deutlicher
herausgearbeitet werden (Abb. 4.2.5). Klar zu erkennen ist dieser Effekt bei
Verwendung der T. villosa-Laccase (Abb. 4.2.6). Neu ist hier, dass die Schmutz-
punktflachen in beiden Versuchsreihen den alkalischen Referenzwert unterschreiten
kénnen. Das Ergebnis der Schmutzpunktbestimmung muss allerdings wieder wegen
des starken WeiBgradverlustes relativiert werden. Die Schmutzpunktabnahme kann
zu diesem Zeitpunkt fir alle bisher gezeigten Resultate wegen der kontrast-
abhangigen Messtechnik des DOT-Counters nicht als signifikant eingestuft werden.

Bei saurer Fahrweise ist also die Abnahme des WeiBgrades deutlich starker ausge-
pragt als bei neutralem pH-Wert. Im Gegensatz zur Inkubation im Neutralbereich
nehmen auch die Schmutzpunktflachen mit steigender HBT-Konzentration deutlich
ab. Die DOT-Counter-bedingten Interpretationsschwierigkeiten bleiben jedoch be-
stehen.
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4.2.1.3 Weitere Versuche zur Dosierung von Laccase und HBT im neutralen pH-
Bereich

In den bisher dargestellten Versuchen wird im Wesentlichen mit Laccase-
Dosierungen von 1000 U (Aktivitat bestimmt bei pH 4,5) gearbeitet und ein deutlicher
WeiBgradabfall beobachtet. Diese WeiBgradreduzierung war auch bei 100 U vorhan-
den. Zur Verifizierung dieser Beobachtung werden im Folgenden Versuche mit deut-
lich niedrigeren Laccase-Dosierungen durchgefihrt. Gewahlt werden 10, 50, 100 und
1000 U/g otro Altpapier, wobei der Dosierung von 1000 U eine Referenzfunktion zu-
kommt, da das zu erwartende Ergebnis aus den vorhergehenden Versuchen bereits
mehrfach bestatigt wird. Um auch die Mediatorkonzentration zu variieren, erfolgt
neben der Versuchsreinhe ohne HBT-Zugabe eine weitere mit 0,25 % sowie eine mit
1 % HBT.

Die Durchfiihrung der Versuche war aus zeitlichen Griinden nur mit einer der bisher
getesteten Laccasen méglich. Die Wahl fiel auf die Laccase von T. villosa. Flr diese
Entscheidung spricht das bessere Abschneiden der T. villosa-Laccase bei der
Umsetzung von HBT (vergl. Kap 4.1.2) und Ergebnisse aus der Literatur, in denen
beschrieben wird, dass die M. thermophila-Laccase durch HBT schneller inaktiviert
wird als die Laccase von T. villosa (KRUUS und VIIKARI, 2001).

Eine Hyperwasche im Anschluss an die Flotation erganzt die Versuche. Mit dieser
Methode wird untersucht, ob durch die enzymatische Behandlung Druckfarben-
partikel in feindisperse Teilchen zerlegt werden, deren Partikelgr6Be unterhalb der
Flotationsgrenze (ca. 5 um) liegt. Sind solche nicht flotierbare, aber auswaschbare
Partikel im System vorhanden, kénnen sie in einem Anstieg des WeiBgrades nach
Hyperwasche auf oder Uber das WeiBeniveau der Referenz erkannt werden. Aller-
dings besteht bei solchen Partikeln auch die Gefahr, dass sie auf die Faser irrever-
sibel aufziehen und dann zu einer Vergrauung derselben fihren kénnen. Die Hyper-
wasche erfolgt wie die Flotation bei pH 9,5, um aktive Laccase im System weit-
gehend ausschlieBen zu kdnnen. Die Probenentnahmen nach Flotation und Wasche
erfolgen bei pH 7.

Alle drei Versuchsreihen flUhren unabhd@ngig von der Mediatorkonzentration zu
vergleichbaren Ergebnissen. Daher beschrankt sich die Diskussion der Ergebnisse
auf die HBT-freie Versuchsreihe (Abb. 4.2.7, Abb. 4.2.8 sowie Tab. 4.2.1). Die
Resultate der Versuchsreihen mit 0,25 % (Abb. 4.2.9, Abb. 4.2.10 sowie Tab. 4.2.2)
und 1 % HBT (Abb. 4.2.11, Abb. 4.2.12 sowie Tab. 4.2.3) werden in den Anhangen 8
bis 10 wiedergegeben.



90 Ergebnisse und Diskussion

Wie gehabt stellt die alkalische Referenz das beste Flotationsergebnis mit 56,6 %
ISO WeiBe und einer Gesamtschmutzpunkiflaiche von 420 mm2?m?2 dar. Der
WeiBgrad der neutralen Referenz liegt um 58 % ISO niedriger, die
Gesamtschmutzpunktflache ist mit 728 mm?/m? fast doppelt so hoch. Die WeiBgrade
bleiben bei Laccasegaben bis 100 U/g otro AP weitgehend unbeeinflusst. Mit 1000 U
Laccase sinkt jedoch der WeiBgrad um weitere 3,9 % ISO.

Die Schmutzpunktflachen Ubertreffen im Bereich von 10 bis 100 U Laccase den Wert
der neutralen Referenz. In Abb. 4.2.7 sind dies rund 200 bis 700 mm2/m2 mehr als
die Gesamtschmutzpunkiflache der enzymfreien, neutralen Referenz von 728
mm?/m2. Die niedrigste Schmutzpunktflache der enzymatisch behandelten Proben
von 587 mm2/m2 wird bei der h6chsten Laccasedosierung (1000 U) und damit bei der
niedrigsten WeiBe erzielt.

Wegen der gesunkenen Weil3grade ist die Beurteilung schwierig, ob die beobachtete
Reduzierung der Schmutzpunkte signifikant sein kann. Wie im Methodenteil
beschrieben, werden die Schmutzpunkte mit einem DOT-Counter bestimmt. Dieses
Gerat arbeitet abhangig vom Kontrast und liefert daher zwangsweise bei niedrigeren
WeiBgraden niedrigere Schmutzpunkizahlen. Dieser Aspekt muss gerade hier
berlcksichtigt werden, da die erzielten WeiBBgrade mit der neutralen Fahrweise nur
rund 50 % ISO betragen und mit 1000 U Laccase um weitere 3 Punkte auf 47 % ISO
absinken.

Die Hyperwasche der flotierten Proben sollte weitere Informationen zur Interpretation
der bisher erhaltenen Ergebnisse liefern. Bei diesem Verfahren wird der Stoff gegen
ein Sieb von 64 um Maschenweite gewaschen und Partikel entsprechenden
Durchmessers entfernt. Dies sind Druckfarbenpartikel, die zu klein sind, um flotiert
werden zu kénnen, Faserbruchsticke und Fullstoffe. Die Fullstoffe tragen beim
Fertigprodukt Papier zur Erhéhung des WeiBgrades bei. Deren Entfernung ist daher
ublicherweise mit einem Abfall des WeiB3grades verbunden. Um die WeiB3grade einer
flotierten und einer gewaschenen Altpapierprobe vergleichen zu kénnen, werden die
Aschegehalte der Proben bestimmt und die WeiB3grade auf den Aschegehalt des
Ausgangspapiers umgerechnet.

Die WeiBBgrade der alkalischen Referenz nach Flotation und Hyperwasche (Abb.
4.2.8) sind mit 56,6 % ISO bzw. 56,2 % ISO nahezu identisch, obwohl sich ihre
Aschegehalte” mit 11,3 % bzw. 2,2 % deutlich unterscheiden. Dies liegt vermutlich
daran, dass der flotierte Stoff reichlich Druckfarbenpartikel enthalt, deren

" siehe Anhang 11
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Durchmesser unterhalb der Flotationsgrenze von ca. 5 um liegt, so dass deren
Entfernung wahrend der Wasche den entaschungsbedingten WeiBgradabfall
ausgleicht. Die um den Aschegehalt bereinigten WeiBgrade (59 % ISO nach
Flotation, 61,6 % ISO nach Hyperwasche) zeigen, dass das Flotationsverfahren fast
2,6 Punkte des moglichen WeiBegewinns nicht erzielen kann (Abb. 4.2.8).

Die Gulte des Austrags von Druckfarben mit Hilfe des Neutralverfahrens ist deutlich
schlechter, denn bereits ohne Korrektur um den Aschegehalt liegt der Weil3grad
nach Hyperwdsche trotzt Entaschung um 2,2 Punkte hdher. Entsprechend ist der
WeiBegewinn als Differenz der um den Aschegehalt bereinigten WeiBgrade mit 5,1
% 1SO deutlich héher als im Fall der alkalischen Referenz. Dass deren WeiBgrad
nach Hyperwdsche und Aschekorrektur um 3,1 % ISO hdéher liegt als der ent-
sprechende Wert der neutralen Referenz, liegt am Bleicheffekt des Wasserstoffper-
oxids und vermutlich am erhéhten Anteil nicht abgeléster Restdruckfarbe, der auch
nach Hyperwéasche im Stoff enthalten ist.

Interessant ist nun der Verlauf der WeiB3grade der enzymatisch behandelten Proben.
Von 0 bis 100 U Laccase verlaufen die WeiBBgrade nach Flotation (mit und ohne
Korrektur um den Aschegehalt) annahernd parallel zur X-Achse des Koordinaten-
systems. Erst die Dosierung von 1000 U Laccase bewirkt den WeiBgradabfall von
3,9 Punkten. Sollte dieser Abfall darauf zurlckzuflhren sein, dass mit Hilfe der
Laccase bzw. des Mediators Schmutzpunkte so fein dispergiert werden, dass sie in
nicht flotierbarer Form vorliegen, misste nach deren Entfernung durch Hyperwasche
der um den Aschegehalt korrigierte WeiBgrad den Wert der neutralen Referenz
erreichen. Tatsachlich aber zeigen die WeiBgrade nach Hyperwéasche und Asche-
korrektur mit steigender Enzymdosis eine Verringerung des WeiBgrades. Damit wird
ein enzymatischer Druckfarbenabbau als primare Ursache flr den WeiBgradabfall
unwahrscheinlich. Er kann aber nicht ausgeschlossen werden.
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Um mehr Klarheit Uber diesen WeiBgradabfall zu erhalten, werden in Tab. 4.2.1 die
Helligkeitswerte L*, die Farbwerte a* und b* des CIELAB-Systems sowie die Gelb-
werte zusammen mit den entsprechenden WeiBBgraden fir die Daten der Abb. 4.2.7
aufgelistet.

Nach Flotation wie nach Hyperwéasche verlaufen WeiBgrad und Helligkeit L* parallel
zueinander. Mit steigender Laccase-Dosis sinken die WeiBBgrade und die Helligkeits-
werte L*. Nach Flotation nimmt dabei mit steigender Laccase-Dosierung der Farbwert
a* zu, in Tab. 4.2.1 von -0,78 auf -0,43. FUr den Farbwert b* und den Gelbwert ist
nach Flotation noch kein Zusammenhang mit der Laccasedosierung zu erkennen.

Anders entwickeln sich dagegen diese Werte nach Durchflihrung der Hyperwésche.
Nun korrelieren WeiBgrad, Helligkeit L*, die Farbwerte a* und b* sowie der Gelbwert
mit steigender Laccase-Dosierung. Dabei werden unabhangig von der HBT-
Dosierung vergleichbare Werte erreicht, so dass eine besondere Wirkung des
Mediators nicht zu erkennen ist." In Tab. 4.2.1 betragt beispielsweise der WeiBgrad
des neutralen Referenzwertes nach Hyperwasche 53,0 % ISO und sinkt bei 1000 U
Laccase auf 49,7 % ISO ab. Die entsprechenden Helligkeitswerte nehmen von 80,53
auf 78,96 ab. Die Farbkennzahl a* bewegt sich vom grinen Bereich (a*=-1,12) in
Richtung des Koordinatenursprungs (a*=-0,56). Die Farbkennzahl b* steigt dabei
ausgehend von b*=5,64 an und intensiviert mit b*=6,32 den gelben Farbton. Damit
steigt der Gelbwert ausgehend von 11,2 bis auf 13,3 an.

In der Praxis steigt der Gelbwert beim konventionellen Flotationsdeinking holzhaltiger
Papiere mit steigendem Druckfarbenaustrag ebenfalls an. Die Vergilbung wird
dadurch erklart, dass bei der Reinigung des Altpapierstoffes durch den steigenden
Austrag an Druckfarbe, Fein- und Fullstoffen der Blick auf den ligninreichen, vergilb-
ten Faserstoffanteil (TMP, Holzschliff) freigegeben wird. Dies geht allerdings beim
Deinking auf Grund des Druckfarbenaustrages mit einem WeiBgradanstieg einher.

Hier zeigt sich aber, dass nach der Hyperwadsche mit der Vergilbung eine
Vergrauung zu beobachten ist. Als Ursache fir diese Vergrauung kommen zwei
Ursachen in Frage: Die Verdunkelung der enzymatisch behandelten Proben kann auf
enzymatisch feindispergierte Druckfarbenpartikeln beruhen oder auf einer Laccase-
induzierten Ligninvergilbung. Zur Beantwortung dieser Frage sind weitere Versuche
notwendig.

! vergl. Tab. 4.2.2 und Tab. 4.2.3 in Anhang 10
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Tab. 4.2.1: WeiBBgrade, Farborte und Gelbwerte von AP nach Inkubation mit T. villosa-
Laccase bei neutralem pH-Wert sowie nachfolgender Flotation und Hyperwésche

Laccase [U/g] 0 10 50 100 1000
nach Flotation
WeiBgrad [% I1SO] 50,8 50,3 50,3 50,5 46,9
Helligkeit L* [-] 78,87 78,76 78,77 79,14 76,66
grin-rot a* [-] -0,78 -0,57 -0,52 -0,41 -0,43
blau-gelb b* [-] 4,60 5,18 5,19 5,74 5,14
Gelbwert [-] 9,7 10,9 10,9 12,2 11,1
nach Hyperwasche

WeiBgrad [% ISO] 53,0 51,8 51,5 51,8 49,7
Helligkeit L* [-] 80,53 80,00 79,89 80,19 78,96
grun-rot a* [-] -1,12 -0,80 -0,77 -0,66 -0,56
blau-gelb b* [-] 5,64 6,03 6,05 6,30 6,32
Gelbwert [-] 11,2 12,3 12,4 12,9 13,3
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4.2.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Versuchen zum Deinking von
AP

Im Rahmen der Untersuchungen mit Laccase, Mediator HBT und Altpapier kébnnen
bisher folgende Beobachtungen gemacht werden:

Die Inkubation mit bis zu 50 U Laccase pro Gramm otro gealterter Modellpapier-
mischung far Haushaltssammelware hat keinen Einfluss auf WeiBgrade und
Schmutzpunktflachen der flotierten Proben.

Ab 100 U Laccase fallt in einem Teil der Versuchsreihen der WeiB3grad deutlich ab.
Dieser Effekt ist im sauren pH-Bereich deutlicher ausgepragt als im neutralen. Es
handelt sich daher vermutlich um einen enzymatisch induzierten Effekt. Zum Teil
bleibt allerdings bei 100 U der WeiBgrad noch konstant. Da die Messreihen mit
verschiedenen Papierchargen ausgefihrt werden (aber innerhalb einer Messreihe
die Papiercharge nicht gewechselt wird), kann dieser Effekt eventuell dadurch erklart
werden, dass das Enzym durch Bestandteile des Substrates Altpapier in seiner
Aktivitat behindert wird, die je nach Altpapiercharge in unterschiedlicher Hbéhe
vorhanden sind (vergl. Kapitel 2.3).

Nach Inkubation mit 1000 U Laccase wird schlieBlich reproduzierbar ein deutlicher
WeiBgradabfall verursacht. Diese Verdunkelung wird mit Zugabe des Mediators HBT
zum Teil verstarkt. Mit dem WeiBgradabfall kommt es zu einer Vergiloung des
Stoffes, deren Ursache noch nicht bekannt ist.

Eine Schmutzpunktreduktion ist immer nur in Verbindung mit einem WeiBgradabfall
messbar. Dieses Ergebnis kann auf Grund der kontrastabhangigen Messtechnik des
DOT-Counters nicht als signifikant gewertet werden.

Die Ergebnisse der Hyperwasche kdnnen nicht belegen, dass Druckfarbenpartikel
enzymatisch zerkleinert werden. Es kommt aber zu einer deutlichen Verdunkelung
des Stoffes.

Mit Hilfe der Untersuchung des Farbortes kbnnen mit steigender Laccase-Dosierung
eine Verdunkelung, Vergrauung und Vergiloung beobachtet werden.



96 Ergebnisse und Diskussion

4.2.2 Versuche zum Deinking von DIP

In den anschlieBenden Untersuchungen wird das Substrat Altpapier gegen DIP-Stoff
ausgetauscht, weil die Ergebnisse der mit AP durchgeflhrten Versuche nicht ein-
deutig interpretiert werden konnten.

Dies liegt daran, dass bei Zugabe von Laccase und Mediator zum AP gleichzeitig mit
dem Rickgang der Schmutzpunktflachen auch die WeiBgrade abnehmen. Sinkt der
WeiBgrad, so nimmt der Helligkeitsunterschied bzw. der Kontrast zwischen den
dunklen Schmutzpunkten und dem helleren Prifpapier ab. Schmutzpunkte, die auf
einem helleren Papier noch detektierbar waren, kénnen dann nicht mehr erkannt
werden, weil ihre Farbe mit der des Prifpapiers zusammenfallt. Das AusmaB des
Verschwindens von Schmutzpunkten durch einen WeiBeverlust fallt daher bei einem
Prlfpapier mit niedrigerem WeiBgrad gréBer aus als bei einem Prifpapier mit
héherem WeiBgrad. Dadurch haben geringe WeiBednderungen einen groBen Effekt
auf die DOT-Counter-Analyse. Dies ist bei den Versuchsergebnissen mit Altpapier
vermutlich der Fall, da hier Prlfblatter ausgewertet werden, die einen Wei3grad von
<50 % ISO besitzen.

Weniger ausgepragt sollte dieser kontrastabhangige Messfehler des DOT-Counters
bei héheren WeiBgraden sein. Die Verwendung eines DIP-Stoffes sollte es ermdg-
lichen, am Ende der Flotationsversuche Prufblatter mit entsprechend hdherem
WeiBeniveau zu bekommen. Die Aussagekraft der Schmutzpunktbestimmung mit
Hilfe des DOT-Counters sollte dann weniger vom WeiBgrad abhangen.

Ein weiterer Aspekt, der fir eine Verwendung des DIP-Stoffes spricht, ist die
Uberlegung, dass ein positiver enzymatischer Effekt beim Deinking von Zeitungs-
drucken eventuell darum nicht erkannt werden kann, weil auch bei kinstlich
gealterten Drucken der GroBteil der anhaftenden Druckfarbe weitgehend ohne
Verwendung von Laccase problemlos entfernbar sein sollte. Wenn in den bisherigen
Versuchen nur ein geringer Effekt durch eine enzymatische Behandlung zu
beobachten ist, kann die Ursache daflr darin begriindet sein, dass die Laccasen
lediglich Druckfarbenpartikel abbauen, die auch ohne enzymatischen Angriff
entfernbar sind. In diesem Fall ist dann kein Effekt im Vergleich zur neutralen
Referenz messbar. Deutlich erkennbar misste ein enzymatisches Abldésen von
Druckfarben sein, wenn sich das ,Angebot“ von Druckfarbenpartikeln auf solche
beschrankt, die mit einem enzymfreien Verfahren (neutrales oder alkalisches
Deinking) nicht ohne weiteres entfernt werden kénnen. Ein Sekundérfaserstoff, der
diese Eigenschaften erfillt, ist bereits deinkter Stoff (DIP).
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Die Erwartung, mit der Wahl des im Vergleich zu AP wesentlich helleren DIP
Farbortanderungen besser beobachten und damit eher Aussagen Uber die Natur des
WeiBlgradabfalls machen zu kénnen, ist ein dritter Aspekt zur Wahl dieses
Sekundarfaserstoffes.

Bisher ist offen geblieben, ob der beobachtete WeiBgradabfall und die Vergilbung
des Stoffes durch ein Aufziehen feindisperser Druckfarbenpartikel auf die Faser
und/oder durch eine laccasebedingte Ligninmodifikation verursacht werden. Wenn in
Verbindung mit dem an Druckfarbenpartikeln deutlich &rmeren DIP in &hnlicher
Weise wie beim druckfarbenreichen AP Vergrauungs- und Vergilbungserschei-
nungen auftreten, so kann die Ursache dafiir priméar nicht in einem Aufziehen von
Druckfarbenpartikeln zu suchen sein. Dann muss es sich um eine laccasebedingte
Ligninvergilbung handeln.

Ziel des Projektes, in dem die vorliegende Arbeit entstand, ist die Verbesserung des
Neutralverfahrens. Ideal ware fir diese Versuche ein ausflotierter Stoff eines alt-
papierverarbeitenden Werkes, das im Neutralverfahren arbeitet. Dieser ist aber nicht
verfligbar. Die Mdglichkeit, den DIP-Stoff im Labor selbst herzustellen, wird ange-
sichts des engen Projektzeitrahmens nicht wahrgenommen. Eine Alternative stellt
ausflotierter Stoff dar, der von einer Papierfabrik bezogen wird, die mit dem her-
kémmlichen alkalischen Verfahren unter Einsatz von Natronlauge, Wasserglas und
Wasserstoffperoxid arbeitet. Da sich die Druckfarbenablésung im alkalischen Verfah-
ren von dem des Neutralverfahrens unterscheidet (Faserquellung!), sind die dabei
entstehenden DIP-Stoffe sicherlich nicht direkt miteinander vergleichbar. Dieser Weg
wird aber begangen. Einmal aus zeitlichen Griinden, zum anderen aus der Uber-
legung heraus, dass bei einem positiven Effekt sich eventuell fir oxidative Enzyme
Anwendungsmdglichkeiten auch in konventionell arbeitenden Fabriken auftun. Letzt-
endlich handelt es sich bei den Schmutzpunkten, die am Ende des Flotations-
prozesses noch vorhanden sind, um die schwieriger zu entfernenden Druckfarben-
partikel.

Der hier verwendete DIP-Stoff wird von der Firma Steinbeis Temming in Glickstadt
bereitgestellt. Deinkt wird eine Mischung aus Druckereiabféllen und Haushalts-
sammelware. Der Stoff wird an der Doppelsiebpresse nach abgeschlossener
Flotation vor der Dispergerbleiche entnommen. Gelagert wird der Stoff maximal Uber
7 Tage bei ca. +2 bis +5°C.
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4.2.2.1 DIP-Stoffbehandlung mit Trametes villosa - Laccase und Mediator HBT

Die Inkubation des DIP erfolgt mit Laccase von T. villosa und HBT als Mediator, das
in 75 ml Aceton geldst wird. AnschlieBend werden die Stoffproben flotiert und einer
Hyperwasche unterzogen. In einer ersten Versuchsreihe wird mit 10, 50, 100 und
1000 U Laccase pro g otro DIP und 1 % HBT gearbeitet. Die Ergebnisse werden in
Abb. 4.2.13, Abb. 4.2.14 und Tab. 4.2.4 wiedergegeben.

Die WeiBgrade nach Flotation bleiben nach Vorbehandlung mit bis zu 50 U Laccase
auf einem konstanten Niveau von 67 % ISO. Bereits mit 100 U fallen sie auf 65,6 %
ISO ab. Das WeiBgradminimum von 63,3 % ISO liegt wie bei den Versuchen mit AP
wieder bei der Versuchsvariante mit der héchsten Laccasedosierung von 1000 U
(Abb. 4.2.13). Die Laccase-Mediator-Behandlungen haben keinen Einfluss auf die
Schmutzpunktflachen, die im Rahmen der Versuchsgenauigkeit mit rund 10 %
Abweichung kaum von der Flache des neutralen Referenzwertes (147 mm2/m?)
abweichen (Abb. 4.2.13).

Die WeiBgrade nach Flotation und Hyperwasche verlaufen vor wie nach der Bereini-
gung der Werte um den Aschegehalt parallel zueinander (Abb. 4.2.14). Bis 50 U Lac-
case liegen die WeiBgrade nach Hyperwasche relativ konstant bei ca. 65,5 % 1SO,
um dann bei 100 U auf 63,3 und bei 1000 U auf 62,5 % ISO abzusinken. Dabei lie-
gen die Werte nach Hyperwasche um rund 1,5 % ISO niedriger als nach Flotation.
Dies ist vermutlich darauf zurlickzufuhren, dass das Ausmaf des WeiBeabfalls infol-
ge der Entaschung den WeiBezuwachs durch Entfernung nicht flotierbarer Druckfar-
benpartikel Ubertrifft. Entsprechend verlauft nach Bereinigung der Wei3grade um den
Aschegehalt die Kurve der flotierten um 2,5 % ISO unterhalb der Kurve der hyperge-
waschenen Proben. Diese Differenz entspricht dem AusmaB des WeiBegewinns
durch Austrag nicht flotierbarer Schmutzpartikel. Die erzielten WeiBgrade nach Hy-
perwasche liegen bis 50 U bei rund 72 % ISO und fallen dann vergleichbar mit den
anderen WeiBgradkurven bei 100 U um 2 % ISO und bei 1000 U sogar um 4 % ISO
ab.

Der parallele Verlauf aller WeiBgradkurven, insbesondere der Abfall der um den
Aschegehalt bereinigten WeiBgrade nach Hyperwéasche zeigt, dass die ab 100 U
eintretende Vergrauung nicht mit der LMS-unterstitzten Bildung fein dispergierter
Druckfarbenpartikel mit einem Durchmesser unterhalb der Flotierbarkeitsgrenze
erklart werden kann. Denn verglichen mit dem an Druckfarben viel reicheren AP
(Abb. 4.2.8, 4.2.10" und 4.2.12°) tritt der WeiBeabfall bei Verwendung des deutlich

! siehe Anhang 8 2 siehe Anhang 9
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druckfarbendrmeren DIP mit rund 4 % ISO bei 1000 U ahnlich intensiv ein. Dies
kdnnte nicht der Fall sein, wenn der WeiBeabfall vom Druckfarbenanteil des
Sekundarfaserstoffes abhangig ware.
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Abb. 4.2.13: WeiBgrad und Schmutzpunkte nach Flotation von mit T. villosa-Laccase und
Mediator HBT neutral behandeltem DIP
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Abb. 4.2.14: WeiBgrade nach Flotation und Hyperwédsche von mit T. villosa-Laccase und
Mediator HBT neutral behandeltem DIP

Bei Betrachtung der Farbwerte L*, a* und b* (Tab. 4.2.4) sind nun bereits nach
Flotation die Trends vorhanden, die im Fall des AP erst nach Hyperwésche (Tab.
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421 - 423" zu erkennen waren. So geht mit dem Abfall der WeiBgrade nach
Flotation die Helligkeit von 88,55 auf 86,87 zurlick. Der Farbwert a* erhéht sich
gleichzeitig kontinuierlich von 0,28 auf 0,40. Der Farbwert b* liegt nun im gelben
Bereich und steigt von 5,77 auf 6,70. Der Gelbwert wachst von 11,8 auf 13,8 an.

In vergleichbarem Umfang veréndern sich die Werte nach Hyperwésche. Die
Helligkeit L* sinkt von 88,21auf 86,40 ab, der Farbwert a* erhéht sich von 0,03 auf
0,09, der Farbwert b* von 6,46 auf 7,11 und der Gelbwert von 12,9 auf 14,5.

Tab. 4.2.4: Farbort, WeiBgrad und Gelbwert von mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT
neutral behandeltem DIP nach Flotation

Laccase [U/g] Eingangs- 0 10 50 100 1000
HBT [%)] werte 0 1 1 1 1
Aceton [ml] 75 75 75 75 75
nach Flotation
Helligkeit L* [-] 88,31 88,55 88,32 88,57 87,80 86,87
grun-rot a* [-] 0,27 0,28 0,28 0,34 0,28 0,40
blau-gelb b* [-] 5,61 5,77 5,91 6,05 6,15 6,70
WeiBgrad [% ISQO] 67,2 67,5 66,9 67,2 65,6 63,3
Gelbwert [-] 11,5 11,8 12,0 12,3 12,5 13,8
nach Hyperwéasche

Helligkeit L* [-] 87,73 88,21 87,85 88,01 86,96 86,40
grin-rot a* [-] 0,09 0,03 0,09 0,13 0,06 0,09
blau-gelb b* [-] 6,33 6,46 6,56 6,57 7,02 7,11
WeiBgrad [% ISO] 65,5 66,3 65,4 65,7 63,3 62,5
Gelbwert [-] 12,7 12,9 13,2 12,6 14,1 14,5

Dieses Ergebnis zusammen mit der Beobachtung, dass der Weil3grad nach Inku-
bation von AP in vergleichbarem Umfang zurlickgeht wie nach Inkubation von DIP,
lasst den Schluss zu, dass eine laccasebedingte Veranderung der Ligninstruktur
vermutlich als Hauptverursacher der Verdunkelung und Vergilbung in Frage kommt.

Beim kommerziellen Deinking von Altpapier wird jedoch in der Praxis mit steigendem
Druckfarben- und Fullstoffaustrag ein WeiBeanstieg und eine moderate Verschie-
bung des Farbwertes b* zum Gelben hin beobachtet. Dabei kommt der Anstieg der
WeiBe durch den Druckfarbenaustrag und die Vergiloung durch das Hervortreten der
Eigenfarbe des gelblichen Holzstoffes infolge des Austrags von Fullstoff, Feinstoff
und Druckfarbenpartikeln zustande.

' Tab. 4.2.1: siehe Kap. 4.2.1.3; Tab. 4.2.2 und Tab. 4.2.3: sieche Anhang 10
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Diese Farbort- und WeiBeentwicklung ist auch bei der Flotation des DIP - wenn auch
nur in geringen Grenzen - beim Vergleich der DIP-Stoff-Eingangswerte mit den
Enzym- und Mediator-freien neutralen Referenzwerten des im Labor flotierten DIP zu
beobachten. Bei einem sehr geringen WeiBBegewinn durch die Flotation - der
WeiB3grad steigt von 67,2 % ISO auf 67,5 % ISO - steigen die Helligkeit L* (von 88,31
auf 88,55), der Farbwert a* (von 0,27 auf 0,28) und b* (von 5,61 auf 5,77) sowie der
Gelbwert (von 11,5 auf 11,8) leicht an.

Mit steigender Zugabe von Laccase und HBT wird aber mit der steigenden Vergil-
bung das WeiBeniveau der RohweiBe (WeiBe des DIP vor jeglicher Behandlung) um
bis zu 4 % ISO unterschritten. Ein simples Hervortreten der Eigenfarbe der holz-
haltigen Fasern reicht damit als Erklarungsansatz flr die beobachteten Verfarbungs-
reaktionen nicht aus. Die Inkubation mit Laccase und HBT muss viel mehr einen
Effekt besitzen, der einer Vergilbung entspricht.

So ahneln die beobachteten Farbveranderungen sehr den Daten von ROBERT und
DANEAULT (1995). Sie untersuchten die lichtinduzierte Vergilbung von Holzstoffen
und fanden heraus, dass in Folge der Bestrahlung der WeiBgrad und die Helligkeit L*
sinken und die Farbwerte a* und b* zunehmen. Sie geben beispielsweise an, dass
der WeiBgrad eines peroxidgebleichten TMP von 71,4 % ISO auf 33,5 % ISO und die
Helligkeit L* von 93,61 auf 83,10 sinkt. a* steigt dabei von -1,01 auf 2,28 und b* von
10,91 auf 32,66.

Bei den Versuchen mit AP schien es noch zu frih, als alternativen Erkldrungsansatz
fur die Abnahme der Helligkeit L* ein Aufziehen enzymatisch fein dispergierter Druck-
farben auf die Fasern auszuschlieBen. Dies ist nun mdglich, da das Schmutzpunkt-
niveau konstant bleibt (vergl. Abb. 4.2.13) und keinen Rulckschluss auf einen Druck-
farbenabbau zul&sst.
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Die Durchfihrung einer zweiten Versuchsreihe (Abb. 4.2.15), bei der DIP vor Flota-
tion mit 1 % HBT und Laccase-Dosierungen von 200 bis 800 U/g inkubiert wird, hat
zum Ziel, eine Aussage fur den gesamten Aktivitatsbereich zwischen 100 und 1000
U/g Laccase machen zu kdnnen. Diese Versuchsreinhe wird mit einer neuen DIP-
Charge durchgefiihrt, was am gegentber Abb. 4.2.13 um 2 % ISO niedrigeren Refe-
renzweiBBgrad von 65,2 % ISO und an der mit durchschnittlich 350 mm2/m2 doppelt so
hohen Schmutzpunktflache zu erkennen ist.

Bereits bei einer Laccase-Dosierung von 200 U fallt der WeiB3grad nach Flotation mit
63,4 % 1SO gegenlber dem Referenzwert von 65,2 % ISO deutlich ab (Abb. 4.2.15).
Mit 400 U erreicht der WeiBgrad den Minimalwert von 62,8 % ISO, der mit héheren
Laccasedosierungen nicht weiter absinkt. Die Schmutzpunktflachen &ndern sich
durch die LMS-Behandlung nicht. Die Flachen der enzymatisch behandelten Proben
liegen im Rahmen der Versuchsgenauigkeit mit maximal 16 % Abweichung alle im
Bereich der neutralen Referenz, die bei 358 mm2/m? liegt.

Ahnlich, aber weniger deutlich ausgepragt wie in Abb. 4.2.14, sinkt der WeiBgrad
nach Hyperwasche mit steigender Laccase-Dosierung. Der nicht um den Asche-
gehalt bereinigte Referenzwert von 64,4 % I1SO wird nur um 0,3 - 0,9 % ISO und der
bereinigte Referenzwert nach Hyperwéasche von 70,9 % ISO nur um 0,4 - 1,2 % ISO
unterschritten. Diese geringen WeiBgradunterschiede sind vermutlich darauf zurtck-
zufihren, dass der ReferenzweiB3grad nach Hyperwéasche selbst zu niedrig ausge-
fallen ist. Dieser liegt mit 64,4 % ISO unter dem WeiBgrad nach Flotation von 65,2 %
ISO. Dagegen liegen die WeiBBgrade nach Hyperwasche fir die enzymatisch behan-
delten Proben um ca. einen Punkt WeiBe hoéher. Eventuell kann dies dadurch erklart
werden, dass die Neutralisierung des Stoffes vor der WeiBgradblattbildung fir den
Referenzwert nach Hyperwasche fehlerhaft durchgefiihrt worden ist. Dass der WeiB-
grad nach Hyperwéasche fir den Referenzwert niedriger und fiir die enzymatisch
behandelten Proben héher liegt, kénnte auch mit der LMS-bedingten Bildung aus-
waschbarer Verfarbungen interpretiert werden. Da aber in dieser Untersuchung keine
weitere Versuchsreihe Anhaltspunkte fUr einen derartigen Trend bietet, ist das Zutref-
fen dieser These unwahrscheinlich.
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Abb. 4.2.15: WeiBgrad und Schmutzpunkte von mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT
neutral behandeltem DIP nach Flotation
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DIP nach Flotation und Hyperwésche
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Wie bisher fallt mit dem Absinken der WeiBgrade bei steigender Laccase-Dosierung
die Helligkeit L* ab. Gleichzeitig nehmen die Farbwerte a*, b* und die Vergilbung zu.
Dies qilt fur die Werte nach Flotation wie fur die Werte nach Hyperwésche.
Beispielsweise sinken nach Flotation die Werte der neutralen Referenz im Vergleich
zur Dosierung von 600 U Laccase und 1 % HBT fir L* von 87,49 auf 86,66. Der
Farbwert a* steigt von 0,26 auf 0,44, der Farbwert b* von 5,98 auf 6,69 und der
Gelbwert von 12,3 auf 13,9. Nicht ganz in diesen Trend passen die Werte flr die
Dosierung von 800 U Laccase und 1 % HBT. Hier ist die Helligkeit L* mit 86,73 héher
und der Farbwert a* mit 0,25 niedriger als bei einer Dosierung von 600 U Laccase
und 1 % HBT. Trotzdem sind die Verschiebung des Farbortes hin zu niedrigerer
Helligkeit und die Zunahme der Vergiloung im Vergleich zum Referenzwert zu
erkennen.

Insgesamt bestatigen die Ergebnisse dieser Versuchsreihe die zuvor beobachteten
Tendenzen.

Tab. 4.2.5: Farbort, WeiBgrad und Gelbwerte von mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT
neutral behandeltem DIP nach Flotation und Hyperwésche

Laccase [U/g] 0 200 400 600 800
HBT [%)] 0 1 1 1 1
Aceton [ml] 75 75 75 75 75
nach Flotation
Helligkeit L* [-] 87,49 86,84 86,65 86,66 86,73
grun-rot a* [-] 0,26 0,31 0,32 0,44 0,25
blau-gelb b* [-] 5,98 6,49 6,75 6,69 6,93
WeiBgrad [% ISO] 65,2 63,4 62,8 62,9 62,8
Gelbwert [-] 12,3 13,3 13,9 13,9 14,2
nach Hyperwasche

Helligkeit L* [-] 87,23 87,19 87,03 86,99 87,28
grun-rot a* [-] 0,05 0,16 0,15 0,32 0,16
blau-gelb b* [-] 6,42 6,52 6,86 6,67 6,83
WeiBgrad [% ISO] 64,4 64,1 63,5 63,6 64,0
Gelbwert [-] 13,0 13,3 13,9 13,7 13,8
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4.2.2.2 Einfluss steigender HBT-Gaben

In den bereits beschriebenen Versuchen mit Altpapier haben steigende HBT-Gaben
teilweise ein zusatzliches Absinken des WeiB3grades zur Folge. Am deutlichsten zeigt
sich dies bei den Versuchen, deren Inkubationsphase im sauren pH-Bereich durch-
gefihrt wird (Abb. 4.2.5, Abb. 4.2.6.). Undeutlicher zeichnet sich der Effekt im neutra-
len Bereich ab (Abb. 4.2.1, Abb. 4.2.2, Abb. 4.2.3, Abb. 4.2.4). Nicht bestétigt hat
sich dieser Effekt dagegen bei Vergleich der WeiBgradentwicklung zwischen den
Abb. 4.2.7, 4.2.9' und 4.2.11%. Hier scheint der Mediator nicht wesentlich an der
Anderung der Farbwerte a* und b* beteiligt zu sein. Die Verfarbungen sind in diesen
Fallen in erster Linie von der Laccase-Konzentration abhangig. Allerdings werden flr
die verschiedenen Versuchsreihen unterschiedliche AP-Chargen verwendet, so dass
eine direkte Vergleichbarkeit eingeschrankt ist.

Mit der folgenden Versuchsreihe wird nun der Effekt der HBT-Konzentration auf das
Flotationsergebnis von DIP Uberprift. Dazu wird bei konstanter Laccase-Dosierung
(400 U/g) mit unterschiedlich hohen HBT-Dosierungen (0; 0,1; 0,5 und 1 % HBT/g
otro DIP) gearbeitet. Zu beachten ist, dass in dieser Versuchsreihe flr die Probe des
Referenzwertes zwar kein Mediator, wohl aber Laccase zum Einsatz kommit.

Der WeiBgrad des HBT-freien Referenzwertes nach Flotation (63,3 % ISO) wird von
den Werten der Ubrigen Proben durch Zugabe von HBT geringflgig unterschritten
(Abb. 4.2.17). Diese Werte liegen zwischen 62,5 % ISO und 62,9 % ISO. Die Daten
lassen jedoch keinen Zusammenhang zwischen der Héhe der HBT-Konzentration
und dem AusmaB des WeiBgradabfalls zu, denn die gr6Bte WeiBgraddifferenz von
0,8 % ISO wird mit der niedrigsten HBT-Dosis erzielt und die geringste von 0,4 %
ISO mit 0,5 % HBT. Der WeiBgrad fur die hochste HBT-Dosierung liegt zwischen
diesen Werten. Nach Flotation und Korrektur des WeiBgrades um den ascheaustrag-
bedingten Remissionsverlust (Abb. 4.2.18) liegen die WeiBgrade um ca. 3,4 % ISO
héher, es andert sich jedoch nichts an den Relationen zwischen den Werten der
einzelnen WeiBgrade. Die Gite dieser Daten lasst nur eine qualitative Aussage zu,
dass namlich mit HBT der WeiBgrad nach Flotation nur geringfligig abnimmt.

Das Niveau der Schmutzpunktflachen wird durch HBT nicht vermindert. Vielmehr ist
die Schmutzpunktflache der HBT-freien Referenz mit 298 mm?2/m?2 die niedrigste
innerhalb der Versuchsreihe (Abb. 4.2.17).

! siehe Anhang 8
2 sieche Anhang 9
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Nach Durchfihrung der Hyperwésche sind nur geringste Unterschiede zwischen den
WeiBgraden der Referenz und den mit Laccase und Mediator behandelten Proben zu
erkennen. Wahrend der Referenzwert einen WeiBgrad von 63,6 % ISO besitzt, liegt
er mit 0,1 % HBT bei 63,8 % I1SO, mit 0,5 % HBT bei 63,9 % ISO und mit 2 % HBT
bei 63,4 % 1SO. Mit maximal 0,3 % ISO Differenz kann hier nicht mehr von einem
WeiBgradunterschied gesprochen werden. Nach Durchfihrung der Aschekorrektur
weichen die WeiBBgrade der mediatorbehandelten Proben maximal um 0,2 % ISO
vom Referenzwert (70,3 % 1SO) ab und liegen ahnlich dicht beieinander wie direkt
nach der Hyperwasche. Damit ist nach Hyperwésche kein Einfluss durch HBT auf
den WeiB3grad zu erkennen.

Nach Flotation und Hyperwadsche verlaufen die Helligkeitswerte L* parallel zum
WeiBgrad und liefern keine neue Information (Tab. 4.2.6). Nach Flotation bleiben die
Farbwerte a* mit unwesentlichen Abweichungen von maximal 0,03 konstant im Be-
reich von 0,32. Die Farbwerte b* zeigen mit steigender HBT-Konzentration eine Ten-
denz zur Verschiebung des Farbortes zum Gelben hin. Wahrend der Referenzwert
6,51 betragt, steigt b* mit steigender HBT-Dosierung bis 6,74 an. Entsprechend
steigt der Gelbwert um eine halbe Einheit. Nach Hyperwasche kann nur eine
geringflgige Steigerung des Farbwertes a* beobachtet werden, der von 0,10 auf
0,19 ansteigt. Der Farbwert b* bleibt dagegen im Bereich von 6,60 und verandert
sich mit einer maximalen Differenz von 0,05 bei einer HBT-Dosierung von 0,1 %
HBT kaum. Entsprechend bleibt die Vergilbung konstant bei 13,4.

Tab. 4.2.6: Einfluss steigender Mediatorgaben auf WeiBgrad, Farbkennzahlen L%, a* und b*
sowie Gelbwert beim LMS-unterstiitzten Deinking von DIP mit T. villosa-Laccase und HBT'

Laccase [U/g] 400 400 400 400
HBT [mg/U] 0 0,1 0,5 2
Aceton [ml] 75 75 75 75
nach Flotation
Helligkeit L* [-] 86,79 86,41 86,65 86,52
grin-rot a* [-] 0,32 0,30 0,32 0,35
blau-gelb b* [-] 6,51 6,63 6,67 6,74
WeiBgrad [% ISO] 63,3 62,5 62,9 62,6
Gelbwert [-] 13,4 13,7 13,7 13,9
nach Hyperwéasche

Helligkeit L* [-] 86,94 87,10 87,14 86,82
gran-rot a* [-] 0,10 0,10 0,15 0,19
blau-gelb b* [-] 6,60 6,65 6,62 6,57
WeiBgrad [% ISO] 63,6 63,8 63,9 63,4
Gelbwert [-] 13,4 13,5 13,4 13,4

! Referenz wurde mit Laccase durchgefiihrt
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Diese Ergebnisse liefern den Eindruck, dass der Mediator HBT in begrenztem
Rahmen zu einer Intensivierung der Vergilbung und des WeiB3gradabfalls beitragen
kann. Zumindest tragt er nicht zu einer Verbesserung des WeiBBgrades oder des
Farbortes bei. Wesentlich ist, dass er bei neutralem pH-Wert auf den Abbau von
Schmutzpunkten keinen Einfluss hat.
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Abb. 4.2.17: Einfluss steigender Mediatorgaben auf den WeilBgrad nach Flotation und
Schmutzpunkte beim LMS-unterstitzten Deinking von DIP mit T. villosa-Laccase und HBT
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Abb. 4.2.18: Einfluss steigender Mediatorgaben auf den WeiBgrad nach Flotation und
Hyperwdsche beim LMS-unterstiitzten Deinking von DIP mit T. villosa-Laccase und HBT



108 Ergebnisse und Diskussion

4.2.2.3 DIP-Stoffbehandlung mit Trametes villosa - Laccase ohne Mediator HBT

Parallel zu den Versuchen mit dem LMS werden Versuche ohne Zugabe des
Mediators HBT durchgefihrt. Die erste Versuchsreihe wird mit Schwerpunkt auf
niedrigere Laccase-Gaben analog zum ersten Versuch in Kapitel 4.2.2.1
durchgefihrt, dem Tab. 4.2.4, Abb. 4.2.13 sowie Abb. 4.2.14 zugrunde liegen. Der
DIP-Stoff wird dazu mit 10, 50, 100 und 1000 U Laccase pro Gramm DIP im
neutralen Verfahren (pH 7, T=55°C) behandelt. Verwendet wird fiir die Versuchsreihe
wieder die Laccase von T. villosa. Die Seife Olinor RST Na wird wie zuvor zur
Flotation bei pH 9,5 zugegeben, um Reaktionen zwischen Seife und Enzym zu
vermeiden. Die Hyperwédsche erfolgt wiederum bei pH 9,5, samtliche Proben-
entnahmen bei pH 7.

Die erste Versuchesreihe mit DIP (Abb. 4.2.19) liefert ein &hnliches Bild, wie es
schon von den Versuchen mit AP bekannt ist: Die WeiBgrade nach Flotation bleiben
bei niedrigen Laccase-Dosierungen zunachst konstant (66,4 bis 66,6 % ISO), um
dann bei héheren Dosierungen deutlich zu sinken. So betragt der WeiB3grad bei 100
U Laccase 65,8 % ISO und bei 1000 U nur noch 63,3 % ISO. Das Ergebnis unter-
scheidet sich damit kaum von den LMS-unterstitzten Versuchen mit DIP (Abb.
4.2.13 bzw. 4.2.14).

Die Gesamtschmutzpunktflache von 181 mm2/m2 reduziert sich bei 50 U auf 142
mm?/m?2. Gleichzeitig werden ab 50 U mehr Schmutzpunkte mit einem Durchmesser
von 50-150 pm als Schmutzpunkte mit einem Durchmesser >150 um detektiert (Abb.
4.2.19). Dies kénnte auf eine enzymatische Zerlegung gréBerer in kleinere Schmutz-
punkte hindeuten. Allerdings ist innerhalb der Messreihe der Unterschied zwischen
den Gesamtschmutzpunktflachen der Ubrigen Probenwerte nicht groB (10 bis 15
mm?2/m?). In den folgenden zwei noch zu diskutierenden Versuchen (Abb. 4.2.21 und
Abb. 4.2.23) zeigt sich schlieBlich, dass Laccase im Bereich von 50 U weder alleine
noch in Verbindung mit dem Mediator HBT einen signifikanten Einfluss auf die
Schmutzpunktflachen besitzt.

Im Bereich von 0 nach 50 U ist der Anstieg der WeiBBgrade nach Hyperwasche von
63,9 % ISO auf 65,5 % ISO zunachst schwierig zu erklaren (Abb. 4.2.20). Dies kann
auf eine steigende Druckfarbenablésung hindeuten. Die steigende Druckfarben-
ablésung geht aber nicht mit einer steigenden Flotierbarkeit einher, da die WeiB-
grade nach Flotation von 0 nach 50 U/g Laccase mit 66,4 % ISO bis 66,6 % ISO
konstant bleiben. Ein Anstieg des WeiBgrades nach Hyperwasche um zwei Punkte
kann dann aber nur mit der Zunahme nicht flotierbarer Druckfarbenpartikel erklart
werden, die mit Hilfe der Wasche erfolgreich entfernt werden sollten. In diesem Fall
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musste allerdings der WeiBgrad nach Flotation fallen, da die erhéhte Anwesenheit
nicht flotierbarer Druckfarbenpartikel den WeiBgrad senkt. Doch das ist nicht der Fall.
Die WeiBgrade nach Flotation bleiben konstant bei 66,4 bis 66,6 % ISO.
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Abb. 4.2.19: WeiBgrad und Schmutzpunkte von mit T. villosa-Laccase neutral behandeltem
DIP nach Flotation
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Abb. 4.2.20: WeiBgrade von mit T. villosa-Laccase neutral behandeltem DIP nach Flotation
und Hyperwésche

Blickt man nun auf die WeiBgradkurven nach Hyperwésche fiir die bereits gezeigten
Versuche mit AP (Abb. 4.2.8) und nimmt die Ergebnisse der in den noch zu
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beschreibenden Versuchen mit DIP vorweg (Abb. 4.2.22 und Abb. 4.2.24), muss
man davon ausgehen, dass es sich bei dem niedrigen WeiBgrad der enzymfreien
Probe nach Hyperwasche in Abb. 4.2.20 um einen AusreiBer handelt, der zu niedrig
ausgefallen ist.

Wie in Abb. 4.2.14 fallt in Abb. 4.2.20 der WeiBgrad nach Hyperwéasche ab 100 U
zunachst auf 62,8 % ISO und bei 1000 U auf 61,5 % ISO ab. Dieser WeiBgradabfall
bleibt auch nach Korrektur der WeiBBgrade um den durch den Austrag von Asche
bedingten Remissionsverlust erhalten. Da, wie bereits diskutiert, das relativ
konstante und niedrige Niveau der Schmutzpunktflachen keinen Ruckschluss auf
einen UbermaBigen Abbau von Druckfarbe in fein dispergierte, nicht mehr flotierbare
und den WeiBgrad nach Flotation senkende Partikel zulasst, muss wie im Fall des
LMS ein anderer enzymatischer Effekt fir den Abfall der Wei3grade mit erhdhter
Laccase-Dosierung verantwortlich sein.

Bei Betrachtung der Daten zum Farbort ist daflr wieder eine Laccase-bedingte
Strukturanderung des Lignins am wahrscheinlichsten (Tab. 4.2.7). Nach Flotation
sinkt die Helligkeit L* von 88,04 auf 86,88. Dabei intensivieren sich gegenlber der
neutralen Referenz die Farbwerte a* und b*: a* wird von 0,28 auf 0,39 weiter in den
roten und b* von 5,94 auf 6,73 weiter in den gelben Farbbereich verschoben.
Entsprechend steigt der Gelbwert von 12,1 auf 13,9. Genauso verhalt es sich bei den
Werten fur die Proben nach Hyperwasche. L* fallt von 87,10 auf 86,26, a* steigt von -
0,01 auf 0,17, b* von 6,75 auf 7,46 und der Gelbwert von 13,5 auf 15,2.

Vergleicht man die Gelbwertentwicklung flr laccasebehandeltes AP nach
Hyperwéasche (Tab. 4.2.1) mit den entsprechenden Werten flr ebenso behandelten
DIP (Tab. 4.2.7), zeigt sich, dass der Anstieg der Vergiloung des DIP um zwei
Einheiten ein vergleichbares AusmalB erreicht wie die des druckfarbenreicheren AP.
Im Unterschied zum AP kann dieser Effekt bei Verwendung des DIP sogar schon
nach Flotation erkannt werden (Tab. 4.2.7). Ein Aufziehen von fein dispergierten
Druckfarbenpartikeln als Ursache fir den WeiBgradabfall kann damit nochmals
ausgeschlossen werden.
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Tab. 4.2.7: Farbort, WeiBBgrad und Gelbwert von mit T. villosa-Laccase neutral behandeltem
DIP nach Flotation und Hyperwésche

Laccase [U/g otro DIP] 0 0 10 50 100 1000
nach Flotation
Helligkeit L* [-] 86,38 88,04 88,11 88,22 87,72 86,88
grun-rot a* [-] 0,49 0,28 0,37 0,44 0,37 0,39
blau-gelb b* [-] 5,14 5,94 5,85 5,94 5,86 6,73
WeiBgrad [% ISO] 63,9 66,4 66,5 66,6 65,8 63,3
Gelbwert [-] 10,9 12,1 12,0 12,3 12,1 13,9
nach Hyperwésche
Helligkeit L* [-] - 87,10 87,65 87,90 86,68 86,26
grun-rot a* [-] - -0,01 0,23 0,22 0,18 0,17
blau-gelb b* [-] - 6,75 6,64 6,63 6,94 7,46
WeiBgrad [% ISO] - 63,9 65,0 65,5 62,8 61,5
Gelbwert [-] - 13,5 13,5 13,4 14,1 15,2

! Eingangswerte bei Erhalt des DIP
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In der vorhergehenden Versuchsreihe wird bei 50 U Laccase mit 142 mm2?m?2
gegeniber dem Referenzwert von 181 mm?m?2 eine deutlich niedrigere Gesamt-
schmutzpunktflaiche gemessen. Dabei nimmt der Anteil von Schmutzpunktpartikeln
dber 150 um Durchmesser von 53 % auf 46 % ab. AuBerdem nimmt der WeiBBgrad
nach Hyperwésche von 0 nach 50 U Laccase um 1,6 % ISO bzw. 1,2 % ISO nach
Korrektur des WeiBgrades um den ascheaustragbedingten Remissionsverlust zu. Um
zu Uberprifen, ob es sich dabei um ein Zufallsergebnis handelt, wird eine zusatz-
liche Versuchsreihe durchgefihrt. Fir diese werden fur die Inkubationsphase
Laccasedosierungen von 30, 50 und 70 U Laccase pro g otro DIP verwendet. Die
Ergebnisse werden in Tab. 4.2.8, Abb. 4.2.21 und Abb. 4.2.22 dargestellt.

In diesen Messreihen schneiden die ReferenzweiBgrade nicht schlechter ab als die
WeiBgrade der laccasebehandelten Proben, sondern liegen um einen halben bzw.
einen ganzen WeiBgrad héher (Abb. 4.2.21, Abb. 4.2.22). Ein WeiBgradanstieg nach
Hyperwasche wie in Abb. 4.2.20 ist ebenfalls nicht zu beobachten. Durch niedrige
Laccasedosierungen wird der WeiBBgrad also nicht beeinflusst.

Das Schmutzpunktniveau wird durch die niedrigen Laccase-Dosierungen ebenfalls
nicht veréndert. Es bleibt bei allen Proben der Testreihe im Bereich von 524 mm?2/m?
und schwankt mit einer maximalen Abweichung von nur 8 mm2/m2 nur unwesentlich.
Eine Verschiebung der nach Schmutzpunktdurchmesser aufgeteilten Kollektive findet
nicht statt. Der Anteil von Schmutzpunkten mit einem Durchmesser > 150um liegt bei
allen Proben mit 50 bis 54 % ungefahr gleich hoch.

Mit diesem Ergebnis bestatigen sich die beiden Vermutungen, die im vorhergehen-
den Kapitel formuliert wurden. Die geringfligigen Anderungen in der Schmutzpunkt-
durchmesserzusammensetzung und der relativ niedrige ReferenzweiBgrad nach
Hyperwésche im Bereich von 50 U sind nicht als signifikant anzusehen.

Die ubrigen Ergebnisse dieses Kapitels fligen sich in das Gesamtbild ein und
bedirfen keiner weiteren Diskussion.
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Tab. 4.2.8: Farbort, WeiBgrad und Gelbwerte von mit T. villosa-Laccase neutral behandel-
tem DIP nach Flotation

Laccase [U/g otro DIP] Eingangs- 0 30 50 70
werte'
nach Flotation
Helligkeit L* [-] 85,98 87,64 87,37 87,44 87,57
gran-rot a* [-] 0,57 0,35 0,41 0,49 0,51
blau-gelb b* [-] 4,34 4,95 4,94 4,98 5,15
WeiBgrad [% ISO] 63,81 66,5 66,0 66,1 66,1
Gelbwert [-] 9,4 10,3 10,4 10,5 10,8
nach Hyperwasche
Helligkeit L* [-] - 87,23 86,79 87,03 86,67
grin-rot a* [-] - 0,12 0,13 0,16 0,19
blau-gelb b* [-] - 5,48 5,75 5,58 5,93
WeiBgrad [% ISQO] - 65,3 64,2 64,9 64,2
Gelbwert [-] - 11,2 11,7 11,4 12,2

! Eingangswerte bei Erhalt des DIP
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Um ein vollstéandiges Bild Uber den Einfluss der H6he der Laccase-Dosierung auf das
enzymunterstitzte Deinking von DIP zu bekommen, wird in der folgenden Versuchs-
reihe mit 200, 400, 600 und 800 U/g inkubiert.

Die Ergebnisse entsprechen dem bisher beobachteten Trend. Der WeiBgrad nach
Flotation sinkt mit steigender Laccase-Dosierung. Er fallt in Abb. 4.2.23 von 64,8 %
ISO auf 63 % ISO ab. Die Schmutzpunkiflachen werden dabei durch die
enzymatische Behandlung nicht reduziert. In Abb. 4.2.23 nehmen sie vielmehr in
begrenztem MaBe zu und steigen von 353 mm?/m? auf 415 mm?2/m2. Das Verhaltnis
der Schmutzpunktflachen von Schmutzpunkten mit einem Durchmesser von 50 bis
150 pm zu solchen mit einem Durchmesser von tber 150 um betrdgt durchgehend in
etwa 1:1. Auch dies gibt keinen Hinweis auf einen enzymatischen Druckfarbenangriff.

In Abb. 4.2.24 fallen die WeiB3grade nach Flotation und Hyperwésche, vor wie nach
Korrektur der WeiBgrade um den aschebedingten Remissionsverlust um 1,5 bis 1,8
% ISO ab. Dies geht wieder mit einem Abfall der Helligkeit L* und einem Anstieg der
Farbwerte a* und b* sowie des Gelbwertes einher (Tab. 4.2.9). So sinkt nach
Flotation die Helligkeit L* von 87,23 auf 86,77 ab, a* steigt von 0,34 auf 0,47, b* von
5,85 auf 6,72 und der Gelbwert von 12,1 auf 13,9 an. Nach Hyperwé&sche veréndern
sich diese Werte in vergleichbarem Umfang. L* nimmt ausgehend vom Referenzwert
mit steigender Laccasedosierung von 87,58 auf 87,11 ab, a* steigt von 0,08 auf 0,34,
b* von 6,27 auf 6,76 und der Gelbwert von 12,6 auf 13,8.

Die Daten dieser Versuchsreihe mit DIP bestéatigten damit den bisher beobachteten
Trend: Ein Schmutzpunktabbau ist nicht zu erwarten. Es kommt aber zu einer
gleichzeitigen Vergilbung und Vergrauung des Stoffes. Fir diese Erscheinung ist
vermutlich eine laccasebedingte Ligninvergilbung verantwortlich.
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Abb. 4.2.24: WeiBgrade von mit T. villosa-Laccase neutral behandeltem DIP nach Flotation
und Hyperwésche



Ergebnisse und Diskussion 117

Tab. 4.2.9: Farbort, WeiBgrad und Gelbwerte von mit T. villosa-Laccase neutral
behandeltem DIP nach Flotation und Hyperwésche

Laccase [U/g otro DIP] 0 200 400 600 800
nach Flotation
Helligkeit L* [-] 87,23 87,18 86,92 86,71 86,77
grin-rot a* [-] 0,34 0,34 0,43 0,46 0,47
blau-gelb b* [-] 5,85 6,26 6,47 6,48 6,72
WeiB3grad [% ISO] 64,8 64,3 63,6 63,2 63,0
Gelbwert [-] 12,1 12,9 13,4 13,5 13,9
nach Hyperwéasche
Helligkeit L* [-] 87,58 87,52 87,17 87,17 87,11
grin-rot a* [-] 0,08 0,17 0,17 0,26 0,34
blau-gelb b* [-] 6,27 6,25 6,73 6,70 6,76
WeiBgrad [% ISO] 65,2 65,1 63,9 63,9 63,7
Gelbwert [-] 12,6 12,7 13,6 13,7 13,8
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4.2.3 Versuche mit unbedrucktem Zeitungsdruckpapier

Die Versuche mit AP und DIP zeigen, dass die Reduzierung von Schmutzpunkten
mit Laccase bzw. mit dem Laccase-Mediator-System nicht méglich ist. Die durch
Laccase bzw. das LMS einsetzende Vergilbung ist offensichtlich unabhangig von der
Anwesenheit von Druckfarben, da fir das druckfarbenreiche Altpapier Verfarbungs-
effekte in vergleichbarem Umfang erzielt werden wie flr den druckfarbenarmen DIP.
Zur Uberpriifung dieser Beobachtung an einem druckfarbenfreien Sekundéarfaserstoff
wird flr die nachste Versuchsreihe eine Mischung aus unbedrucktem Zeitungs- und
Magazindruckpapier als Substrat eingesetzt (Tab. 4.2.10), enzymatisch mit Laccase
bzw. dem LMS inkubiert und deinkt.

Tab.4.2.10: Komponenten der Papiermischung

Papiersorte Flachengewicht Hersteller Anteil an der
[] [9/m?] [-] Papiermischung [%)]
Zeitungsdruckpapier 45 Stora Enso, Maxau 50
LWC (Spiegel) 54 UPM-Kymmene, Augsburg 25
SC (Stern) 56 0.A. 25

Die Ergebnisse werden in Tab. 4.2.11 und Abb. 4.2.25 wiedergegeben. Auch bei der
druckfarbenfreien Papiermischung sinkt der WeiB3grad nach Flotation mit Zugabe der
Laccase von 63,7 % ISO auf 60,3 % ISO ab. Bei Anwendung des LMS fallt er mit
59,5 % ISO um weitere 0,8 % ISO. Diese Differenz betragt nach Bereinigung des
WeiBgrades um den ascheaustragbedingten Remissionsverlust 0,5 % I1SO. Parallel
zu diesen Werten entwickeln sich die WeiB3grade nach Hyperwéasche. Gegenlber
dem Referenzwert von 61,5 % ISO sinkt der WeiBgrad mit Zugabe der Laccase auf
59 % ISO und bei Anwendung des LMS auf 58,5 % ISO. Diese GrdBenverhaltnisse
bleiben auch nach Korrektur der WeiBgrade um den ascheaustragbedingten
Remissionsverlust erhalten. Auch die Farbortentwicklung wird im Wesentlichen durch
das Enzym verandert. Das LMS hat nur einen zusatzlichen Effekt. So sinkt beispiels-
weise nach Flotation die Helligkeit L* von 86,90 auf 85,75 bei Einsatz von 1000 U
Laccase und auf 85,73 % ISO bei Einsatz des LMS. Der Farbwert a* verschiebt sich
von -0,29 mit Laccase nach 0,14 und nach 0,16 mit dem LMS weiter in Richtung Rot.
Im Vergleich zum Farbwert b* des Referenzwertes (6,61) verschiebt sich b* bei
Einsatz von Laccase (b*=7,76) und des LMS (b*=8,75) weiter in den gelben Bereich.
Entsprechend erhéht sich der Gelbwert ausgehend von 13,0 bei Inkubation mit
Laccase auf 15,8 und bei Inkubation mit dem LMS auf 17,4. Vergleichbar verandern
sich die Werte nach Hyperwéasche. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch druckfarben-
freies Recyclingpapier durch eine Laccase- bzw. eine LMS-unterstiitzte Behandlung
gegenuber der enzym- und mediatorfreien Referenz vergraut und vergilbt. Die Ergeb-
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nisse bestatigen auBerdem die Resultate der vorhergegangenen Kapitel. Der Haupt-
effekt der Vergiloung und Vergrauung wird durch die Laccase verursacht. HBT inten-
siviert lediglich diese negative Wirkung, wobei im Gegensatz zu Kap. 4.2.2.2 die
Verschlechterung der optischen Eigenschaften auch nach Hyperwasche deutlich zu
sehen ist. Vergilbung und Vergrauung deuten somit am ehesten auf eine Laccase-

bzw. LMS-induzierte Anderung der Ligninstruktur hin.

Tab. 4.2.11: Farbort, WeiBgrad und Gelbwert der enzymatisch behandelten und flotierten

Proben aus unbedruckten Papieren

NS 51002 [U/g] 0 1000 1000
HBT [mg/U] 0 0 1
Aceton [ml] 0 0 75
nach Flotation
Helligkeit L* [-] 86,90 85,75 85,73
grin-rot a* [-] -0,29 0,14 0,16
gelb-blau b* [-] 6,61 7,76 8,57
WeiBgrad [% ISO] 63,7 60,3 59,5
Gelbwert [-] 13,0 15,8 17,4
nach Hyperwasche

Helligkeit L* [-] 86,40 85,82 85,64
grin-rot a* [-] -0,42 0,18 0,16
gelb-blau b* [-] 8,13 9,33 9,55
WeiBgrad [% ISO] 61,5 59,0 58,5
Gelbwert [-] 15,9 18,8 19,3
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Abb. 4.2.25: WeiBgrade einer mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT neutral behandelten
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unbedruckten Papiermischung nach Flotation und Hyperwdsche
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4.2.4 Versuche zur Bleichbarkeit von mit Laccase und Mediator behandeltem
und deinktem DIP

Ergebnisse zum LMS werden in der Literatur meist nur nach bereits erfolgter
alkalischer Extraktion, Peroxid- oder Chlordioxidbleiche diskutiert. Zum Teil wird
darauf hingewiesen, dass sich der vollstdndige Bleicheffekt erst nach einer
Extraktionsstufe zur Ligninentfernung einstellt (vergl. Kap. 2.4.3.1). Eine Delignifi-
zierung gilt es aber beim Deinking von Altpapier gerade zu vermeiden, da die Entfer-
nung des Lignins in der Praxis des Altpapier-Recyclings mit unakzeptablen Ausbeu-
teverlusten und Abwasserbelastungen gleichgestellt werden muss.

Bisher wurde untersucht, ob mit Laccase oder dem LMS die Druckfarbenablésung
vor und der Druckfarbenaustrag wahrend der Flotation verbessert werden kann.
Denn alle Verunreinigungen, die bis zur Flotation nicht entfernt werden kdnnen,
werden mit dem Gutstoff weitertransportiert und mindern am Ende des Recycling-
Prozesses den erzielbaren WeiBBgrad des fertigen Papiers. Denn nach Abschluss der
Flotation erfolgt in der Praxis eine Dispergerstufe. Hier werden sichtbare Schmutz-
punktpartikel durch mechanische Einwirkung unter die Sichtbarkeitsgrenze zerklei-
nert. Eine ligninerhaltende Bleiche, die oxidierend mit Peroxid oder reduzierend mit
FAS bzw. Dithionit durchgeflihrt wird, dient dazu, den durch die Dispergierung der
Druckfarbenpartikel eintretenden WeiBgradabfall auszugleichen.

Aus diesen Uberlegungen heraus stellt sich die Frage, ob es méglich ist, WeiBgrad
und Farbort der enzmatisch behandelten Proben mit Hilfe einer ligninerhaltenden
Bleiche so weit zu verbessern, dass der Einsatz von Laccase bzw. des LMS letztlich
vorteilhaft genutzt werden kann. Zur Beantwortung dieser Frage wird nun die
Bleichbarkeit des enzymatisch behandelten und flotierten DIP unter ligninerhaltenden
Bedingungen untersucht.

Um nach dem Deinking gentugend DIP fir die anschlieBenden Bleichversuche zu
erhalten, wird fir das folgende Experiment eine 25 Liter Laborflotationszelle der
Firma Voith Paper Fibersystems verwendet. Nach Abschluss der Flotation wird eine
Halfte des Gutstoffes chargenweise einer Hyperwasche unterzogen. Nach Abschluss
von Flotation und Hyperwdsche werden die Stoffe in einer Wascheschleuder
trockengeschleudert, in PE-Beuteln eingeschweiBt und im Kihlraum bei 4°C bis zur
Weiterverarbeitung gelagert. Die Behandlung des Stoffes in der Schleuder und die
Lagerung im Kahlraum machen die Herstellung eines Referenzwertes nach diesen
Behandlungsschritten fur die Bleichversuche notwendig. Die Bleichen (FAS und
Peroxid-Bleiche) werden nach der Standard-Rezeptur von Voith Paper Fiber
Systems durchgefiihrt. Zu Referenzzwecken werden die fertig deinkten DIP-Stoffe
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einer alkalischen Extraktion unterzogen. Sie ist in der Literatur die bei der
Zellstoffbleiche mit dem LMS am haufigsten angewandte Methode. Die angegebenen
Ligningehalte entsprechen der Summe aus KLASON-Lignin- und saureléslichem
Ligninanteil abzlglich des Aschegehaltes der Proben.

4.2.4.1 Ergebnisse nach Flotation und Hyperwéasche

Optische Eigenschaften und Schmutzpunktflachen nach Flotation und Hyperwasche
entsprechen den Ergebnissen der vorangegangenen Untersuchungen: Mit der
Laccase-Gabe von 1000 U/g otro DIP sinkt der WeiBgrad wieder deutlich um 2,3 %
ISO unter den Referenzwert von 64,5 % ISO. Bei Verwendung des LMS sind es 3,1
% ISO. Nach Korrektur dieser Werte um den ascheaustragbedingten Remissions-
verlust bleiben die WeiBgrade der beiden enzymatischen Behandlungsweisen weiter-
hin unter dem Referenzwert von 67,3 % ISO. Der WeiBgrad der nur mit Laccase
behandelten Probe liegt mit 65 % ISO etwas héher als der WeiB3grad der LMS-
behandelten Probe von 64,7 % ISO (Abb. 4.2.27). Eine Reduktion der Schmutz-
punktflachen ist wie bei den anderen Versuchen mit DIP nicht zu erkennen. Die
Gesamtschmutzpunktflachenabnahme ist gegenlber dem Referenzwert von 344
mm2/m2 mit 12 % nicht wesentlich (Abb. 4.2.26). Wie nach Durchfihrung der
Flotation liegen die WeiBgrade nach Hyperwasche um 1,7 bis 2,8 % ISO unterhalb
des WeiBlgrades des Referenzwertes von 63,9 % ISO (Abb. 4.2.27). Auch nach
Hyperwasche und Korrektur der WeiBgrade um den ascheaustragsbedingten Re-
missionsverlust besitzt der Referenzwert mit 70,5 % ISO den hdéchsten WeiBgrad,
gefolgt von der Laccase-behandelten (68,8 % ISO) und der LMS-behandelten Probe
(67,7 % 1S0O). Die Entwicklung der Helligkeit L*, der Farbwerte a* und b* sowie des
Gelbwertes weist wieder auf eine Laccase- bzw. LMS-induzierte Vergilbung des
Lignins hin (Tab. 4.2.12). So sinkt nach Flotation der Referenzwert fir die Helligkeit
L* von 86,92 auf 86,33 nach Laccase- bzw. 86,19 nach LMS-Behandlung. Dagegen
steigt der Farbwert a* von 0,34 auf 0,52 bzw. 0,49 und der Farbwert b* von 5,58 auf
6,75 bzw. 7,22 an. Entsprechend erhdht sich der Gelbwert von 11,6 lber 14,1 auf
15,0. Eine vergleichbare Entwicklung zeigen die Werte nach Hyperwasche.

Die Werte dieser DIP-Stoffe fligen sich in das bisher gewonnene Gesamtbild ein. Als
typische Beispiele fiir die Auswirkungen einer Laccase- bzw. LMS-Behandlung auf
DIP bilden diese Stoffe eine geeignete Grundlage fir die nun folgenden Bleich-
versuche.
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Abb. 4.2.26: WeiBBgrad und Schmutzpunkte von mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT

neutral behandeltem DIP nach Flotation
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Tab. 4.2.12: Farbort, WeiBBgrad und Gelbwert von mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT
neutral behandeltem DIP nach Flotation und Hyperwésche

Laccase [U/g] 0 1000 1000
HBT [%] 0 0 1
Aceton [ml] 0 0 170
nach Flotation
Helligkeit L* 86,92 86,33 86,19
griin-rot a* 0,34 0,52 0,49
blau-gelb b* 5,58 6,75 7,22
WeiBgrad [% ISQO] 64,5 62,2 61,4
Gelbwert [-] 11,6 14,1 15,0
nach Hyperwésche

Helligkeit L* 87,02 86,56 86,18
grin-rot a* -0,07 0,12 0,19
blau-gelb b* 6,52 7,31 7,62
WeiBgrad [% ISQO] 63,9 62,2 61,1
Gelbwert [-] 13,1 14,8 15,5

4.2.4.2 Ergebnisse von Bleiche und alkalischer Extraktion

Die Ergebnisse zur Bleiche werden in den Tab. 4.2.13 und 4.2.14 dargestellt. Die
Daten zeigen, dass die Laccase- bzw. LMS-bedingte Vergrauung und Vergilbung
nicht ausgeglichen werden kann. Anders als vor der Bleiche, wird der Farbort a* der
enzymatischen Behandlungsvarianten nicht mehr in Richtung Rot, sondern in
Richtung Griin verschoben.

So fallen nach Durchfiihrung der Peroxidbleiche die WeiBgrade des flotierten DIP fur
die Laccase- und LMS-behandelten Stoffe mit 67,5 % ISO niedriger aus als der
WeiBgrad der Referenz von 68,3 % ISO. Nach der Peroxid-Bleiche bleibt die Hellig-
keit L* mit 89,5 bis 89,4 fir alle Behandlungsvarianten auf konstantem Niveau und
beeinflusst den WeiBgrad nicht. Ursache fur den WeiBgradabfall ist die Verschiebung
des Farbortes in den griinen und gelben Farbbereich hinein. So verschiebt sich der
Farbwert a* des flotierten und peroxidgeblichenen Stoffes von -0,42 (ber -0,48 der
laccasebehandelten Probe nach -0,63 der LMS-Variante. Die Verschiebung des
Farbwertes b* tritt am deutlichsten hervor. Sie erhéht sich von 7,01 des
Referenzwertes auf 7,45 nach Laccase- und 7,63 nach LMS-Behandlung. In
vergleichbarer Weise verschlechtern sich auch die optischen Eigenschaften des
hypergewaschenen und peroxidgebleichten Stoffes.

Mit Hilfe der FAS-Bleiche kdnnen die Laccase- und LMS-bedingten
QualitatseinbuBen hinsichtlich WeiBgrad und Farbortverschiebung ebenfalls nicht
ausgeglichen werden. Hinsichtich des WeiBgrades ist das Ergebnis auBerdem
schechter als nach der Peroxidbleiche. Der WeiBgrad der Referenz ist mit 67,6 %
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ISO um 0,7 % ISO dunkler als nach der Peroxidbleiche. Zudem sind die WeiBgrade
der enzymatischen Varianten der FAS-gebleichten Proben deutlich niedriger als im
Fall der Peroxidbleiche. So betragt der WeiBBgrad nach Flotation und FAS-Bleiche flir
die laccasebehandelte Probe 66,1 % ISO und fiir die LMS-behandelte Probe 65,7 %
ISO. Im Vergleich zur enzymfreien Referenz schneiden sie also um 1,5 bis 1,9 % ISO
schlechter ab. Die Differenz der peroxidgebleichten Proben liegt dagegen nur bei 0,8
% 1SO. Entsprechend den WeiBgraden bleibt die Helligkeit L* zwischen der
enzymfreien und den enzymatisch behandelten Proben nicht wie im Fall der
Peroxidbleiche konstant, sondern fallt von 88,69 tber 88,17 nach 88,12 ab. Auch die
Farbortverschlechterung der enzymatischen Fahrweisen kann durch die FAS-Bleiche
nicht ausgeglichen werden, wenn auch der Farbort generell nicht ganz so weit im
gelben Bereich liegt wie im Fall der Peroxidbleiche. So betragt der Gelbwert nach
Flotation und FAS-Bleiche fir die Referenz 12,1, dagegen 13,3 fur die
peroxidgebleichte Variante. Der Farbort a* verschiebt sich nach der FAS-Bleiche nur
andeutungsweise in Richtung des grinen Farbbereiches (Referenzwert: 0,04; mit
Laccase: 0,03; mit LMS: -0,06). Der Farbwert b* verschiebt sich dagegen deutlich in
den gelben Bereich (Referenz: 6,06; mit Laccase: 6,51; mit LMS: 6,82), was in einer
Zunahme der Gelbwerte resultiert. Sie steigen von 12,1 Gber 13,0 auf 13,5. Auch bei
der FAS-Bleiche spiegeln die Bleichergebnisse der hypergewaschenen Proben eine
vergleichbare Entwicklung wider. Das Gleiche gilt auch fir Proben, die statt einer
Bleichstufe einer alkalischen Extraktion unterzogen werden. Auch nach Abzug der
alkaliinduzierten Vergilbung sind die durch Laccase bzw. das LMS bedingten
Verfarbungen deutlich zu erkennen.

Weder eine Peroxid- noch eine FAS-Bleiche kdnnen die EinbuBen an WeiB3grad und
Farbort ausgleichen, die durch eine Behandlung mit T. villosa-Laccase bzw. mit
Laccase und Mediator HBT verursacht werden. WeiBgrad, Farbkennzahlen L*, a*, b*
und Gelbwerte der enzym- und mediatorfreien Varianten schneiden auch nach einer
ligninerhaltenden Bleichstufe stets besser ab. Mit den enzymatischen Ansatzen ist
damit kein Vorteil bei der Behandlung von Sekundarfaserstoffen zu erzielen.

Zu Kontrollzwecken werden die Ligningehalte der DIP-Proben untersucht. Sie
schwanken geringfugig zwischen 13,3 % und 16,7 % und werden weder durch die
enzymatische Behandlung noch durch die verschiedenen Bleich- bzw.
Extraktionsstufen wesentlich veréndert (Tab. 4.2.14).
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Tab. 4.2.13: Farbort, Weilgrad und Gelbwert nach enzymatischer Behandlung, Lagerung,
H.O-- sowie FAS-Bleiche und alkalischer Extraktion

Zeitpunkt der nach H,O.-Bleiche | nach FAS-Bleiche | nach alkalischer
WeiBgradmessung Extraktion
DIP-Qualitat nach Flotation

Laccase [U/g] - 1000 1000 - 1000 - 1000 1000
HBT [%] - - 1 - - 1 - - 1
Aceton [ml] - - 80 - - 80 - - 80
WeiBgrad [% I1SO] 68,3 675 675|676 66,1 657|554 542 550
Helligkeit L* [-] 89,53 89,36 89,49 | 88,69 88,17 88,12 84,91 84,50 85,14
grian-rot a* [-] -0,42 -0,48 -0,63| 0,04 0,08 -0,06|-0,77 -0,52 -0,54
blau-gelb b* [-] 701 745 763 | 6,06 651 6,82 11,33 11,79 12,13
Gelbwert [-] 13,3 142 144 | 121 13,0 135 | 21,9 23,1 235
Asche [%] 4,0 4,0 3,2 4,6 4.6 3,8 51 4.4 4,0
korrigierter WeiBgrad [% ISO] | 724 71,6 722 | 71,5 69,9 69,9 | 59,0 581 59,2
DIP-Qualitat Nach Hyperwasche

NS 51002 [U/g] - 1000 1000 - 1000 1000 - 1000 1000
HBT [mg/U] - - 1 - - 1 - - 1
Aceton [ml/mg] - - 0,08 - - 0,08 - - 0,08
WeiBlgrad [% ISO] 70,4 698 695|697 680 675|573 558 558
Helligkeit L* [-] 90,53 90,34 90,17 | 89,64 89,09 88,91 (86,14 85,62 85,51
grian-rot a* [-] -0,64 -0,75 -0,66|-0,22 -0,22 -0,24|-1,21 -1,01 -0,92
blau-gelb b* [-] 699 7,15 7,0 |597 652 6,63 11,72 12,21 11,99
Gelbwert [-] 13,1 133 133 | 11,6 12,7 129 | 22,0 23,2 229
Asche [%] 0,7 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8 0,8
korrigierter WeiBgrad [% ISO] | 77,2 766 764 | 76,6 748 744 | 641 626 626

Tab. 4.2.14: Ligningehalte Laccase- bzw. LMS-behandelter Priifblétter nach Flotation und
Hyperwésche sowie nach anschlieBender alternativer Peroxid- und FAS-Bleiche bzw. alkali-
scher Extraktion

Laccase [U/g] 0 1000 1000
Mediator [%] 0 0 1

Aceton [ml] 0 0 170

nach Flotation
Referenz 16,7 15,5 15,7
Peroxidbleiche 13,5 15,0 16,2
FAS-Bleiche 14,0 14,0 15,2
alkal. Extraktion 18,7 14,3 14,6
nach Hyperwésche

Referenz 14,3 14,4 14,0
Peroxidbleiche 14,3 13,9 14,4
FAS-Bleiche 14,4 14,2 14,4

alkal. Extraktion 13,3 14,0 13,8
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4.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Versuchen zum Deinking von
AP und DIP

Folgende Beobachtungen konnten zunachst bei den Versuchen mit Laccase,
Mediator HBT und Altpapier gemacht werden: Bis zu einer Dosierung von 50 U
Laccase pro Gramm otro gealterter Modellpapiermischung fir Haushaltssammelware
ist kein klarer Effekt, weder fiir die WeiBgrad- noch fur die Schmutzpunktentwicklung,
zu beobachten. Ab 100 U Laccase kommt es in einem Teil der Versuchsreihen zu
einem deutlichen WeiBgradabfall. Dieser Effekt ist im von den Laccasen bevorzugten
sauren pH-Bereich deutlicher ausgepréagt als im neutralen. Es handelt sich damit um
einen enzymatisch induzierten Effekt. Zum Teil bleibt der WeiBgrad allerdings bei
100 U noch konstant. Da die Messreihen mit verschiedenen Papierchargen
ausgefuhrt werden (aber innerhalb einer Messreihe die Papiercharge nicht
gewechselt wird), kommt dieser Effekt eventuell dadurch zustande, dass das Enzym
teilweise durch Bestandteile des komplexen und in seiner Zusammensetzung nicht
konstanten Substrates Altpapier inaktiviert wird. Ab 1000 U Laccase wird schlieBlich
reproduzierbar ein deutlicher WeiBgradabfall beobachtet. Diese Verdunkelung wird
mit Zugabe des Mediators HBT noch verstarkt. Mit dem WeiBBgradabfall ist nach
Hyperwésche eine Vergilbung zu beobachten. Gleichzeitig ist eine Schmutzpunkt-
reduktion immer nur in Verbindung mit einem WeiBgradabfall messbar. Dieses
Ergebnis kann auf Grund der kontrastabhangigen Messtechnik des DOT-Counters
nicht als signifikant gewertet werden.

Mit der Einfihrung des helleren DIP-Stoffes als Substrat kénnen die Probleme der
WeiBgrad-abhangigen Schmutzpunktbestimmung reduziert werden. Die Laccase
bzw. LMS-Behandlung hat auf die Schmutzpunktreduktion keine Auswirkung. Mit
steigender Laccase- bzw. Mediatorkonzentration fallen die WeiBgrade in ahnlichem
Umfang ab wie bei AP. Der WeiB3gradabfall ist an eine Reduzierung der Helligkeit L*
sowie an eine Zunahme der Farbwerte a* und b* und damit an einen Anstieg des
Gelbwertes gebunden. Versuche mit unbedrucktem Recyclingpapier zeigen, dass
Druckfarben fir diese Verfarbung keine Rolle spielen. Nach einer an das enzyma-
tische Deinking anschlieBenden Peroxidbleiche, FAS-Bleiche oder alkalischen Ex-
traktion schneiden die mit Laccase- bzw. mit Laccase und Mediator behandelten Pro-
ben bezlglich WeiBgrad und Farbort weiterhin schlechter ab als die entsprechenden
Enzym- und Mediator-freien Referenzwerte. Mit den enzymatischen Ansatzen ist
damit kein Vorteil bei der Behandlung von Sekundarfaserstoffen zu erzielen.
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4.3 Versuche zur LMS- und Laccase-unterstiitzten Bleiche von Priméarfaser-
stoffen

Die durchgeftihrten Versuche zur Behandlung von AP und DIP mit Laccase und
Mediator (Kapitel 4.2.1 und 4.2.2) ergeben nur unbefriedigende Resultate. Eine
Schmutzpunktreduzierung ist nicht nachzuweisen. Die beobachteten Effekte be-
schranken sich auf einen Abfall der WeiBBgrade und auf eine zuséatzliche Vergilbung
der Sekundarfaserstoffe, was auf eine Vergilbung des Lignins hinweist. Um diesen
Erklarungsansatz auf seine Richtigkeit zu Uberprufen, wird eine weitere Versuchs-
reihe mit Priméarfaserstoffen durchgefuhrt. Gleichzeitig wird mit diesen Versuchen die
Funktionsféhigkeit der Laccasen im LMS unter den Bedingungen des Neutral-
Deinkings untersucht.

Dies ist insofern notwendig, als dass das LMS in der Literatur zur Zellstoffbleiche im
sauren Milieu eingesetzt wird. Dabei wird unter Sauerstoffdruck gearbeitet, damit das
Co-Substrat Sauerstoff nicht zum begrenzenden Faktor fir die ablaufende enzy-
matische Reaktion werden kann. Erst nach Ablauf der Inkubationsphase wird der pH-
Wert zur Entfernung alkalildslich gewordener Ligninbruchstlicke angehoben, indem
eine alkalische Extraktion durchgefihrt wird (CALL, 1994 b), die, um schérfere
Delignifizierungsbedingungen zu erhalten, alternativ als Peroxid-, Sauerstoff- oder
peroxidverstarkte Sauerstoffbleiche durchgefiihrt werden kann (CHAKAR und
RAGAUKAS, 1999 und 2000).

Beim Laccase- bzw. LMS-unterstitzten Deinking von AP oder DIP muss dagegen
der pH-Wert bereits wahrend der Inkubationsphase im neutral-alkalischen Bereich
liegen, um die Versuche unter praxisrelevanten Bedingungen durchfiihren zu
kénnen. Das liegt zum einen daran, dass sich der Eigen-pH-Wert des verwendeten
Altpapiers und DIPs in diesem Bereich befindet. Dieser kann, abgesehen vom
finanziellen Aspekt, nicht problemlos abgesenkt werden: Salzsdure kommt wegen
des chlorbedingten AOX-Anstieges und organische Sauren wegen ihrer CSB-
erhéhenden Eigenschaften nicht in Frage. Schwefelsdure wirde schlieBlich zu-
sammen mit Calciumionen, die vor allem dem Strich- und Fullstoffanteil des APs
entstammen, als Gips (CaSO4) ausgefallt werden, was zu stérenden Ablagerungen in
der Deinkanlage und auf der Papiermaschine fUhren wirde. Zum anderen ist das
Arbeiten unter Sauerstoffdruck ebenfalls nicht praxisrelevant, da flr altpapieraufar-
beitende Deinkinganlagen vor Flotation keine Mdglichkeit besteht, unter erhéhtem
Sauerstoffdruck zu arbeiten.

Aus dem Nichteinhalten der ,klassischen Reaktionsbedingungen fir Laccase und
Mediator kann jedoch eine Reihe negativer Konsequenzen resultieren.
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Bei Anwendung des LMS unter Luftatmosphéare besteht die Gefahr, dass der
verfligbare Sauerstoff durch die Laccasen rasch aufgebraucht wird und es dadurch
zu einer Beeintrachtigung des LMS kommt.

Die meisten Laccasen besitzen im leicht sauren pH-Bereich ihre hochste Aktivitat. Im
alkalischen Milieu ist dagegen ihre katalytische Wirkung im Allgemeinen einge-
schrankt, was auch fir die in den Experimenten verwendeten Laccasen von T. villosa
und M. thermophila zutrifft (vergl. Kapitel 4.1.1 und 4.1.2).

Gleichzeitig ist vom Mediator HBT bekannt, dass dessen Radikalstabilitdt mit stei-
gendem pH-Wert abnimmt (MICKEL, M., 2001: mdl. Mitt.). Damit verkiirzt sich die far
ein HBT-Radikal zur Verfligung stehende Zeit, in der es existiert, um vom aktiven
Zentrum der Laccase zum Lignin gelangen zu kénnen, das es als Radikal angreifen
soll. Gleichzeitig verliert der Mediator vermutlich auch an Redoxpotential (LUND und
KWEE, 1968), so dass der Mediator, wenn Uberhaupt, nur noch eingeschrankt
funktionstichtig sein durfte. Dieser Effekt des pH-Wertes auf den Mediator kdnnte
erklaren, warum sich bisher die Ergebnisse aus den Deinking-Versuchen mit
Laccase alleine und mit Laccase und Mediator HBT so sehr ahneln. Denn der
Einsatz von HBT fihrt auch nach Abschluss der Bleiche lediglich zu einer zuséatz-
lichen Verdunkelung und Vergilbung der Stoffe. Es ist daher denkbar, dass lediglich
die Deinkergebnisse von AP- oder DIP-Proben beobachtet werden, die einmal mit
Laccase und einmal mit Laccase und einer nicht reaktionsfahigen Mediator-
chemikalie, nicht aber mit einem funktionstiichtigen LMS durchgefuhrt werden.

Diese Uberlegungen und Beobachtungen machen es interessant, die Funktionsweise
des LMS und von Laccase ohne Mediator unter optimalen (0,5 MPa O»-Druck, pH
4,5) und nicht optimalen Bedingungen (Luftatmosphére, pH 7) zu untersuchen.

Eine weitere Ursache flr das schlechte Abschneiden der mit Laccase bzw. dem LMS
behandelten Proben kdnnte im Ligningehalt bzw. in der Faserstoffzusammensetzung
von Altpapieren liegen. Bei Altpapier handelt es sich um eine inhomogene Mischung
verschiedener Priméarfaserstoffe. Insbesondere bei der in dieser Arbeit verwendeten
Altpapierqualitédt, der sog. Haushaltssammelware, muss mit einem hohen Anteil
holzhaltiger, ligninerhaltend gebleichter Primarfaserstoffe wie Holzschliff und TMP
gerechnet werden.

Der GroBteil der Publikationen zur Laccase- und Mediator-unterstiitzten Bleiche von
Faserstoffen beschéaftigt sich aber mit chemisch aufgeschlossenen Faserstoffen.
Davon handelt wiederum der GroBteil der Publikationen von Arbeiten mit bereits
sauerstoffvorgebleichten Sulfatzellstoffen (vergl. Kap. 2.4.3.1). In den meisten
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Untersuchungen werden lediglich Ergebnisse nach Abschluss der kompletten
Bleichsequenz prasentiert. Nur in wenigen Arbeiten wird darauf hingewiesen, dass
sich der vollstandige Bleicheffekt erst nach einer alkalischen Extraktion einstellt.
Noch seltener werden Zwischenergebnisse prasentiert, die die Entwicklung der
Delignifizierung oder des WeiBgrades nach enzymatischer Laccase-Mediator-
Behandlung bzw. nach abgeschlossener alkalischer Extraktion wiedergeben. So
stellt Potthast (1998) dar, dass die LMS-Behandlung eines Kiefern-Sulfatzellstoffes
mit Ausgangskappazahl 23 zunachst zu einem WeiBgradabfall fihrt und erst nach
mehrfacher Wiederholung der Inkubations- und Extraktionsphase ein WeiBegewinn
erzielt wird. Diese Arbeit zeigt, dass der bezlglich des WeiBgrades erfolgreiche
Ausgang einer LMS-Behandlung vom (Rest-)Ligningehalt des Faserstoffes abhangt.
Damit stellte sich die Frage, ob Altpapier mit seinem Holzschliff- und TMP-Anteil
einen zu hohen Ligningehalt fir eine einfache, erfolgreiche enzymatische Behand-
lung besitzt. Daher liegt es nahe, zum einen mit einem sauerstoffvorgebleichten,
ligninarmen Nadelholz-Sulfatzellstoff zu arbeiten, um ein Substrat zur Verfigung zu
haben, dessen Bleichbarkeit mit dem LMS in zahlreichen Arbeiten belegt ist und zum
anderen mit ligninreichem Holzschliff und TMP als typischen Bestandteilen von
Haushaltssammelware, um Gberprifen zu kénnen, ob die bei den Versuchen mit AP
und DIP eingetretene Vergrauung und Vergilbung auf eine Ligninmodifikation
zurlckgefthrt werden kann.

POTTHAST (1998) stellt in ihrer Arbeit dar, dass sich Laccasen verschiedener
Quellen auch hinsichtlich der chemischen Reaktionen, die sie katalysieren kdnnen,
unterscheiden. KRUUS und VIIKARI (2001) zeigen, dass die Reaktionsgeschwindig-
keit mit unterschiedlichen Substraten und der Eintritt einer Substrathemmung vom
Laccase-Typ abhangen. Daher stellt sich die Frage, ob in dieser Arbeit eventuell mit
ungeeigneten Laccasen gearbeitet wird. Deshalb werden die Versuche mit den
Primarfaserstoffen zusatzlich mit einer dritten Laccase (von T. versicolor) durchge-
fihrt, von der bekannt ist, dass mit ihr zumindest Zellstoffe erfolgreich delignifiziert
werden kénnen (FREUDENREICH et al., 1998).
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4.3.1 Behandlung von Zellstoff mit Laccase und Mediator

4.3.1.1 Einfluss des Laccase-Praparates auf die Funktionstiichtigkeit des LMS
unter optimalen Bedingungen

Zunachst wird sauerstoffvorgebleichter Nadelholz-Sulfatzellstoff mit dem LMS bei
~Optimalbedingungen® behandelt. Das heiBt, dass die Inkubationsphase mit Laccase
und Mediator HBT bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck und pH 4,5 durchgefuhrt wird. Die
Versuche werden mit drei verschiedenen Laccase-Praparaten (Laccasen von T.
villosa, M. thermophila und T. versicolor) und unterschiedlichen Laccase- und
Mediatordosierungen durchgefiihrt. Die Dosierungen von 5 bis 15 U Laccase und 2%
HBT werden aufgrund der Produktbeschreibung zur T. versicolor-Laccase gewahlt.
1000 U Laccase und 1% HBT entsprechen dagegen der Dosierung, bei der
durchgangig die eindeutigsten Effekte bei den eigenen Versuchen mit AP und DIP
erzielt wurden. Kappazahl-, WeiBgrad- und Farbwertbestimmung erfolgen nach
Abschluss der Inkubationsphase sowie nach Durchfihrung der anschlieBenden
alkalischen Extraktion. Die Ergebnisse zu diesen Versuchen werden in den Abb.
4.3.1 und 4.3.2 sowie in Tab. 4.3.1 dargestellt.

Im Vergleich zur Kappazahl des Referenzwertes tritt bereits nach der Inkubations-
phase mit Laccase und Mediator eine Delignifizierung ein, deren groBtes Ausmaf
aber erst nach Abschluss der alkalischen Extraktion erreicht wird (Abb. 4.3.1).
Beispielsweise nimmt die Kappazahl bei Einsatz von 1000 U T. villosa-Laccase und
1 % HBT von 8,1 auf 6,1 ab. Nach alkalischer Extraktion betragt sie 5,3 und ist damit
um 35% niedriger als die Ausgangskappazahl des Referenzwertes. Diese sinkt in
Folge der alkalischen Extraktion lediglich um 12% auf einen Wert von 7,1.

Die Inkubation der Proben mit Laccase und Mediator flhrt zunédchst zu einem WeiB-
gradabfall. Erst durch die alkalische Extraktion kommt es zu einem WeiBegewinn
(Abb. 4.3.2). So sinkt der WeiBgrad des Zellstoffs nach einer Behandlung mit 1000 U
T. villosa-Laccase und 1% HBT im Vergleich zum Referenzwert um 1% ISO ab. Doch
dbertrifft nach Abschluss der Extraktionsstufe die Endweise mit 48,2% ISO den
WeiBgrad der ebenfalls alkalisch extrahierten Referenz um 5,2% ISO.

Parallel zur WeiBe verandern sich die Werte des CIELab-Systems.
Nach der enzymatischen Inkubation nimmt mit sinkendem WeiB3grad die Helligkeit L*

ab und die Farbwerte a* und b* verschieben sich in Richtung Rot und Gelb, so dass
der Gelbwert ansteigt. Wéhrend bei einem ReferenzweiBgrad von 40,6% ISO L* bei
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81,25 liegt (Tab. 4.3.1), betragt z.B. die Helligkeit L* der mit 1000 U T. villosa-
Laccase und 1% HBT inkubierten Probe bei einem WeiBgrad von 39,6% ISO nur
noch 80,84. Der Farbwert a* steigt bei dieser Behandlung von 4,22 auf 4,60 und b*
von 20,97 auf 21,43, so dass die Vergilbung durch die enzymatische Behandlung
intensiviert wird. Im Beispiel erhdht sich der urspriingliche Gelbwert von 44,5 auf
45,8.

Umgekehrt verhalt es sich nach Durchfihrung der alkalischen Extraktion. Mit dem
durch den Einsatz von Laccase und HBT letztlich erzielten WeiBegewinn verbessern
sich nun sowohl die Helligkeit L* als auch die Farbkennzahlen a* und b*. Die
Vergilbung sinkt (Tab. 4.3.1). Im Beispiel betragen bei einem WeiBgrad von 43% ISO
die Werte des Referenzwertes fur L* 82,86, fur a* 3,88 und fur b* 20,89. Beim um 5,2
% 1SO héheren WeiBBgrad der mit 1000 U T. villosa-Laccase und 1% HBT inkubierten
und extrahierten Probe sind dies 85,12 fur L* sowie nur noch 3,26 fir a* und 18,82
fur b*. Der Gelbwert nimmt von 43,5 auf 38,6 ab.

Mit 5 bis 1000 U Laccase und 2% bzw. 1% HBT kann dabei die Dosierung der
Laccasen in einem weiten Rahmen variiert werden, ohne dass es zu einer Anderung
dieses Trends kommit.

Die beschriebene Entwicklung der Zellstoffeigenschaften kann fur alle drei Laccasen
beobachtet werden. Insofern sind sie alle drei prinzipiell fir die Laccase-Mediator-
unterstitzte Zellstoffbleiche geeignet. Die Ergebnisse zeigen bereits hier, dass eine
Entfernung des durch Laccase und Mediator verfarbten und nun alkaliléslichen Lig-
nins durch eine entsprechende Extraktionsstufe unumganglich ist, um fir den ver-
grauten und vergilbten Stoff einen Bleicheffekt zu erzielen.
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Abb. 4.3.1: Kappazahlen eines sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes nach
einer Inkubationsphase (LM) mit Laccase und HBT bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck und pH 4,5
sowie nach anschlieBender alkalischer Extraktion (LM-E). Versuchsergebnisse bei Verwen-
dung von Laccase von T. villosa (oben), M. thermophila (Mitte) und T. versicolor (unten)
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Abb. 4.3.2: WeiBgrade eines sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes nach einer
Inkubationsphase (LM) mit Laccase und HBT bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck und pH 4,5 sowie
nach abgeschlossener alkalischer Extraktion (LM-E). Versuchsergebnisse bei Verwendung
von Laccase von T. villosa (oben), M. thermophila (mittig) und T. versicolor (unten)
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Tab. 4.3.1: L*-, a*, b* und Gelbwerte eines sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzell-
stoffes nach einer Inkubationsphase (LM) mit verschiedenen Laccasen und HBT bei 0,5 MPa
O: und pH 4,5 sowie nach abgeschlossener alkalischer Extraktion (LM-E)

Behandlung Aktivitat HBT L* a* b* Gelbwert
[] [U/g otro] [%] [] [] [] []
bei Verwendung von T. villosa-Laccase
Referenz 0 0 81,25 4,22 20,97 445
LM 5 2 79,98 4,64 22,01 47,2
LM 15 2 80,00 4,68 22,18 47,5
LM 1000 1 80,84 4,60 21,43 45,8
Referenz-E 0 0 82,86 3,88 20,89 43,5
LM-E 5 2 84,35 3,46 19,82 40,7
LM-E 15 2 84,63 3,41 19,65 40,3
LM-E 1000 1 85,12 3,26 18,82 38,6
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 81,01 4,37 21,32 45,4
LM 5 2 80,90 4,39 21,15 45,1
LM 15 2 80,49 4,49 21,54 46,0
LM 1000 1 78,35 5,47 23,62 51,4
Referenz-E 0 0 82,67 4,03 21,30 44,3
LM-E 5 2 83,40 3,85 20,85 43,2
LM-E 15 2 83,40 3,88 20,99 43,4
LM-E 1000 1 83,57 3,88 20,75 42,9
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Referenz 0 0 80,88 442 21,59 45,9
LM 2 2 78,22 5,14 21,92 48,3
LM 5 2 78,76 5,17 22,05 48,3
LM 15 2 78,55 5,51 22,92 50,2
Referenz-E 0 0 82,68 3,97 21,27 442
LM-E 2 2 83,36 3,72 20,80 43,0
LM-E 5 2 83,60 3,81 20,82 43,0
LM-E 15 2 84,86 3,35 19,43 39,8




Ergebnisse und Diskussion 135

4.3.1.2 Einfluss suboptimaler Reaktionsbedingungen auf die
Funktionstiichtigkeit des LMS

In den nachsten Versuchen mit dem sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfat-
zellstoff werden die Inkubationsbedingungen sukzessive von den optimalen Be-
dingungen des LMS zu den suboptimalen Bedingungen des Neutraldeinkings ver-
schoben. Dazu werden zunachst Versuche durchgefihrt, bei denen die Inkubation im
neutral-alkalischen Bereich bei pH-Werten von 7 bis 8 durchgefiihrt wird. Dann wird
zusétzlich die Sauerstoffversorgung wahrend der Inkubationsphase reduziert, indem
nicht mehr in einem Bleichautoklaven bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck, sondern in
offenen TemperiergefaBen bei Luftatmosphare gearbeitet wird.

4.3.1.2.1 Einfluss neutral-alkalischer pH-Werte wahrend der Inkubationsphase
auf die Funktionstiichtigkeit des LMS

In Abb. 4.3.3 wird dargestellt, welchen Einfluss ein neutraler bis alkalischer pH-Wert
wahrend der Inkubationsphase mit Laccase und Mediator bei 0,5 MPa Sauerstoff-
druck hat. Als Vergleichswerte dienen bei pH 4,5 inkubierte Proben.

Bei konstantem pH Wert fihrt die Inkubation mit Laccase und Mediator im Vergleich
zum Referenzwert vor bzw. nach alkalischer Extraktion jeweils zur niedrigsten
Kappazahl. Das generelle AusmaB der Ligninentfernung und das Ausmaf der durch
Laccase und Mediator zusatzlich mdglichen Delignifizierung nehmen jedoch mit stei-
gendem pH-Wert ab. So liegt die Kappazahl nach Inkubation mit 1000 U T. villosa-
Laccase und 1% HBT bei pH 4,5 mit 6,1 deutlich unterhalb der Kappazahl des
Referenzwertes von 8,1. Genauso schneidet nach alkalischer Extraktion die enzyma-
tische Variante mit einer Kappazahl von 5,3 besser ab als der Referenzwert mit 7,1.
Mit steigendem pH-Wert wahrend der Inkubationsphase reduzieren sich nun diese
Unterschiede zwischen dem Referenzwert und der enzymatischen Variante. Bei pH 8
liegen nach der Inkubationsphase die Kappazahlen fir die enzymfreie und die
enzymatische Variante mit 7,4 schlieBlich auf gleich hohem Niveau. Nach
Durchfihrung der alkalischen Extraktion schneidet die LMS-behandelte Probe mit
einer Kappazahl von 6,7 nur noch tendenziell besser ab als die Referenzprobe mit
6,8. Vergleichbare Werte werden bei Verwendung von M. thermophila- und T.
versicolor-Laccase erzielt (Abb. 4.3.3).

Die Ergebnisse zeigen, dass das LMS mit steigendem pH-Wert prinzipiell
funktionstlchtig bleibt. Dabei zeigt die deutliche Abnahme der Intensitat der Deligni-
fizierung, dass das LMS im neutral-alkalischen pH-Bereich nur noch eingeschrankt
funktioniert (Abb. 4.3.3).
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Bei Einsatz der Laccasen von T. villosa und M. thermophila sinken bei fast allen
Versuchen die WeiBgrade der mit Laccase und HBT behandelten Proben im
Vergleich zum Referenzwert ab (Abb. 4.3.4). Die WeiBgraddifferenz ist im Fall der T.
villosa-Laccase relativ gering und schwankt zwischen 1% ISO bei pH 4,5 und 0,3 %
ISO bei pH 7 bzw. 0,5% ISO bei pH 7,5. Bei Durchfihrung der Inkubation bei pH 8
liegt der WeiBgrad der mit Laccase und Mediator inkubierten Probe mit nur 0,1% ISO
Differenz im Rahmen der Messgenauigkeit auf gleich hohem Niveau. Durchweg
niedriger als der ReferenzweiB3grad ist der WeiBgrad der mit Laccase und Mediator
inkubierten Proben bei der Laccase von M. thermophila. Auch hier liegen die
Differenzen im neutralen pH-Bereich mit 0,3% ISO bis 0,7% ISO eng beieinander.
Bemerkenswert ist der starke WeiBgradabfall der enzymatisch behandelten Proben
von 5,3% ISO bei pH 4,5. Da diese Differenz auch bei Verwendung von Laccase von
T. versicolor mit 4,2% ISO oder von T. villosa-Laccase mit 1% ISO hier am grdBten
ist, spiegelt dies die hohe enzymatische Aktivitat der Laccasen im sauren pH-Bereich
wider. Interessanter Weise liegen im neutralen pH-Bereich die WeiBgrade unmittel-
bar nach Inkubation mit T. versicolor-Laccase und HBT mit 0,3% ISO bis 0,5% ISO
geringflgig Uber dem WeiBgrad des Referenzwertes. Es wird jedoch in spéteren
Versuchen gezeigt, dass bei Verwendung von ligninreichen Faserstoffen auch mit
dieser Laccase der WeiBgrad unmittelbar nach Inkubation deutlich absinkt (vergl.
Kap. 4.3.2).

Bei konstantem pH-Wert wird unabhangig vom verwendeten Laccasepraparat der
héchste WeiBgrad erst nach alkalischer Extraktion erzielt (Abb. 4.3.4). Dabei Uber-
trifft der WeiBgrad der mit Laccase und Mediator behandelten Probe jeweils den
WeiBgrad der Referenz. So betragt der WeiBgrad nach alkalischer Extraktion bei
Einsatz der T. villosa-Laccase und HBT bei pH 4,5 48,2% ISO, der WeiBgrad der
Referenz dagegen lediglich 43% ISO. Im neutralen pH-Bereich féllt der erzielbare
WeiBegewinn deutlich geringer aus. Bei pH 8 liegt der WeiBgrad der enzymatischen
Variante mit 41,9% ISO deutlich niedriger und nur um 1% ISO Uber dem Wert der
neutralen Referenz von 40,9% ISO. Die Abnahme des durch das LMS erreichbaren
WeiBegewinns gegentber der Referenzprobe ist auch bei Verwendung der T.
versicolor-Laccase zu beobachten. Wahrend bei pH 4,5 ein maximaler WeiB3grad von
47,3% ISO und eine WeiBegewinn von 4,9% ISO erzielt wird, betragt der WeiBgrad
der mit Laccase und HBT behandelten Probe bei pH 8 nur noch 42,5% ISO und
dbertrifft den WeiBgrad der Referenz nur noch um 1,6% ISO. Bei Verwendung von
M. thermophila-Laccase unterscheiden sich die Ergebnisse nach alkalischer
Extraktion insofern, als dass bei pH 4,5 mit 44% ISO kein wesentlich hdherer
maximaler Wei3grad als bei neutralem pH-Wert erzielt werden kann, was eventuell
mit dem mehr zum neutralen pH-Bereich verschobenen Aktivitatsbereich zusammen-
hangt (vergl. Kap. 4.1). Wie bei den anderen beiden Laccasen wird auch hier der
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maximale WeiBgrad stets nach der an die Inkubation mit Laccase und HBT
anschlieBenden alkalischen Extraktion erzielt.

Die Helligkeiten L*, die Farbwerte a* und b* sowie die Gelbwerte korrespondieren mit
der WeiBgradentwicklung. Nimmt der WeiBgrad ab, so steigen die Farbkennzahlen
a* und b* in Richtung Rot und Gelb, so dass sich die Vergilbung intensiviert. Umge-
kehrt steigt mit steigendem WeiB3grad der Helligkeitswert L*. Die Farbwerte a* und b*
sowie die daraus resultierende Vergilbung gehen wieder zuriick (Tab. 4.3.2). So sinkt
nach Abschluss der Inkubationsphase mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT bei
pH 7 der WeiB3grad im Vergleich zum Referenzwert von 39,4% I1SO auf 39,1% ISO.
Entsprechend ist die Helligkeit L* der enzymatisch behandelten Probe mit 80,62
niedriger als die der unbehandelten Probe mit 80,70. Gleichzeitig fallt der Farbwert a*
durch die Laccase-Mediator-Behandlung mit 4,33 und der Farbwert b* mit 21,71
gegeniuber den Referenzwerten (4,23 bzw. 21,50) héher aus. Entsprechend steigt
der Gelbwert von 45,7 ohne, auf 46,1 mit Laccase-Mediator-Behandlung. Durch die
alkalische Extraktion wird der WeiBgrad der Laccase-Mediator-behandelten Probe
gegeniber 41,6% ISO des Referenzwertes auf 43,4% ISO angehoben. Parallel dazu
steigt die Helligkeit L* im Vergleich zu 82,24 auf 83,15. Gleichzeitig sinkt der Farb-
wert a* gegenuber 3,91 auf 3,67 und der Farbwert b* gegentber 21,53 auf 21,01.
Damit fallt der Gelbwert mit 43,4 niedriger aus als bei der ohne Laccase und
Mediator behandelten Probe.

Nicht nur der WeiBgrad des sauerstoffgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes kann
damit bei allen getesteten pH-Werten nach Abschluss der alkalischen Extraktion er-
folgreich mit dem LMS angehoben, sondern auch der Gelbstich des Ausgangsmate-
riales reduziert werden. Ohne Extraktionsstufe kommt es dagegen &hnlich wie bei
den Versuchen mit AP oder DIP zu einer unglnstigen WeiBgrad- und Farbortent-
wicklung. Fur die T. versicolor-Laccase gilt dies nur bei pH 4,5. Bei den pH-Werten
von 7 bis 8 findet dagegen eine geringfligige Verbesserung der Farbwerte statt.
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Abb. 4.3.3: Einfluss verschiedener pH-Werte wihrend der Inkubationsphase einer Laccase-
Mediator-Behandlung auf die Entwicklung der Kappazahlen eines sauerstoffvorgebleichten
Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen: 0,5 MPa Sauerstoffdruck; 1% HBT,
Aktivitat: 1000 U/g (T. villosa- und M. thermophila-Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-
Laccase). R=Referenz; LM=Inkubation mit Laccase und Mediator; E=alkalische Extraktion
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Abb. 4.3.4: Einfluss verschiedener pH-Werte wéhrend der Inkubationsphase einer Laccase-
Mediator-Behandlung auf die Entwicklung des WeiBgrades eines sauerstoffvorgebleichten
Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen: 0,5 MPa Sauerstoffdruck; 1% HBT,
Aktivitat: 1000 U/g (T. villosa- und M. thermophila-Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-
Laccase). R=Referenz; LM=Inkubation mit Laccase und Mediator; E=alkalische Extraktion
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Tab. 4.3.2: Einfluss verschiedener pH-Werte wédhrend der Inkubationsphase einer Laccase-
Mediator-Behandlung auf die Entwicklung der Farbwerte L*, a*, b* und des Gelbwertes eines
sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen: pH 4,5 - 8;
Sauerstoffdruck: 0,5 MPa; HBT: 1%, Aktivitdt: 1000 U/g (T. villosa- und M. thermophila-
Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-Laccase)

Behandlung  Aktivitat HBT pH L* a* b* Gelbwert
[] [Urg] [%] [] [] [] [] []
bei Verwendung von T.villosa- Laccase
Rerferenz 0 0 4,5 81,25 4,22 20,97 44,5
LM 1000 1 45 80,84 4,60 21,43 45,8
Referenz-E 0 0 4,5 82,86 3,88 20,89 43,5
LM-E 1000 1 4,5 85,12 3,26 18,82 38,6
Rerferenz 0 0 7 80,70 4,23 21,50 45,7
LM 1000 1 7 80,62 4,33 21,71 46,1
Referenz-E 0 0 7 82,24 3,91 21,53 448
LM-E 1000 1 7 83,15 3,67 21,01 43,4
Rerferenz 0 0 75 80,64 4,22 21,64 45,9
LM 1000 1 75 80,49 4,35 22,01 46,7
Referenz-E 0 0 7,5 82,75 3,68 20,79 43,1
LM-E 1000 1 7,5 83,10 3,63 20,79 43,0
Rerferenz 0 0 8 80,54 4,11 21,48 45,6
LM 1000 1 8 80,59 4,13 21,38 45,4
Referenz-E 0 0 8 81,60 3,86 21,28 44,6
LM-E 1000 1 8 82,12 3,70 20,96 43,7
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Rerferenz 0 0 45 81,01 4,37 21,32 45,4
LM 1000 1 4,5 78,35 5,47 23,62 51,4
Referenz-E 0 0 4,5 82,67 4,03 21,30 44,3
LM-E 1000 1 4,5 83,57 3,88 20,75 42,9
Rerferenz 0 0 7 80,70 4,23 21,50 45,7
LM 1000 1 7 80,74 4,42 21,95 46,6
Referenz-E 0 0 7 82,24 3,91 21,53 448
LM-E 1000 1 7 82,94 3,81 21,08 43,7
Rerferenz 0 0 75 80,64 4,22 21,64 45,9
LM 1000 1 75 80,47 4,47 22,25 47,2
Referenz-E 0 0 75 82,75 3,68 20,79 43,1
LM-E 1000 1 7,5 83,54 3,66 20,88 43,0
Rerferenz 0 0 8 80,54 4,11 21,48 45,6
LM 1000 1 8 80,46 4,39 21,95 46,7
Referenz-E 0 0 8 81,60 3,86 21,28 44,6
LM-E 1000 1 8 82,70 3,83 21,22 44,0
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Rerferenz 0 0 45 80,88 4,42 21,59 45,9
LM 15 2 4,5 78,55 5,51 22,92 50,2
Referenz-E 0 0 4,5 82,68 3,97 21,27 442
LM-E 15 2 4,5 84,86 3,35 19,43 39,8
Rerferenz 0 0 7 80,70 4,23 21,50 45,7
LM 15 2 7 81,00 4,21 21,37 45,3
Referenz-E 0 0 7 82,24 3,91 21,53 44.8
LM-E 15 2 7 82,61 3,76 21,24 44,0
Rerferenz 0 0 7,5 80,64 4,22 21,64 45,9
LM 15 2 7,5 80,85 4,20 21,65 45,8
Referenz-E 0 0 7,5 82,75 3,68 20,79 43,1
LM-E 15 2 7,5 83,24 3,60 20,64 42,7
Rerferenz 0 0 8 80,54 4,11 21,48 45,6
LM 15 2 8 80,85 4,07 21,41 45,3
Referenz-E 0 0 8 81,60 3,86 21,28 44,6
LM-E 15 2 8 82,53 3,73 20,97 43,6
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4.3.1.2.2 Einfluss der Sauerstoffversorgung wahrend der Inkubationsphase auf
die Funktionstiichtigkeit des LMS

Zur Untersuchung des Einflusses der Versorgung des LMS mit dem Co-Substrat
Sauerstoff wahrend der Inkubationsphase auf die Funktionstichtigkeit des LMS
werden in Anlehnung an die bisher gezeigten Versuche, die bei 0,5 MPa Sauerstoff-
druck und pH-Werten von 4,5 und 7 im Bleichautoklaven durchgefihrt wurden, ver-
gleichbare Tests in offenen TemperiergefaBen bei Luftatmosphare vollzogen. Die Er-
gebnisse beider Versuchsvarianten werden in den Abb. 4.3.5 und 4.3.6 sowie in Tab.
4.3.3 gegenlbergestellt.

Betrachtet man zunéachst nur die Kappazahlen, sieht man, dass auch bei Luft-
atmosphare bei beiden pH-Werten der Delignifizierungseffekt des LMS vorhanden ist
(Abb. 4.3.5). Am deutlichsten ist dies bei pH 4,5 zu erkennen. Hier sinkt die Kappa-
zahl bereits nach Abschluss der Inkubationsphase mit Ausnahme der M. thermo-
phila-Laccase ab. So liegt bei Einsatz von T. villosa-Laccase die Kappazahl von 6,7
um 1,2 Einheiten niedriger als der entsprechende Referenzwert, bei Einsatz von T.
versicolor-Laccase betragt die Differenz 0,9 Kappazahlen. Bei pH 7 unterscheiden
sich die Kappazahlen der ohne bzw. mit Laccase und Mediator inkubierten Proben
mit 0,1 Kappazahlen nicht mehr. Das volle AusmaB der Delignifizierung zeigt sich
nach Abschluss der alkalischen Extraktion. Die Kappazahlen der unter
Luftatmosphére und pH 4,5 mit Laccase und HBT inkubierten Proben fallen nun um
2,3 (bei Verwendung von T. villosa-Laccase) bis 1 Einheiten (bei Verwendung von M.
thermophila-Laccase) niedriger aus als die entsprechenden Referenzwerte. Viel
geringer ist der Unterschied bei pH 7 und Luftatmosphare. Bei Verwendung der T.
villosa-Laccase betragt die Differenz 0,7, im Falle der M. thermophila- bzw. T.
versicolor-Laccase nur 0,2 Kappazahlen.

Beim Vergleich der bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck und Luftatmosphére durchgefiihrten
Ergebnisse zeigt sich, dass im Rahmen der angewandten Inkubationsbedingungen
der pH-Wert fir das AusmaB der Delignifizierung wichtiger ist als die Sauerstoff-
versorgung. Denn unabhéngig vom Laccase-Typ werden sowohl unter 0,5 MPa
Sauerstoffdruck als auch unter Luftatmosphéare im sauren pH-Bereich die niedrigsten
Kappazahlen erzielt. Beispielsweise werden bei Verwendung von T. villosa-Laccase
und HBT bei pH 4,5 mit und ohne zuséatzlichem Sauerstoffdruck Kappazahlen von
5,3 bzw. 4,9 erreicht. Die entsprechenden Kappazahlen bei pH 7 liegen dagegen bei
6,4.

Die Sauerstoffversorgung hat in zweierlei Hinsicht Einfluss auf die WeiBgrad-
entwicklung (Abb. 4.3.6).
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Zum einen fOhrt die Inkubation mit Laccase und Mediator bei Luftatmosphéare zu
einem gréBeren WeiBgradabfall als die Inkubation bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck. So
liegt bei pH 4,5 der WeiBgrad der bei 0,5 MPa O, mit z.B. T. villosa-Laccase und
HBT inkubierten Probe mit 39,6% ISO gerade 1% ISO niedriger als der Referenzwert
von 40,6% ISO. Dagegen betragt der entsprechende WeiBBgradunterschied bei
Luftatmosphéare 6,9 % ISO. Diese Entwicklung ist ebenso bei pH 7 zu beobachten.
Wéhrend der WeiB3grad bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck lediglich um 0,3% ISO niedriger
liegt als der Referenzwert von 39,4% ISO, nimmt die bei Luftatmosphare mit T.
villosa-Laccase und HBT inkubierte Probe gegenliber dem Referenzwert um 2,9%
ISO ab.

Zum anderen hat die Sauerstoffversorgung bei pH 4,5 einen deutlichen Einfluss auf
den erzielbaren WeiBBgrad der enzymatisch behandelten Proben nach alkalischer
Extraktion. Bei diesem pH-Wert wird bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck der héchste
WeiBgrad innerhalo der Versuchsreihen erzielt. Dieser liegt beispielsweise bei
Verwendung von T. villosa-Laccase und HBT bei 48,2% ISO und Ubertrifft den
Referenzwert um 5,2% ISO. Nur noch 1,9% ISO héher liegt dagegen der WeiBgrad
der mit Enzym und Mediator behandelten Probe von 43,4% ISO bei Luftatmosphaére.
Bei pH 7 ist dagegen kein Einfluss der Sauerstoffversorgung auf den WeiBgrad der
enzymatisch behandelten Proben nach alkalischer Extraktion zu erkennen, der nun
bei hoher wie niedriger Sauerstoffversorgung auf vergleichbarem Niveau liegt. Im
Fall der T. villosa-Laccase sind dies 43,4% ISO.

Die Inkubation bei hdéherem Sauerstoffgehalt war beim pH-Wert 4,5 vermutlich
deshalb fur das Erreichen héherer Weil3grade nach alkalischer Extraktion wichtig,
weil die Laccasen im leicht sauren Milieu aktiver sind und dadurch mehr Sauerstoff
pro Zeiteinheit umsetzen. Bei ungenlgender Sauerstoffversorgung wird dadurch im
sauren pH-Bereich rasch ein Stadium erreicht, in dem kein Sauerstoff mehr als Co-
Substrat fur die Laccase und damit fir die zu katalysierende LMS-Reaktion zur
Verfigung steht. Der bei Luftatmosphare héher ausfallende WeiBgradabfall der
enzymatisch behandelten Proben nach Abschluss der Inkubationsphase vor
Durchfihrung der alkalischen Extraktion kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass
abhangig von der Sauerstoffversorgung im LMS verschiedene Reaktionen ablaufen
kénnen. Bei den spater noch zu beschreibenden Versuchen mit Holzschliff und TMP
wird diese Beobachtung allerdings nicht bestétigt. Eine vertiefende Beschaftigung mit
dieser Frage war im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich.

Die Kennzahlen des ClELab-Farbsystems und der Gelbwert entwickeln sich wieder
entsprechend den WeiBgraden. Nimmt der WeiBgrad nach der Inkubation mit
Laccase und Mediator ab, so sinkt auch die Helligkeit L* und die Farbwerte a* und b*
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bewegen sich Richtung Rot und Gelb, so dass der Gelbwert ansteigt. Nimmt dage-
gen mit dem WeiBgrad die Helligkeit L* zu, fallen die Farbwerte a* und b* ab, so dass
das Ausmalf der Vergilbung zurtickgeht. Diese Dynamik wurde bereits in den vorher-
gegangenen Kapiteln beschrieben und bedarf keiner wiederholenden Darstellung.
FOr den Interessierten werden die entsprechenden Daten in Tab. 4.3.3 wiederge-
geben.

Wesentlich fur das Arbeiten mit AP und DIP ist, dass auch bei pH 7 und Luft-
atmosphéare ein - wenn auch eingeschrankt - funktionsfahiges Laccase-Mediator-
System vorliegt. Fur einen WeiBgradgewinn ist eine Entfernung des in der Inku-
bationsphase modifizierten Lignins eine wesentliche Voraussetzung.

Vergleicht man die Ergebnisse der Versuche, die bei Luftatmosphédre durchgefihrt
wurden, mit denen von AP und DIP, so kann man bereits hier gut erkennen, dass die
bei AP und DIP nach Inkubation beobachtete Vergrauung und Vergilbung in erster
Linie beim Angriff des Lignins durch Laccase und Mediator zu Stande gekommen ist.
Noch nicht erklart werden kann, warum die Vergiloung des DIP nach der Bleiche
bzw. nach der alkalischen Extraktion bestehen bleibt.
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Abb. 4.3.5: Einfluss der Sauerstoffversorgung wéahrend der Inkubationsphase einer Laccase-
Mediator-Behandlung auf die Entwicklung der Kappazahlen eines sauerstoffvorgebleichten
Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen: pH 4,5 und 7; Sauerstoffdruck: 0,5
MPa und Luftatmosphdre; HBT: 1%, Aktivitdt: 1000 U/g (T. villosa- und M. thermophila-
Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-Laccase). LM = nach Inkubation mit Laccase und
Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion; Referenz und Referenz-E =
Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase und Mediator
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Abb. 4.3.6: Einfluss der Sauerstoffversorgung wahrend der Inkubationsphase einer Laccase-
Mediator-Behandlung auf die Entwicklung der WeiBgrade eines sauerstoffvorgebleichten
Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen: pH 4,5 und 7; Sauerstoffdruck: 0,5
MPa und Luftatmosphére; HBT: 1%, Aktivitat: 1000 U/g (T. villosa- und M. thermophila-
Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-Laccase). LM = nach Inkubation mit Laccase und
Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion; Referenz und Referenz-E =

Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase und Mediator
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Tab. 4.3.3: Einfluss der Sauerstoffversorgung wéhrend der Inkubationsphase einer Laccase-
Mediator-Behandlung auf die Entwicklung der Farbwerte L*, a*, b* und des Gelbwertes eines
sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen: pH 4,5 und 7;
Sauerstoffdruck: 0,5 MPa und Luftatmosphdre; HBT: 1%, Aktivitdt: 1000 U/g (T. villosa- und
M. thermophila-Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-Laccase). LM = nach Inkubation mit
Laccase und Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion;, Referenz und
Referenz-E = Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase und Mediator

Behandlung Aktivitadt HBT pH? 0.° L* a* b* Gelbwert
[ [U/g] [%] [] [MPa] [] [ [ []
bei Verwendung von T.villosa- Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 81,25 4,22 20,97 445
LMS 1000 1 4,5 0,5 80,84 4,60 21,43 45,8
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 82,86 3,88 20,89 43,5
LMS-E 1000 1 4,5 0,5 85,12 3,26 18,82 38,6
Referenz 0 0 7 0,5 80,70 4,23 21,50 45,7
LMS 1000 1 7 0,5 80,62 4,33 21,71 46,1
Referenz-E 0 0 7 0,5 82,24 3,91 21,53 44,8
LMS-E 1000 1 7 0,5 83,15 3,67 21,01 43,4
Referenz 0 0 4,5 0,10* 81,32 4,27 21,22 44,9
LMS 1000 1 4,5 0,1° 76,91 6,15 22,38 50,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,1° 82,20 4,10 21,59 45,1
LMS-E 1000 1 4,5 0,1° 82,87 3,91 20,40 42,7
Referenz 0 0 7 0,1° 80,93 4,25 21,06 44,9
LMS 1000 1 7 0,1° 78,97 4,84 21,30 46,6
Referenz-E 0 0 7 0,1° 82,70 3,89 21,38 44,3
LMS-E 1000 1 7 0,1° 83,21 3,85 21,08 43,6
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 81,01 4,37 21,32 45,4
LMS 1000 1 4,5 0,5 78,35 5,47 23,62 51,4
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 82,67 4,03 21,30 44,3
LMS-E 1000 1 4,5 0,5 83,57 3,88 20,75 42,9
Referenz 0 0 7 0,5 80,70 4,23 21,50 45,7
LMS 1000 1 7 0,5 80,74 4,42 21,95 46,6
Referenz-E 0 0 7 0,5 82,24 3,91 21,53 44,8
LMS-E 1000 1 7 0,5 82,94 3,81 21,08 43,7
Referenz 0 0 4,5 0,1° 81,32 4,27 21,22 44,9
LMS 1000 1 4,5 0,1° 75,02 6,33 22,33 51,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,1° 82,20 4,10 21,59 45,1
LMS-E 1000 1 4,5 0,1° 81,75 4,41 21,81 45,9
Referenz 0 0 7 0,1° 80,93 4,25 21,06 44,9
LMS 1000 1 7 0,1° 79,01 4,87 21,33 46,7
Referenz-E 0 0 7 0,1° 82,70 3,89 21,38 44,3
LMS-E 1000 1 7 0,1° 82,89 3,92 20,94 43,5
bei Verwendung von T.versicolor-Laccase

Referenz 0 0 4,5 0,5 80,88 4,42 21,59 45,9
LMS 15 2 4,5 0,5 78,55 5,51 22,92 50,2
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 82,68 3,97 21,27 44,2
LMS-E 15 2 4,5 0,5 84,86 3,35 19,43 39,8
Referenz 0 0 7 0,5 80,70 4,23 21,50 45,7
LMS 15 2 7 0,5 81,00 4,21 21,37 45,3
Referenz-E 0 0 7 0,5 82,24 3,91 21,53 44,8
LMS-E 15 2 7 0,5 82,61 3,76 21,24 44,0
Referenz 0 0 4,5 0,1° 81,32 4,27 21,22 44,9
LMS 15 2 4,5 0,1° 76,81 5,86 21,87 49,5
Referenz-E 0 0 4,5 0,1° 82,20 4,10 21,59 45,1
LMS-E 15 2 4,5 0,1° 82,90 3,97 20,76 43,3
Referenz 0 0 7 0,1° 80,93 4,25 21,06 44,9
LMS 15 2 7 0,1° 80,54 4,39 22,05 46,8
Referenz-E 0 0 7 0,1° 82,70 3,89 21,38 44,3
LMS-E 15 2 7 0,1° 83,45 3,68 20,64 42,6

@ wahrend der Inkubationsphase
® 0,1 MPa = Luftatmosphare
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4.3.1.3 Behandlung von Zelistoff mit Laccase ohne Mediator

Bei Inkubation von Altpapier und DIP mit Laccase alleine werden &hnliche
Verfarbungsreaktionen beobachtet wie beim Einsatz von Laccase und Mediator HBT
(vergl. Kap. 4.2). Daher werden nun mit dem Nadelholz-Sulfatzellstoff analog zu den
Versuchen mit dem LMS Versuche mit Laccase ohne Mediatorzusatz durchgefuhrt.

Der Zellstoff wird wie bisher bei pH-Werten von 4,5 und 7 sowie bei 0,5 MPa
Sauerstoffdruck bzw. Luftatmosphéare inkubiert und anschlieBend alkalisch extrahiert.
Zusatzlich wird er alternativ zur alkalischen Extraktion einer Peroxidbleiche unter-
zogen. Aus Zeitgrinden werden die Versuche nur mit T. villosa-Laccase und zwar zu
1000 U/g otro Zellstoff durchgefuhrt.

Auch bei alleinigem Einsatz von Laccase kann im Vergleich zur enzymfreien
Referenz mehr Lignin abgebaut werden. Der Trend ist unabhangig vom pH-Wert
oder der Sauerstoffversorgung bei jeder Versuchsreihe in Abb. 4.3.7 zu beobachten.
Dabei ist die durch Laccase erhdhte Intensitédt der Delignifizierung begrenzt. So
liegen die Kappazahlen direkt nach Abschluss der Inkubationsphase nur bei den bei
pH 7 enzymatisch behandelten Proben um Kappa 0,3 bis 0,4 niedriger als die
Referenzwerte von 8,3 bzw. 8,2. Im Fall der bei pH 4,5 inkubierten Proben liegen die
enzymatisch- und Laccase-frei behandelten Stoffe auf gleich hohem Niveau. Im Fall
der alkalisch extrahierten bzw. peroxidgebleichten Proben liegen die Kappazahlen
der Laccase-behandelten Proben im Vergleich zu den Referenzproben dann durch-
weg auf leicht niedrigerem Niveau, so dass man von einem Trend Laccase-unter-
stutzter Delignifizierung sprechen kann. Die Kappazahl-Differenzen sind durchweg
gering und schwanken zwischen Kappa 0,7 (nach alkalischer Extraktion von bei pH
4,5 und Luftatmosphére inkubertem Stoff) und 0,1 (nach Peroxidbleiche von bei pH 7
und Luftatmosphére inkubertem Stoff).

Den wesentlichen Einfluss auf die Delignifizierung besitzt in Abb. 4.3.7 wie im Fall
des LMS die Art der chemisch-mechanischen Behandlung. Wéahrend die Kappa-
zahlen nach Inkubation 8 bis 8,3 betragen, liegen sie nach alkalischer Extraktion
zwischen 7 und 8. Die alternativ zur alkalischen Extraktion durchgefiihrte
Peroxibleiche bewirkt mit Kappazahlen zwischen 5,5 und 6,3 den gr6éBten
Ligninabbau.

Die gr6Bte Bedeutung hat die Peroxidbleiche fur den erzielbaren WeiBgrad (Abb.
4.3.8), der 10% ISO tber den WeiBgraden der inkubierten bzw. alkalisch extrahierten
Proben liegt. Deutlicher wie bei den Kappazahlen kommt hier auch der Einfluss der
Laccasebehandlung zum Vorschein.
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Abb. 4.3.7: Einfluss unterschiedlicher Inkubationsbedingungen bei einer Behandlung von
sauerstoffvorgebleichtem Nadelholz-Sulfatzellstoff mit T. villosa-Laccase auf die Kappazahl-
entwicklung. L = nach Inkubation mit Laccase; L-E = nach Inkubation und alkalischer Ex-
traktion; L-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P =
Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase

0,5 MPa O2 Luftatmosphare 0,5 MPa O2 Luftatmosphére
pH 4.5 pH 4,5 pH7 pH 7
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Abb. 4.3.8: Einfluss unterschiedlicher Inkubationsbedingungen bei einer Behandlung von
sauerstoffvorgebleichtem Nadelholz-Sulfatzellstoff mit T. villosa-Laccase auf die Entwicklung
der WeiBgrade. L = nach Inkubation mit Laccase; L-E = nach Inkubation und alkalischer
Extraktion; L-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P
= Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase

In allen Fallen kommt es durch die Inkubation mit Laccase zu einem WeiBgradabfall,
der im Vergleich zum Referenzwert mit 1,5% I1SO bis 1,9% ISO Unterschied bei pH
4.5 deutlicher ausgepragt ist als bei pH 7 mit 0,6% ISO bis 1% ISO. Der Laccase-
bedingte zusatzliche WeiBgradgewinn nach alkalischer Extraktion bewegt sich dann
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mit 0,8% ISO bis 1% ISO fir pH 4,5 und 0,7% ISO bis 0,4% ISO bei pH 7 in einem
begrenzten Rahmen. Die WeiBgrade der peroxidgebleichten Proben werden durch
die zuvor erfolgte Inkubation mit Laccase vergleichsweise deutlich um 3,7% ISO bis
2,2% IS0 verbessert. Dabei scheinen unabhangig vom pH-Wert die bei 0,5 MPa O,
inkubierten Proben mit 3,7% ISO (bei pH 4,5) bzw. 3,5% ISO (bei pH 7) glnstiger
abzuschneiden als die bei Luftatmosphéare inkubierten Proben, die lediglich um 2,2%
ISO (bei pH 4,5) bzw. 2,3% ISO (bei pH 7) besser ausfallen als die Referenzwerte.
Doch unterscheiden sich die WeiBgrade der Referenzwerte nach Peroxidbleiche mit
51,4% IS0 bis 53,2% ISO relativ stark, so dass eine sichere Aussage bezlglich der
WeiBgradentwicklung abhangig von der Sauerstoffversorgung nicht abgegeben
werden kann.

Mit dem WeiBgradabfall nach Inkubation kommt es wie bisher zu einem Abfall der
Helligkeit L* und einer Zunahme des Farbwertes a* (Tab. 4.3.4). So sinkt L* nach
Inkubation bei Luftatmosphéare und pH 7 von 80,67 um 1,13 Einheiten. Dabei ver-
schiebt sich a* von 4,41 auf 4,62. weiter in den roten Farbbereich hinein. Anders wie
beim LMS nimmt der Farbwert b* nicht zu, sondern ab. Er sinkt beispielsweise bei pH
7 und Luftatmosphare von 21,99 auf 21,23. Entsprechend der gegensatzlichen
Entwicklung der Farbwerte a* und b* fallt der resultierende Gelbwert uneinheitlich
aus. Bei pH 4,5 und 0,5 MPa Sauerstoffdruck ist der Gelbwert der enzymfreien und
der mit Laccase inkubierten Probe mit 46,1 bzw. 46,0 gleich hoch, bei pH 4,5 und
Luftatmosphéare ist der Gelbwert der enzymatischen behandelten Probe um 0,5
Einheiten héher, doch im Gegensatz zur Inkubation der Faserstoffe mit dem LMS
ubertrifft der Referenzwert den Gelbwert der mit Laccase behandelten Probe im Fall
der neutral behandelten Stoffe um 0,4 bis 0,6 Einheiten.

Einheitlich und unabhéngig von der jeweiligen Inkubationsvariante entwickeln sich
dagegen diese Werte nach Durchfihrung der alkalischen Extraktion bzw. der
Peroxidbleiche. Entsprechend der WeilBgradzunahme steigt die Helligkeit L* und die
Farbwerte a* und b* sowie der Gelbwert gehen zurlick. Die enzymatische Variante
erzielt dabei in allen Fallen héhere Helligkeiten L* und niedrigere a*-, b* -und
Gelbwerte, was zu einer zusatzlichen farblichen Verbesserung der Proben fuhrt (Tab.
4.3.4). Dabei fuhrt die Peroxidbleiche erwartungsgemafB zu den gunstigsten Werten.
Nach der Inkubation des Zellstoffes bei pH 7 und Luftatmosphare steigt
beispielsweise nach alkalischer Extraktion die Helligkeit L* von 81,44 auf 81,70. a*
sinkt von 4,22 auf 4,28 und b* von 21,98 auf 21,88. Die Vergilbung sinkt von 46,1 auf
45,9. Mit der Peroxidbleiche kommt es dann auf Grund des Bleicheffektes zu einer
deutlichen farblichen Verbesserung der Proben, die fir die laccasebehandelten
Stoffe wiederum besser ausféllt als fur die Referenzwerte. So liegen fir das
genannte Beispiel im Fall der Referenz L* bei 88,25, a* bei 2,13 und b* bei 19,16.
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Die Helligkeit der enzymatisch behandelten Probe uUbertrifft mit L*=89,17 diesen
Wert. Der Farbwert a* wird auf 1,75 und b* auf 18,36 reduziert.

Die mediatorfreien Behandlungen des sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-
Sulfatzellstoffs fihren also insgesamt zu &hnlichen Ergebnissen wie die Behand-
lungen mit Mediator. Im Vergleich zur LMS-Behandlung kann bei dieser Messreihe
jedoch keine klare Abhangigkeit der Ergebnisse von den Inkubationsbedingungen
beobachtet werden. Der verwendete vorgebleichte Nadelholz-Sulfatzellstoff erweist
sich nach abgeschlossener Extraktion bzw. Peroxidbleichstufe bei Verwendung von
Laccase alleine als delignifizierbar, bleichbar und farblich verbesserbar.

Wesentlich fur die Interpretation der Ergebnisse mit AP und DIP ist, dass Laccase
alleine mit dem LMS vergleichbare Effekte bezlglich Kappazahl, WeiBgrad und
Farbort erzielen kann. Diese Effekte werden im sauren wie im neutralen pH-Bereich
unabhéngig von der Sauerstoffversorgung erreicht. Erst die Entfernung des Lignins
mit Hilfe einer alkalischen Extraktion und noch besser mit Hilfe einer Peroxidbleiche
fihrt zu WeiBgrad- und Farbortverbesserungen.
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Tab. 4.3.4: L*-, a*, b* und Gelbwerte eines sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzell-
stoffes nach T. villosa-Laccase-Behandlung (L) im Bleichautoklaven bei 0,5 MPa Sauerstoff-
druck bzw. im offenen Temperiergefd3 bei Luftatmosphédre bei pH-Werten von 4,5 und 7
sowie nach anschlieBender alkalischer Extraktion (E) bzw. Peroxidbleiche (P)

Behandlung  Aktivitat pH? 0,° L* a* b* Gelbwert
[] [U/g] [] [MPa] [] [l [] [l

Referenz 0 45 0,5 80,35 4,43 21,57 46,1
L 1000 45 0,5 79,02 4,88 21,00 46,0
Referenz -E 0 45 0,5 81,24 4,32 21,91 46,2
L-E 1000 45 0,5 81,57 4,20 21,51 45,3
Referenz-P 0 45 0,5 87,39 2,43 19,46 38,2
L-P 1000 45 0,5 88,92 1,84 18,36 35,4
Referenz 0 45 0,1° 80,67 4,37 21,58 45,9
L 1000 45 0,1° 79,16 4,76 21,28 46,4
Referenz-E 0 45 0,1° 81,72 4,21 21,72 455
L-E 1000 45 0,1° 82,08 4,06 21,08 44,2
Referenz-P 0 45 0,1° 87,86 2,34 19,62 38,2
L-P 1000 45 0,1° 88,78 2,01 18,98 36,6
Referenz 0 7 0,5 81,05 4,10 21,32 45,0
L 1000 7 0,5 80,22 4,44 20,66 44,6
Referenz-E 0 7 0,5 81,45 4,20 21,94 46,0
L-E 1000 7 0,5 81,78 4,18 21,74 455
Referenz-P 0 7 0,5 87,57 2,20 19,04 37,2
L-P 1000 7 0,5 89,11 1,77 18,24 35,1
Referenz 0 7 0,1° 80,67 4,41 21,99 46,6
L 1000 7 0,1° 79,54 4,62 21,23 46,0
Referenz-E 0 7 0,1° 81,44 4,22 21,98 46,1
L-E 1000 7 0,1° 81,70 4,28 21,88 45,9
Referenz-P 0 7 0,1° 88,25 2,13 19,16 37,1
L-P 1000 7 0,1° 89,17 1,75 18,36 35,2

@ wahrend der Inkubationsphase
® 0,1 MPa = Luftatmosphare
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4.3.1.4 Unterschiede beim Einsatz von Laccase mit und ohne Mediator

Bisher wurden der Einsatz von Laccase und der Einsatz von Laccase und Mediator
getrennt voneinander untersucht. Unterschiede zwischen diesen beiden Behand-
lungsvarianten wurden noch nicht gezielt herausgearbeitet.

In der Literatur zur Laccase-unterstlitzten Zellstoffbleiche wird in fast allen Arbeiten
erst mit Anwesenheit des Mediators eine Delignifizierung beschrieben. Eigene Ver-
suche mit AP und DIP zeigten bereits, dass auch der Effekt des Mediators messbar
ist. Es wurde daher erwartet, dass die Versuche mit Laccase und dem Nadelholz-
Sulfatzellstoff in Abhangigkeit vom Mediatoreinsatz zu unterschiedlichen Ergebnis-
sen fhren. Deutliche Differenzen sind jedoch bisher nicht vorhanden.

Ein direkter quantitativer Vergleich der vorhandenen Daten zum Nadelholz-
Sulfatzellstoff ist problematisch, da die Zahlen aus den Versuchen ohne und mit
Mediatorzugabe in verschiedenen Versuchsdurchlaufen mit unterschiedlichen Zell-
stoffchargen gewonnen werden. Vor allem bei Benutzung des Bleichautoklaven ist
dabei die Einhaltung exakter Reaktionszeiten schwierig. Zwar wird die Dauer, in der
sich die vier TemperiergefaBe im beheizten Olbad befinden, genau eingehalten, doch
unterscheiden sich vor allem die Rustzeiten fur den Einbau der GefaBe, wenn sie
sich nach Aufbringen des Sauerstoffdrucks nicht als gasdicht erweisen. Dann werden
schnell aus 35 Minuten Ristzeit 50 Minuten. Da der Stoff Zimmertemperatur besitzt,
laufen bereits in dieser Zeit enzymatische Reaktionen ab. Die effektive Reaktionszeit
zwischen den verschiedenen Versuchsreihen fallt damit trotz sorgfaltigen Arbeitens
unterschiedlich aus. Damit wird ein Informationsverlust denkbar, wenn die Ergeb-
nisse von Proben aus verschiedenen Chargen verglichen werden. Es soll daher noch
einmal versucht werden, in einer zuséatzlichen Messreihe Unterschiede zwischen den
beiden Behandlungsweisen herauszuarbeiten.

Um exakt vergleichbare Ergebnisse nach einer Laccase- und einer Laccase-
Mediator-Behandlung unter gleichen Rahmenbedingungen bezlglich Zellstoff, Reak-
tionszeit, pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffversorgung zu erhalten, werden je-
weils vier Proben (eine Probe ohne Laccase und ohne Mediator, eine Probe mit
Laccase, eine Probe mit Mediator und eine Probe mit Laccase und Mediator) zeit-
gleich inkubiert und anschlieBend alkalisch extrahiert bzw. mit Peroxid gebleicht. Die
Versuche werden unter den optimalen Bedingungen des LMS (pH 4,5 und 0,5 MPa
Sauerstoffdruck) sowie unter den Bedingungen des Neutraldeinkings (pH 7 und Luft-
atmosphére) durchgefihrt. Die Ergebnisse werden in Tab. 4.3.5 wiedergegeben. Hier
sind nun abhangig von der Anwesenheit des Mediators gewisse Unterschiede
vorhanden.



Ergebnisse und Diskussion 153

FOr beide Vorgehensweisen werden Ergebnisse erzielt, die denen der vorher-
gegangenen Versuche entsprechen. Dabei zeigt sich unter optimalen Bedingungen
(pH 4,5; 0,5 MPa O,) die Uberlegenheit des LMS. So vermégen Laccase und Medi-
ator die Kappazahl des Zellstoffs unter Optimalbedingungen bereits von Kappa 8 auf
Kappa 6,4 zu reduzieren, wahrend die Laccase alleine den Ligninanteil nahezu
unverandert beldsst. Nach erfolgter Extraktionsstufe, ebenso nach der Peroxid-
bleiche, wird deutlich, dass auch die Laccase alleine den Ligninanteil anzugreifen
vermag, allerdings in abgeschwachtem AusmalB. Die Differenzen im Ligningehalt
liegen am hdchsten, wenn mit Mediatorzusatz und unter Optimalbedingungen (pH
4,5) gearbeitet wird. Unter Deinking-Bedingungen (pH 7, Luftatmosphére) gleichen
sich die Kappazahlen der mit und ohne Mediatorzusatz inkubierten Proben an.

Die nach beiden Vorgehensweisen inkubierten Sulfatzellstoffe bliBen im Vergleich
zur Referenz wieder an WeiBgrad ein. Sowohl unter optimalen Bedingungen (pH 4,5;
0,5 MPa O,) als auch bei pH 7 unter Atmosphéarendruck ist das AusmaB der
WeiBlgradreduzierung um ca. 3 Punkte unabhangig vom Mediatorzusatz zunachst
gleich hoch. Die Ergebnisse der vergleichenden WeiBgradmessungen nach erfolgter
Extraktion sind von den Bedingungen der Enzymbehandlung abhangig. Unter
Optimalbedingungen wird mit und ohne Mediatorzusatz ein deutlicher Anstieg im
WeiBgrad erzielt, wobei die h6chsten Werte das LMS verzeichnet. Nach Inkubation
bei pH 7 tritt unabhangig vom Mediatorzusatz kein Bleicheffekt ein. Erst die
WeilBgradmessung nach erfolgter Peroxidstufe verdeutlicht, dass auch eine
Laccasebehandlung ohne Mediatorzusatz den WeiB3grad des Sulfatzellstoffs von
52% ISO auf 56% ISO (pH 4,5) oder 55% ISO (pH 7) ansteigen lasst. Unter
Optimalbedingungen schnellt der WeiBgrad bei Mediatorzugabe auf 66% ISO (pH
4,5), wahrend er nach Inkubation bei pH 7 bei 55% ISO verbleibt. Auch dies belegt
die Wirksamkeit des Mediators bei saurer Fahrweise.

Die Veranderungen der Farbkennzahlen L*, a*, b* die bei pH 4,5 und 0,5 MPa
Sauerstoffdruck bzw. bei pH 7 und Luftatmosphéare beobachtet werden kénnen, zei-
gen die gleichen Tendenzen. Je nach dem, ob Laccase mit oder ohne Mediator
eingesetzt wird, unterscheiden sich jedoch die Messreihen bezliglich der Entwicklung
des Farbwertes b*.

Nach Abschluss der Inkubationsphase nehmen beim Einsatz von Laccase alleine
ahnlich wie in Kap. 4.3.1.3 wieder die Helligkeit L* und der Farbwert b* ab, so dass
beispielsweise bei pH 7 L* von 80,50 auf 78,91 oder b* von 21,66 auf 21,46 sinkt.
Nur der Farbwert a* wird tiefer in den roten Farbbereich verschoben und steigt von
4,31 auf 4,77 an. Diesmal sind die Farbortverschiebungen bei beiden pH-Werten
ausreichend intensiv, um fir die Laccase-behandelten Proben um 1,2 bzw. 0,7
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Einheiten héhere Gelbwerte zu erzielen. Mit Mediatorzusatz sinken nach Inkubation
entsprechend den vorhergegangenen Versuchen (Kap. 4.3.1.1 bis Kap. 4.3.1.2) zum
LMS die Helligkeit L* (z.B. bei pH 7 von 81,21 auf 80,20). Gleichzeitig steigen die
Farbwerte a* und b* mit der LMS-Behandlung in Richtung Rot und Gelb an (z.B. bei
pH 7 a* von 4,22 auf 4,54 und b* von 21,26 auf 22,15). Der Gelbwert nimmt
entsprechend zu (z.B. bei pH 7 von 45,0 auf 47,2).

Wie im Fall der Kappazahlen bzw. der WeiBgrade schneiden mit der alkalischen
Extraktion bzw. der Peroxidbleiche in allen Messreihen die enzymatisch behandelten
Proben besser ab als die ohne Laccase bzw. ohne Laccase und Mediator
behandelten Proben. Die Helligkeit L* steigt, a*, b* und entsprechend der Gelbwert
gehen zurtick. Bei pH 4,5 und 0,5 MPa Sauerstoffdruck werden dabei fir die mit
Laccase- und Mediator behandelten Proben im Vergleich zu den nur mit Laccase
behandelten Proben die besten Ergebnisse erzielt. So betragt die Helligkeit L* der
LMS-behandelten Proben nach alkalischer Extraktion 83,65; a* 3,60; b* 19,27 und
der Gelbwert 40,2. Die entsprechenden Werte fir die nur mit Laccase behandelten
Proben schneiden mit L* 81,73; a* 4,12; b* 20,99 und Gelbwert 44,5 unglnstiger ab.
Keine wesentlichen Unterschiede besitzen die Helligkeits- und Farbwerte bei pH 7.
Die Werte der mit Laccase behandelten Proben (L*=81,70; a*=4,25; b*=21,66;
Gelbwert=45,5) liegen auf vergleichbarem Niveau wie die Werte der mit Laccase und
HBT behandelten Proben (L*=81,71; a*=4,31; b*=21,89; Gelbwert=46,0). Nach der
Peroxidstufe werden Werte erzielt, die die Ergebnisse der alkalischen Extraktion
ubertreffen. Dabei erzielt der Einsatz von Laccase und HBT bei pH 4,5 die besten
Ergebnisse (L*=92,59; a*=0,54; b*=14,04 und Gelbwert=26,2). Verglichen damit
erzielen die nur mit Laccase behandelten Proben lediglich Werte von L*=89,20;
a*=1,67; b*=17,92 und Gelbwert=34,5. Wie bei der alkalischen Extraktion liegen im
neutralen Bereich die Werte der LMS- (L*=88,98; a*=1,88; b*=18,30; Gelbwert=35,3)
und Laccase-behandelten Proben (L*=88,89; a*=1,94; b*=18,40; Gelbwert=35,6)
wieder nahe beieinander.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das LMS unter optimalen
Reaktionsbedingungen einen intensiveren Effekt als Laccase alleine bewirkt. So
nimmt bei pH 4,5 und 0,5 MPa Sauerstoff die Kappazahl bereits nach Abschluss der
Inkubationsphase ab. Laccase alleine bewirkt erst nach Durchfihrung der
alkalischen Extraktion bzw. der Peroxidbleiche einen Kappazahlsenkung, die
niedriger ausfallt als beim LMS. Unter Deinkingbedingungen (pH 7, Luftatmosphére)
erzielen LMS und Laccase alleine vergleichbare Kappazahlen.

Die WeiBgrade der enzymatisch behandelten Proben fallen nach Inkubation bei
optimalen und Deinking-Bedingungen in vergleichbarem Umfang ab. Nach Durchfih-
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rung der alkalischen Extraktion bzw. der Peroxidbleiche Ubertreffen dann die WeiB-
grade der enzymatischen Varianten die WeiBgrade der inkubierten Proben. Dabei
erzielt jedoch die Laccase-Behandlung bei Deinking-Bedingungen nur bei Durch-
fihrung der Peroxidbleiche einen WeiBeanstieg. Bei Durchfiihrung der alkalischen
Extraktion unterscheiden sich die WeiBgrade nicht von den Referenzwerten. Bei
Optimalbedingungen Ubertreffen die enzymatischen Varianten die WeiB3grade der
enzymfreien Proben. Die besten Ergebnisse liefert dabei das LMS.

Mit den WeiBgraden andern sich die Werte des CIELab-Systems. Sinkt der
WeiBlgrad, sinken L*; a*, b* und der Gelbwert steigt an. Nur nach Inkubation gibt es
zwischen der Behandlung mit Laccase und der Behandlung mit dem LMS eine
abweichende Entwicklung. Im ersten Fall nimmt der Farbwert b* ab, im zweiten zu.

Die Ergebnisse belegen, dass eine erfolgreiche Delignifizierung eine Voraussetzung
fir die Anwendung von Laccase bzw. des LMS im Sinne der Zellstoffbleiche ist. Nur
im sauren Milieu ist der Einsatz von HBT gegentber der Fahrweise ohne Mediator
vorteilhaft. Unter den Bedingungen des Neutraldeinkings hingegen nivellieren sich
die Unterschiede zwischen Laccase- und Laccase-Mediator-Behandlung.
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4.3.2 Untersuchungen zur LMS- und Laccase-unterstitzten Bleiche von Holz-
schliff und TMP

Mit dem relativ ligninarmen, sauerstoffvorgebleichten Nadelholzsulfatzellstoff konnten
unter suboptimalen Bedingungen mit Hilfe von Laccase bzw. des LMS zumindest
nach Durchfiihrung der Peroxidbleiche sowohl Bleich- als auch Delignifizierungs-
effekte erzielt werden. Diese Versuche zeigen zwar, dass wahrend der Inkubations-
phase eine enzymatische Modifizierung des Lignins zu Verfarbungsreaktionen fuhrt
und dass eine an die Laccase- bzw. LMS-Behandlung anschlieBende Delignifizie-
rungsstufe wesentlich fir einen Bleicheffekt ist. Diese Resultate erkldren jedoch
nicht, warum die Ergebnisse zur Peroxidbleiche von DIP (Kap. 4.2.4.2) unbefrie-
digend ausfallen. Allerdings besitzen vorgebleichte Sulfatzellstoffe in der Altpapier-
bzw. DIP-Qualitat, die Gegenstand der Untersuchung ist, keine Bedeutung. Wichtige
Bestandteile in Altpapier auf Basis von Haushaltssammelware sind dagegen (neben
hochweiBen und intensiv delignifizierten Zellstoffen) ligninreiche Primarfaserstoffe
wie Holzschliff und TMP, die einer ligninerhaltenden Bleiche unterzogen wurden. Fur
die folgenden Untersuchungen wird daher der Nadelholzsulfatzellstoff gegen diese
Substrate ausgetauscht.

4.3.2.1 Behandlung von Holzschliff mit Laccase und Mediator

Zunachst werden die Effekte des LMS auf Holzschliff untersucht. Dazu werden die
Bedingungen der Inkubationsphasen variiert. Sie werden unter den optimalen Be-
dingungen des LMS bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck und pH 4,5, bei suboptimalen Be-
dingungen bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck und pH 7 sowie unter Deinkingbedingungen
(Atmospharendruck, pH 7) als unglnstigste Variante vollzogen. Aus Zeitgriinden
kann pro Laccasepraparat nur eine Aktivitdtsdosierung (1000 U/g otro Stoff; 1%
HBT) angewendet werden.

Tab. 4.3.6 zeigt die Ligningehalte von Holzschliffproben (bestimmt als Hydrolyse-
rickstand), die mit Hilfe des LMS unter optimalen Bedingungen inkubiert und an-
schlieBend alkalisch extrahiert bzw. einer Peroxidbleichstufe unterzogen werden.
Den Referenzproben werden wahrend der Inkubationsphase weder Laccase noch
Mediator zugeflgt.

Die LMS-Behandlung hat keinen Effekt auf die Ligningehalte. Sie schwanken im
Rahmen der Messgenauigkeit mit minimal 29,2% und maximal 31,4% vernachlassig-
bar um den Wert der Referenz von 30,4% (Tab. 4.3.6). Im Gegensatz zum chemisch
aufgeschlossenen Zellstoff ist der Holzschliff auch gegentber dem delignifizierenden
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Effekt der alkalischen Extraktion bzw. der Peroxidbleiche resistent. Da das LMS be-
reits unter optimalen Bedingungen keinen Einfluss auf den Ligningehalt der Proben
nimmt, wird auf die Ligningehaltsbestimmung der unter Deinking- und suboptimalen
Bedingungen inkubierten Proben verzichtet.

Tab. 4.3.6: Ligningehalte (als Hydrolyseriickstand) [%] eines ligninerhaltend gebleichten
Holzschliffs nach LMS-Behandlung bei Einsatz verschiedener Laccase-Préparate. Inkubiert
wurde bei pH 4,5 und 0,5 MPa Sauerstoffdruck. LM = nach Inkubation mit Laccase und
Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion;, LM-P = nach Inkubation und
Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahr-
weisen ohne Laccase und Mediator

Behandlung Laccase HBT Laccase von
[-] [U/g] [%] T. villosa M. thermophila T. versicolor
Referenz 0 0 30,4 30,4 30,4
LM 1000 1 31,2 30,6 30,7
Referenz-E 0 0 31,4 31,4 31,4
LM-E 1000 1 30,9 30,7 30,4
Referenz-P 1 0 30,9 30,9 30,9
LM-P 1000 1 29,2 31,3 30,6

Die Veradnderung des WeiBgrades nach Inkubation, alkalischer Extraktion und
Peroxidbleiche zeigt unabhangig von den Inkubationsbedingungen und des verwen-
deten Laccase-Préparates das gleiche Muster. Ausgehend vom WeiBgrad nach
Inkubation fUhrt die alkalische Extraktion zu einer deutlichen Wei3gradabnahme. Die
Peroxidbleiche erzielt Weil3grade, die etwas Uber dem ReferenzweiBBgrad liegen
(Abb. 4.3.9). So nimmt z.B. der WeiBgrad der bei pH 7 und Luftatmosphéare
inkubierten Referenzprobe von 68,5% ISO bei Durchfiihrung der alkalischen
Referenz auf 57,1% ISO ab, was auf den Effekt der alkaliinduzierten Vergilbung
zuriickzufuhren ist. Die Peroxidbleiche erzielt dagegen WeiBgrade, die mit 71,1%
ISO etwas Uber dem AusgangsweiBBgrad liegen. (Ein wesentlicher Bleicheffekt ist
auch nicht zu erwarten, da es sich beim Ausgangsmaterial ja um einen bereits
ligninerhaltend gebleichten Holzschliff handelt.)

Die Laccase-Mediator-Behandlung fihrt nach Abschluss der Inkubationsphase zu
einem deutlichen WeiBgradabfall. Beispielsweise sinkt bei Verwendung von T.
villosa-Laccase und HBT der WeiBgrad bei Optimalbedingungen von 70% ISO auf
47,3% ISO, bei suboptimalen Bedingungen von 67,2% ISO auf 58,9% ISO und bei
Deinkingbedingungen von 68,5% ISO auf 58,2% ISO. Nach Durchflihrung der alkali-
schen Extraktion liegen die WeiBgrade der enzymatisch behandelten Proben eben-
falls deutlich unter den Referenzwerten. So liegt bei Einsatz von T. villosa-Laccase
der WeiBgrad der LMS-behandelten Probe bei Optimalbedingungen mit 37,7% 1SO
um 9,7% ISO, bei suboptimalen Bedingungen mit 52,2% ISO um 10,2% ISO und bei
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Deinkingbedingungen mit 51,4% ISO um 5,7% ISO niedriger als der entsprechende
Referenzwert. Auch mit Hilfe der Peroxidbleiche ist kein WeiBegewinn flr die mit
Laccase und Mediator behandelten Proben erzielbar. Die WeiBgradeinbuBen fallen
im Vergleich zur enzym- und mediatorfreien Referenz lediglich am niedrigsten aus.
Entsprechend sind im Fall von T. villosa-Laccase die WeiBgrade bei Optimal-
bedingungen mit 66,6% ISO um 6,4% ISO, bei suboptimalen Bedingungen mit 67,2
% ISO um 1,6% ISO und mit 66,0% ISO bei Deinkingbedingungen um 5,1% ISO
niedriger als der entsprechende Referenzwert. Diese WeiBBgradeinbuBen infolge der
Behandlung mit Laccase und Mediator kénnen auch bei Verwendung von M.
thermophila- und T. versicolor-Laccase beobachtet werden. Lediglich im Fall der T.
versicolor-Laccase kommt es bei pH 7 und Luftatmosphare zu einer Abweichung
dieses Trends. Hier Ubertrifft der WeiBgrad der enzymatischen Variante nach Durch-
fihrung der alkalischen Extraktion den Wert der enzymfreien Probe geringfligig um
1,5% 1SO. Jedoch dreht sich dieser Trend bei den peroxidgebleichten Proben wieder
um, so dass es sich beim Ergebnis nach alkalischer Extraktion vermutlich um einen
AusreiB3er handelt.

Die Farbkennzahlen L*, a*, b* und der Gelbwert zeigen wieder eine dem WeiBgrad
entsprechende Entwicklung. Nimmt der WeiBgrad ab, so sinkt die Helligkeit L*
ebenfalls, die Farbkennzahlen steigen in Richtung Rot und Gelb und die Vergilbung
nimmt zu (Tab 4.3.7). Wie bei den Versuchen zuvor, kommt es daher mit dem
Laccase- und Mediator-bedingten WeiBgradabfall zur Intensivierung der Vergilbung,
die auch bei Deinkingbedingungen deutlich ausgepréagt ist. Zum Beispiel liegen bei
Verwendung von T. villosa-Laccase bei pH 7 und Luftatmosphéare die Gelbwerte der
enzymatischen Varianten nach Inkubation immer noch um 4,3, nach alkalischer
Extraktion um 3,2 und nach Peroxidbleiche um 3,9 Einheiten héher als der ent-
sprechende Referenzwert. Noch gréBere Unterschiede liegen bei Durchfihrung der
Inkubationsphase unter Optimalbedingungen vor. Die Intensitat des Vergilbungs-
effektes geht also mit steigendem pH-Wert zurtick. Ein vergleichbares Ergebnis wird
bei Einsatz von M. thermophila-Laccase erzielt. Auch die Ergebnisse mit T. versicolor
stimmen mit diesem Ergebnis Uberein, jedoch ist der Vergilbungstrend bei Durch-
fihrung der Inkubationsphase bei Deinkingbedingungen schwéacher ausgepragt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Laccase-Mediator-System bei ligninreichen
Stoffen auch bei neutralem pH-Wert zu intensiven Beeintrachtigungen der optischen
Eigenschaften fihren kann. Diese kénnen selbst nach einer Peroxidbleiche bestehen
bleiben. Vergleicht man dieses Resultat mit den Ergebnissen, die mit dem Nadelholz-
Sulfatzellstoff erzielt werden, kommt man zum Schluss, dass eine LMS-Anwendung
erst dann zu einem erfolgreichen Bleichergebnis fihrt, wenn an die Inkubationsphase
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eine ausreichend intensive Delignifizierung folgt, die das enzymatisch modifizierte
Lignin aus dem Faserverbund I6sen kann.
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Abb. 4.3.9: Einfluss verschiedener pH-Werte wihrend der Inkubationsphase einer Laccase-
Mediator-Behandlung auf die WeiBgradentwicklung eines ligninerhaltend gebleichten Holz-
schiliffs. Inkubationsbedingungen: pH 4,5 und 7; Sauerstoffdruck: 0,5 MPa und Luftatmo-
sphére; HBT: 1%, Aktivitdt: 1000 U/g (T. villosa- und M. thermophila-Laccase) bzw. 15 U/g
(T. versicolor-Laccase). LM = nach Inkubation mit Laccase und Mediator; LM-E = nach
Inkubation und alkalischer Extraktion;, LM-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz,
Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase und
Mediator
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Tab. 4.3.7: L™, a*-, b*- und Gelbwerte eines ligninerhaltend gebleichten Holzschliffs nach
LMS-Behandlung. Variiert werden in der Inkubationsphase die eingesetzten Laccase-
Préparate, die pH-Werte und die Sauerstoffversorgung. LM = nach Inkubation mit Laccase
und Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion; LM-P = nach Inkubation
und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden
Fahrweisen ohne Laccase und Mediator

Behandlung Aktivitat HBT pH? 0.° L* a* b* Gelbwert
[] [U/g] [%] [] [MPa] [-] [-] [] [-]
bei Verwendung von T. villosa-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 93,11 -0,32 12,08 22,0
LM 1000 1 4,5 0,5 82,92 4,30 16,04 35,5
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 88,13 -1,20 26,01 45,3
LM-E 1000 1 4,5 0,5 81,71 1,77 26,06 50,4
Referenz-P 0 0 45 0,5 94,12 -1,30 11,40 20,0
LM-P 1000 1 4,5 0,5 92,61 -0,99 14,40 25,6
Referenz 0 0 7 0,5 91,97 0,07 12,49 23,3
LM 1000 1 7 0,5 88,52 1,44 14,03 27,8
Referenz-E 0 0 7 0,5 88,90 0,13 16,78 314
LM-E 1000 1 7 0,5 86,59 1,19 17,68 34,4
Referenz-P 0 0 7 0,5 93,07 -0,69 13,20 23,7
LM-P 1000 1 7 0,5 92,84 -0,58 14,21 25,6
Referenz 0 0 7 0,1° 92,54 -0,38 12,44 22,7
LM 1000 1 7 0,1 b 87,77 1,65 13,38 27,0
Referenz-E 0 0 7 0,1° 88,86 -0,01 16,77 31,3
LM-E 1000 1 7 0,1° 86,12 1,17 17,66 34,5
Referenz-P 0 0 7 0,1 b 93,51 -1,34 11,99 21,0
LM-P 1000 1 7 0,1° 92,11 -1,24 14,05 24,9
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 93,11 -0,32 12,08 22,0
LM 1000 1 4,5 0,5 84,36 3,35 15,75 33,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 88,13 -1,20 26,01 45,3
LM-E 1000 1 4,5 0,5 83,27 1,25 26,02 49,2
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 94,12 -1,30 11,40 20,0
LM-P 1000 1 4,5 0,5 93,70 -1,23 13,14 23,0
Referenz 0 0 7 0,5 91,97 0,07 12,49 23,3
LM 1000 1 0,5 87,51 1,94 14,52 29,3
Referenz-E 0 0 7 0,5 88,90 0,13 16,78 31,4
LM-E 1000 1 7 0,5 86,57 1,51 17,53 34,5
Referenz-P 0 0 7 0,5 93,07 -0,69 13,20 23,7
LM-P 1000 1 7 0,5 93,43 -0,80 14,27 25,3
Referenz 0 0 7 0,1° 92,54 -0,38 12,44 22,7
LM 1000 1 7 0,1 b 88,04 1,64 13,45 27,1
Referenz-E 0 0 7 0,1° 88,86 -0,01 16,77 31,3
LM-E 1000 1 7 0,1° 87,87 0,81 16,76 32,2
Referenz-P 0 0 7 0,1 b 93,51 -1,34 11,99 21,0
LM-P 1000 1 7 0,1° 93,17 -1,25 13,09 23,0
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Referenz 0 0 4,5 0,5 93,11 -0,32 12,08 22,0
LM 15 2 4,5 0,5 83,40 3,84 15,92 34,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 88,13 -1,20 26,01 45,3
LM-E 15 2 4,5 0,5 82,38 1,44 26,09 49,9
Referenz-P 0 0 45 0,5 94,12 -1,30 11,40 20,0
LM-P 15 2 4,5 0,5 92,88 -1,09 14,15 25,0
Referenz 0 0 7 0,5 91,97 0,07 12,49 23,3
LM 15 2 7 0,5 90,74 0,51 12,83 245
Referenz-E 0 0 7 0,5 88,90 0,13 16,78 31,4
LM-E 15 2 7 0,5 87,85 0,52 17,40 33,1
Referenz-P 0 0 7 0,5 93,07 -0,69 13,20 23,7
LM-P 15 2 7 0,5 93,10 -0,67 13,51 24,2
Referenz 0 0 7 0,1° 92,54 -0,38 12,44 227
LM 15 2 7 0,1b 90,94 0,32 12,29 23,4
Referenz-E 0 0 7 0,1° 88,86 -0,01 16,77 31,3
LM-E 15 2 7 0,1° 89,29 0,05 16,04 30,0
Referenz-P 0 0 7 0,1 b 93,51 -1,34 11,99 21,0
LM-P 15 2 7 0,1b 93,46 -1,28 12,15 21,4

@ wahrend der Inkubationsphase
® 0,1 MPa = Luftatmosphare
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4.3.2.2 Behandlung von TMP mit Laccase und Mediator

Zur Kontrolle der mit Holzschliff erzielten Ergebnisse wird TMP als Substrat gewahit
und mit Laccase und HBT behandelt (vergl. Kap 4.3.2.1). Diese Testreihe bestatigt
die Resultate, die mit Holzschliff beobachtet wurden.

Auch bei TMP bleiben die Ligningehalte (bestimmt als Hydrolysertckstand) unab-
hangig von der enzymatischen und chemischen Behandlung konstant (Tab. 4.3.8).
Mit maximal 28,3% und minimal 26,2% weichen sie im Rahmen der Messgenauigkeit
der Methode nur unwesentlich vom Referenzwert von 27,3% ab.

Tab. 4.3.8: Ligningehalte (als Hydrolyseriickstand) [%] eines ligninerhaltend gebleichten
TMP nach LMS-Behandlung bei Einsatz verschiedener Laccase-Préparate. Inkubiert wurde
bei pH 4,5 und 0,5 MPa Sauerstoffdruck. LM = nach Inkubation mit Laccase und Mediator;
LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion;, LM-P = nach Inkubation und Peroxid-
bleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahrweisen
ohne Laccase

Behandlung Laccase HBT Laccase von
[-] [U/g] [%] T. villosa M. thermophila T. versicolor
Referenz 0 0 27,3 27,3 27,3
LM 1000 1 28,1 28,3 28,0
Referenz-E 0 0 27,7 27,7 27,7
LM-E 1000 1 28,0 27,8 26,9
Referenz-P 1 0 27,0 27,0 27,0
LM-P 1000 1 27,4 27,6 26,2

Die WeiBgrade nach Inkubation, alkalischer Extraktion und Peroxidbleiche (Abb.
4.3.10, Tab. 4.3.9) spiegeln die Ergebnisse des Versuchs mit Holzschliff wider. In-
folge der Inkubation mit Laccase und Mediator fallt der WeiBgrad verglichen mit den
entsprechenden Referenzwerten bei Optimalbedingungen (pH 4,5 und 0,5 MPa O,)
je nach Laccasepraparat um 17% ISO bis 25,5% ISO niedriger aus. Unter Deinking-
bedingungen liegt der WeiBgradabfall immer noch um 3,7% ISO bis 10,4% ISO unter
dem Referenzwert. Auch nach Durchfihrung der alkalischen Extraktion erreichen die
WeiBgrade der inkubierten Proben bei Optimalbedingungen mit 14,1% ISO bis 9%
ISO ein niedrigeres Niveau. Bei Deinkingbedingungen sind die Unterschiede mit
1,7% ISO bis 3,8% ISO geringer, was auf eine verminderte Wirksamkeit des LMS
unter diesen Bedingungen zurlickzufihren ist. Auch nach der Peroxidbleiche liegen
die WeiBBgrade der bei pH 4,5 und 0,5 MPa O, enzymatisch inkubierten Proben
deutlich um 4,2% ISO bis 10,1% ISO, bei Deinkingbedingungen noch um 1,5% ISO
bzw. 2,2% ISO unter dem entsprechenden Referenzwert. Eine Ausnahme bildet der
Bleichversuch der mit T. versicolor bei neutralem pH-Wert und Luftatmosphére
inkubierten Probe. Sie erreicht mit 65,4% ISO das WeiBgradniveau der Referenz. Mit
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dem Laccase- und Mediator-bedingten WeiBgradabfall sinkt wieder die Helligkeit L.
Gleichzeitig verschieben sich die Farbwerte a* und b* in den roten und gelben
Bereich (Tab. 4.3.9).

Bei keiner mit Laccase und Mediator behandelten Probe werden also Werte
gemessen, die besser abschneiden als die Werte der Laccase- und Mediator-freien
Referenz. Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten, die mit Holzschliff erzielt
werden, Uberein. Wesentlich ist, dass die Priméarfaserstoffe Holzschliff und TMP auch
nach Durchfihrung der Peroxidbleiche eine WeiBgrad- und Verfarbungsentwicklung
vorweisen, die den negativen Ergebnissen gleicht, die mit dem DIP-Stoff nach
Peroxidbleiche (Kap. 4.2.4) erzielt werden.
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Abb. 4.3.10: Einfluss verschiedener Inkubationsbedingungen einer Laccase-Mediator-
Behandlung auf die WeiBgradentwicklung eines ligninerhaltend gebleichten TMP.
Inkubationsbedingungen: pH 4,5 und 7; Sauerstoffdruck: 0,5 MPa und Luftatmosphére; HBT:

1%, Aktivitat: 1000 U/g (T. villosa- und M. thermophila-Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-
Laccase). LM = nach Inkubation mit Laccase und Mediator; LM-E = nach Inkubation und
alkalischer Extraktion; LM-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E
und Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase
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Tab. 4.3.9: L*, a*-, b*- und Gelbwerte eines ligninerhaltend gebleichten TMP nach LMS-Be-
handlung. Variiert wurden in der Inkubationsphase die eingesetzten Laccase-Prédparate, die
pH-Werte und die Sauerstoffversorgung. LM = nach Inkubation mit Laccase und Mediator;
LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion; LM-P = nach Inkubation und Peroxid-
bleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahrweisen
ohne Laccase

Behandlung Aktivitat HBT pH? 0* L* a* b* Gelbwert
[] [Urg] [%] [] [MPa] [] [] [] []
bei Verwendung von T. villosa-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 92,31 -0,14 14,64 26,7
LM 1000 1 4,5 0,5 83,72 3,50 15,94 34,3
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 89,11 0,18 18,22 33,8
LM-E 1000 1 4,5 0,5 84,44 1,78 19,31 38,4
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 94,35 -1,26 13,75 23,9
LM-P 1000 1 4,5 0,5 91,67 -0,61 18,28 32,5
Referenz 0 0 7 0,1° 92,13 -0,12 14,89 27,2
LM 1000 1 0,1° 86,88 1,69 14,89 30,0
Referenz-E 0 0 7 0,1° 89,07 -0,18 19,87 36,2
LM-E 1000 1 7 0,1° 86,77 1,05 19,53 37,3
Referenz-P 0 0 7 0,1° 92,69 -1,06 15,83 27,9
LM-P 1000 1 7 0,1° 91,96 -0,82 16,61 29,5
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 92,31 -0,14 14,64 26,7
LM 1000 1 4,5 0,5 81,74 4,04 17,34 37,9
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 89,11 0,18 18,22 33,8
LM-E 1000 1 4,5 0,5 82,99 2,38 19,78 40,2
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 94,35 -1,26 13,75 23,9
LM-P 1000 1 4,5 0,5 93,47 -1,11 15,94 27,8
Referenz 0 0 7 0,1° 92,13 -0,12 14,89 27,2
LM 1000 1 7 0,1° 86,80 1,79 15,18 30,6
Referenz-E 0 0 7 0,1° 89,07 -0,18 19,87 36,2
LM-E 1000 1 7 0,1° 86,90 1,07 19,49 37,3
Referenz-P 0 0 7 0,1° 92,69 -1,06 15,83 27,9
LM-P 1000 1 7 0,1° 92,29 -0,96 16,50 29,2
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Referenz 0 0 4,5 0,5 92,31 -0,14 14,64 26,7
LM 15 2 4,5 0,5 79,31 5,11 18,16 41,3
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 89,11 0,18 18,22 33,8
LM-E 15 2 4,5 0,5 81,75 2,82 20,36 42,0
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 94,35 -1,26 13,75 23,9
LM-P 15 2 4,5 0,5 93,12 -1,03 16,46 28,9
Referenz 0 0 7 0,1° 91,99 -0,08 14,68 26,9
LM 15 2 0,1° 89,92 0,53 14,41 274
Referenz-E 0 0 7 0,1° 89,07 -0,18 19,87 36,2
LM-E 15 2 7 0,1° 88,06 0,26 19,76 36,7
Referenz-P 0 0 7 0,1° 92,69 -1,06 15,83 27,9
LM-P 15 2 7 0,1° 92,72 -1,01 15,77 27,8

@ wahrend der Inkubationsphase
® 0,1 MPa = Luftatmosphare
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4.3.2.3 Behandlung von Holzschliff mit Laccase ohne Mediator

In einer weiteren Versuchsreihe wird der Effekt einer Inkubation des Holzschliffs mit
Laccase ohne Mediator auf WeiBgrad, Farbort und Gelbwert untersucht. Auf die
aufwendige Ligningehaltsbestimmung wird verzichtet, da bereits bei den LMS-
behandelten Proben (Kap. 4.3.2.1) keine Anderung im Ligningehalt beobachtet
werden kann.

Unabhangig von pH-Wert und Sauerstoffversorgung erzielt die Behandlung mit
Laccase nach Inkubation, alkalischer Extraktion und Peroxidbleiche wie bei den Ver-
suchen mit dem LMS keinen Vorteil (Abb. 4.3.11). Die WeiBgrade der enzymfreien
Varianten liegen Uber dem WeiBgrad der laccasebehandelten Proben. Beispiels-
weise féallt bei Deinkingbedingungen (pH 7 und Luftatmosphére) der WeiBgrad der
enzymatisch behandelten Probe auf 59,2% ISO ab und liegt damit um 8,5% ISO
niedriger als der Referenzwert von 67,7% ISO. Nach Durchfihrung der alkalischen
Extraktion ist der WeiBBgrad der enzymatisch behandelten Variante immer noch um
2,8% ISO niedriger als der entsprechende Referenzwert von 56% ISO. Und auch
nach Durchfihrung der Peroxidbleiche buBt der Weil3grad der mit Laccase behandel-
ten Probe im Vergleich zum Referenzwert von 70,1% ISO noch 1,9% ISO WeiBe ein.

WeiBgrad [% ISQO]

0,5 MPa O2 Luftatmosphére
pH 4,5 pH 4,5 pH 7 pH 7

\l Referenz O L B Referenz E O L-E & Referenz-P L-P\

Abb. 4.3.11: Einfluss unterschiedlicher Inkubationsbedingungen bei einer Behandlung von
gebleichtem Holzschliff mit T. villosa-Laccase auf die Entwicklung der WeiBgrade. L = nach
Inkubation mit Laccase; L-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion; L-P = nach Inku-
bation und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechen-
den Fahrweisen ohne Laccase und Mediator

Die Helligkeiten L*, die Farbwerte a* und b* sowie die Gelbwerte fallen wie bei den
Versuchen mit dem LMS in Kap. 4.3.2.1 flr die mit Laccase behandelten Proben im
Vergleich zu den enzymfreien Referenzwerten wieder unglnstiger aus (Tab. 4.3.10).
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So liegt beispielsweise die Helligkeit L* der bei Deinkingbedingungen (pH 7 und
Luftatmosphare) mit Laccase behandelten Probe nach Abschluss der Inkubations-
phase verglichen mit dem L* des Referenzwertes von 92,35 nur bei 88,21. Genauso
ergeben sich nach alkalischer Extraktion fir die Laccase-behandelte Probe mit L* =
86,95 und nach Peroxidbleiche mit L* = 92,76 niedrigere Werte. Die entsprechenden
Referenzwerte betragen 88,42 bzw. 93,36.

Die Farbwerte a* und b* zeigen wieder eine Verschiebung in den roten und gelben
Farbbereich, so dass der Gelbwert entsprechend ansteigt. Beispielsweise steigt der
Farbwert a* nach Abschluss der Inkubationsphase bei Deinking-Bedingungen ausge-
hend von -0,39 der enzymfreien Referenz auf 1,76. Nach Durchfihrung der alka-
lischen Extraktion Ubertrifft die laccasebehandelte Variante mit a* = 0,85 den
Referenzwert von 0,07 und auch im Fall der Peroxidbleiche nimmt der Farbwert a*
von -1,37 auf -1,21 zu. Parallel dazu steigen auch die Farbwerte b* an. Sie betragen
nach Inkubation mit Laccase 13,11, nach alkalischer Extraktion 17,26, nach
Peroxidbleiche 13,19 und Ubertreffen die entsprechenden Referenzwerte von 12,80,
17,05 sowie 12,61. Als Konsequenz Ubertreffen die Gelbwerte der enzymatisch
behandelten Proben die Werte der laccasefreien Referenzen. So liegt nach der
Inkubation der Gelbwert mit 26,5 um 3,1, nach der alkalischen Extraktion mit 33,3 um
1,4 und nach der Peroxidbleiche mit 23,3 um 1,2 Einheiten Uber dem
entsprechenden Vergleichswert.
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Tab. 4.3.10: Ligninerhaltend gebleichter Holzschliff nach T. villosa-Laccase-Behandlung (L)
im Bleichautoklaven bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck bzw. im offenen Temperiergefd3 bei
Luftatmosphdre bei pH-Werten von 4,5 und 7 sowie nach anschlieBender alkalischer
Extraktion (E) bzw. Peroxidbleiche (P). L = nach Inkubation mit Laccase; L-E = nach
Inkubation und alkalischer Extraktion; L-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz,
Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase

Behandlung Aktivitat pH? 0s° L* a* b* Gelbwert
[] [U/g] [1 [MPq] [-] [] [] [-]

Referenz 0 45 0,5 92,11 -0,13 12,85 23,7
L 1000 45 0,5 88,77 1,86 13,20 26,7
Referenz E 0 45 0,5 88,25 0,43 16,32 31,0
L-E 1000 45 0,5 86,31 1,27 16,98 33,4
Referenz-P 0 45 0,5 93,34 -1,58 12,43 21,6
L-P 1000 45 0,5 93,19 -1,51 13,04 22,7
Referenz 0 45 0,1° 92,98 -0,36 12,30 22,4
L 1000 45 0,1b 90,43 1,29 12,60 24,8
Referenz-E 0 45 0,1b 89,23 -0,06 16,26 30,3
L-E 1000 45 0,1b 88,26 0,46 16,39 31,2
Referenz-P 0 45 0,1b 93,24 -1,27 12,31 21,7
L-P 1000 4.5 0,1b 93,31 -1,22 12,74 22,4
Referenz 0 7 0,5 91,63 0,13 12,63 23,6
L 1000 7 0,5 87,41 2,18 13,25 27,3
Referenz-E 0 7 0,5 87,44 0,59 17,38 33,2
L-E 1000 7 0,5 85,52 1,75 17,41 34,8
Referenz-P 0 7 0,5 92,30 -1,31 13,36 23,6
L-P 1000 7 0,5 92,49 -1,27 13,65 241
Referenz 0 7 0,1° 92,35 -0,39 12,80 23,4
L 1000 7 0,1b 88,21 1,76 13,11 26,5
Referenz-E 0 7 0,1b 88,42 0,07 17,05 31,9
L-E 1000 7 0,1b 86,95 0,85 17,26 33,3
Referenz-P 0 7 0,1b 93,36 -1,37 12,61 221
L-P 1000 7 0,1b 92,76 -1,21 13,19 23,3

@ wahrend der Inkubationsphase

® 0,1 MPa = Luftatmosphare
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4.3.2.4 Behandlung von TMP mit Laccase ohne Mediator

Die mit TMP durchgefihrten Versuche mit Laccase ohne Mediator bestétigen die

nachteiligen Ergebnisse, die in Kap. 4.3.2.3 mit Holzschliff und Laccase erzielt wer-
den.

Auch hier wird der WeiBgrad mit dem Einsatz von Laccase abgesenkt (Abb. 4.3.12).
Nach alkalischer Extraktion bzw. nach Peroxidbleiche schneiden die WeiBgrade der
enzymatisch behandelten Proben weiterhin schlechter ab als die entsprechenden
Referenzwerte. Beispielsweise betragt der WeiBgrad der mit Laccase bei
Deinkingbedingungen behandelten Probe nach Inkubation im Vergleich zum
WeiBgrad der enzymfreien Referenz von 65,4% ISO nur 57,0% ISO. Nach
Durchfihrung der alkalischen Extraktion liegt der WeiBgrad mit 49,8% I1SO um 4%
ISO unter dem entsprechenden Referenzwert. Auch nach der Peroxidbleiche ist der
WeiBgrad des mit Laccase behandelten Stoffes mit 60,5% ISO noch um 1,2% ISO
niedriger.

WeiBgrad [% ISO]

5Bar O2 Luftatmosphére
pH 4,5 pH 4,5 pH7 pH7
\l Referenz OL W Referenz -E O L-E & Referenz -P L-P\

Abb. 4.3.12: Einfluss unterschiedlicher Inkubationsbedingungen bei einer Behandlung von
gebleichtem TMP mit T. villosa-Laccase auf die Entwicklung der WeiBgrade. L = nach Inku-
bation mit Laccase; L-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion; L-P = nach Inkubation
und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden
Fahrweisen ohne Laccase

Unabhéngig von pH-Wert, Sauerstoffversorgung und der Behandlungsstufe
(Inkubation, alkalische Extraktion bzw. Peroxidbleiche) wird die Helligkeit L* durch
den Laccase-Einsatz wieder unter das Niveau der Referenz abgesenkt (Tab 4.3.11).
So betragt z.B. bei Vorliegen von Deinkingbedingungen L* nach Inkubation mit
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Laccase 87,70 statt 92,26, nach alkalischer Extraktion 86,33 statt 88,65 und nach
Peroxidbleiche 91,10 statt 91,34.

Gleichzeitig kommt es wieder mit der Zugabe von Laccase zu einem Anstieg der
Farbwerte a* und b* und damit zu einer Intensivierung des Gelbwertes, die wiederum
nach alkalischer Extraktion bzw. Peroxidbleiche erhalten bleiben.

Beispielsweise Ubertrifft bei Vorliegen von Deinkingbedingungen wahrend der Inku-
bationsphase der Farbwert a* der Laccase-behandelten Probe von 1,51 den Refe-
renzwert von -0,11. Nach Durchfiihrung der alkalischen Extraktion liegt er mit 1,28 in
vergleichbarem MaBe Uber dem Wert der enzymfreien Fahrweise von 0,08. Nach
Durchfthrung der Peroxidbleiche sind zwar die Unterschiede geringer, trotzdem wird
der Farbwert a* der Referenz (-0,78) von der Laccase-behandelten Probe mit -0,57
immer noch Ubertroffen.

Auch die Farbwerte b* flr die Laccase-behandelten Proben liegen weitgehend Uber
den Werten der entsprechenden Referenzen. In drei Féllen ist dies in Tab. 4.3.11
jedoch umgekehrt. Und zwar nach Abschluss der Inkubationsphase bei Deinking-
Bedingungen, hier liegt der Farbwert b* mit 14,47 niedriger als der Referenzwert von
14,79 und nach Abschluss der alkalischen Extraktion bei suboptimalen und
Deinkingbedingungen. Bei pH 4,5 und Luftatmosphéare betragt der Farbwert b* nur
18,72 und der Referenzwert 18,92. Bei pH 7 und Luftatmosphére liegt er mit 19,86
nur knapp unterhalb des Referenzwertes von 19,94. In allen anderen Fallen liegt der
Farbwert b* der Laccase-behandelten Proben Uber dem Wert der enzymfreien
Behandlungen.

Auf Grund der bei Anwendung von Laccase alleine im Vergleich zum LMS viel
deutlicher hervortretenden Verschiebung des Farbwertes a* in den roten Bereich
(vergl. auch Kap. 4.3.1.3 und 4.3.1.4) fuhrt die enzymatische Behandlung in allen
Fallen zu einem Anstieg des Gelbwertes. Bei pH 7 und Luftatmosphére Ubertrifft
beispielsweise der Gelbwert der Laccase-behandelten Probe mit 28,9 nach
Inkubation den Gelbwert der Referenz um 1,9, nach alkalischer Extraktion mit 38,2
um 1,6 und nach Peroxidbleiche mit 31,5 um 1,5 Einheiten.
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Tab. 4.3.11: Ligninerhaltend gebleichter TMP nach T. villosa-Laccase-Behandlung (L) im
Bleichautoklaven bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck bzw. im offenen Temperiergefdl3 bei
Luftatmosphdére bei pH-Werten von 4,5 und 7 sowie nach anschlieBender alkalischer Extrak-
tion (E) bzw. Peroxidbleiche (P). L = nach Inkubation mit Laccase; L-E = nach Inkubation und
alkalischer Extraktion; L-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und
Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase

Behandlung Aktivitat pH? 0o7° L a* b* Gelbwert
[-] [U/g] [1 [MPa] [] [-] [] []

Referenz 0 45 0,5 92,49 -0,14 14,63 26,6
L 1000 45 0,5 88,44 1,83 14,97 29,8
Referenz -E 0 45 0,5 88,94 0,13 18,99 35,0
L-E 1000 45 0,5 86,73 1,17 19,00 36,6
Referenz -P 0 45 0,5 93,64 -1,25 15,24 26,6
L-P 1000 45 0,5 92,14 -0,83 16,58 29,5
Referenz 0 45 0,1° 92,45 -0,11 14,65 26,7
L 1000 45 0,1b 89,42 1,41 14,87 29,1
Referenz -E 0 45 0,1b 89,02 0,17 18,92 34,9
L-E 1000 45 0,1b 87,31 0,95 18,72 35,8
Referenz -P 0 45 0,1b 93,70 -1,18 15,11 26,4
L-P 1000 4.5 0,1b 92,97 -0,98 15,83 27,9
Referenz 0 7 0,5 91,79 0,05 14,61 26,9
L 1000 7 0,5 86,88 2,18 14,99 30,6
Referenz -E 0 7 0,5 88,29 0,33 19,52 36,3
L-E 1000 7 0,5 85,40 1,81 19,62 38,6
Referenz -P 0 7 0,5 90,62 -0,37 17,32 31,4
L-P 1000 7 0,5 90,18 -0,08 17,91 32,7
Referenz 0 7 0,1° 92,26 -0,11 14,79 27,0
L 1000 7 0,1b 87,70 1,51 14,47 28,9
Referenz -E 0 7 0,1b 88,65 0,08 19,94 36,6
L-E 1000 7 0,1b 86,33 1,28 19,86 38,2
Referenz -P 0 7 0,1b 91,34 -0,78 16,79 30,0
L-P 1000 7 0,1b 91,10 -0,57 17,52 31,5

4.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Versuchen mit Primarfaser-
stoffen

Die Versuchsreinen mit den Primarfaserstoffen zeigen, dass der ligninarme,
sauerstoffvorgebleichte Nadelholzsulfatzellstoff erfolgreich enzymatisch delignifiziert
und gebleicht werden kann, dass aber die ligninreichen Stoffe Holzschiff und TMP im
Ligningehalt konstant bleiben, verdunkeln, vergrauen und diese Verfarbungen auch
nach einer Peroxidbleiche nicht ausgleichbar sind. Vergleicht man dieses Resultat
mit den Ergebnissen, die mit dem Nadelholzsulfatzellstoff erzielt werden, kommt man
zum Schluss, dass eine Laccase- bzw. LMS-Anwendung erst dann zu hdéheren
WeiBBgraden und Farbortverbesserungen fihrt, wenn an die Inkubationsphase eine
ausreichend intensive Delignifizierung folgt, die das enzymatisch modifizierte Lignin
aus dem Faserverbund l6sen kann.

@ wahrend der Inkubationsphase
® 0,1 MPa = Luftatmosphare
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4.4 AbschlieBende Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob das oxidative Potenzial des Enzyms
Laccase - alleine oder in Verbindung mit einem Mediator - nutzbringend flr das
Flotationsdeinking deutscher Haushaltssammelware unter den praxisnahen Bedin-
gungen eines neutralen Deinkingverfahrens eingesetzt werden kann.

Fir eine positive Beantwortung dieser Frage ist es notwendig, nach der Inkubation
des Deinkstoffes mit Laccase oder Laccase und Mediator eine Reduktion der
Schmutzpunktflachen nach Flotation nachweisen zu kénnen.

Die Interpretation der mit der Modellmischung fir Haushaltssammelware (AP)
erhaltenen Ergebnisse zur Entwicklung der Schmutzpunkflachen nach Flotation
erweist sich dabei als schwierig (vergl. Kap. 4.2.1 ff.). Es zeigt sich namlich, dass
zwar mit steigendem Einsatz von Laccase und Mediator eine Reduktion der
Schmutzpunktflachen mdglich scheint, doch geht gleichzeitig mit diesem Ergebnis
ein deutlicher Abfall des WeiBgrades einher. Da die Schmutzpunktauswertung mit
Hilfe eines DOT-Counters durchgefihrt wird, kann die Abnahme der Schmutzpunkt-
flachen nicht als signifikant gewertet werden. Der Grund dafir liegt in der Mess-
technik des DOT-Counters. Das Gerat arbeitet abhangig vom Kontrast. Deswegen
kdnnen Schmutzpunkte nur dann detektiert werden, wenn der Unterschied zwischen
hellem Hintergrund und dunkler Schmutzpunktfarbe gro3 genug ist. Mit Absinken des
WeiBgrades der Prifpapiere vermindert sich jedoch der Kontrast, so dass zwangs-
laufig weniger Schmutzpunkte erkannt werden kdnnen.

Um dieses Problem zu umgehen, wird in weiteren Versuchsreihen mit DIP gearbeitet
(vergl. Kap. 4.2.2 ff.). Vorztige und Nachteile dieses Stoffes werden bereits in Kapitel
4.2.2 diskutiert und sollen deshalb hier nicht mehr Gegenstand der Uberlegungen
sein. Der bereits vorflotierte DIP ist deutlich heller, so dass auch aus den mit
Laccase und Mediator HBT behandelten Proben nach erfolgter Flotation hellere
Prifpapiere erzeugt werden kdnnen. Zwar fallen bei steigender Laccase- und
Mediator-Dosierung auch hier die WeiBgrade ab, doch bleiben die
Schmutzpunktflachen auf gleichem Niveau bzw. zeigen keinen signifikanten Abfall,
aus dem auf eine Reduzierung der Schmutzpunktflachen riickgeschlossen werden
konnte. Als ,signifikant® wird in der Praxis dann ein Unterschied zwischen den
Messwerten eines DOT-Counters angesehen, wenn der Unterschied zwischen zwei
Messwerten mehr als 20 Prozent betragt (GEHR, V. (2001): Mdl. Mitt.). Das
Verfahren ist also relativ ungenau.
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Auf Grund des sehr engen zeitlichen Rahmens des Projektes, innerhalb dessen
diese Arbeit entstand, war es nicht mdéglich, fir die Werte der meisten Messreihen
Mehrfachbestimmungen anzufertigen, weshalb die Messreihen zwischen den Einzel-
werten zum Teil eine gréBere Schwankungsbreite besitzen. Trotz dieser Schwierig-
keiten kann gezeigt werden, dass die Laccasen bzw. das Laccase-Mediator-System
zu keiner signifikanten Schmutzpunkterniedrigung fihren. Damit ist dieses System
fir die Verbesserung des Flotationsverfahrens in Hinblick auf eine verbesserte
Druckfarbenentfernung flr holzhaltige Sammelware, wie sie in Deutschland vorge-
funden wird, uninteressant.

Nicht erwartet wurde der starke Abfall des Weil3grades, der mit dem steigenden
Laccase- und Mediatoreinsatz einhergeht, da dieses Problem bei der LMS-
unterstitzten Bleiche von Zellstoffen kaum thematisiert wird (z.B. bei POPPIUS-
LEVLIN et al., 1997 b, vergl. Kap. 2.4.3.1).

Zunachst wurde daran gedacht, dass der WeiBgradabfall mit einem Aufziehen
feindispergierter Druckfarbenteilchen in Zusammenhang stehen kdnnte. Der Prozess
der Druckfarbenentfernung besteht bekanntlich aus den Prozessschritten Druck-
farbenabldsung, also der Abtrennung von Druckfarbenpartikeln von der Papierfaser,
sowie aus dem Prozessschritt Druckfarbenaustrag. Der Austrag mit Hilfe des
Flotationsverfahrens kann nur gelingen, wenn wahrend der Druckfarbenablésung
Druckfarbenpartikel entstehen, deren GrdéBe sich im Wesentlichen im flotierbaren
Bereich von ca. 5 bis 250 um Durchmesser befindet (vergl. Kap. 2.1.2.1). Diese
Frage fuhrt zur Einfuhrung der Hyperwasche (vergl. Kap. 2.1.3). Mit Hilfe dieser
Methode kénnen feindispergierte, nicht flotierbare Druckfarbenpartikel von der Stoff-
suspension abgetrennt werden. Die Ergebnisse zeigen aber, dass feindispergierte
Druckfarbenpartikel nicht als Ursache fur den WeiBgradabfall in Fragen kommen.
Wirden diese vorliegen, massten die Kurven flr die um den Aschegehalt korrigierten
WeiBBgrade nach Hyperwéasche infolge des erhéhten Austrags von Druckfarben mit
steigender Laccase- und Mediatordosierung eine steigende Tendenz besitzen.
Tatséachlich sind aber nach Hyperwasche die Werte der enzymatisch behandelten
Proben niedriger als die der enzymfreien Referenzwerte und die Kurven der um den
Aschegehalt bereinigten WeiBgrade nach Hyperwasche besitzen eine mit steigen-
dem Laccase- und Mediatoreinsatz fallende Tendenz (vergl. Kap. 4.2.2.1 bis 4.2.2.3).

Vor allem die Farbortanalyse der helleren Prifpapiere aus DIP-Stoff (die Prifpapiere
aus Altpapier sind zu dunkel, um deutliche Farbortunterschiede zu erkennen) zeigt,
dass es in Folge der Behandlung mit Laccase und Mediator zu einem Abfall der
Helligkeit L*, zu einem Anstieg der Farbwerte a* und b* sowie einer Erh6hung des
Gelbwertes kommt. Dieser enzymatisch bedingte Effekt weist Parallelen zur licht-
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induzierten Vergilbung von ligninhaltigen Faserstoffen auf (vergl. Kap. 2.2). So
beobachten ROBERT und DANEAULT (1995) Anderungen der optischen Eigen-
schaften von TMP-Proben nach Bestrahlung mit Licht im Wellenbereich von 300 bis
420 nm. WeiBgrad und Helligkeit L* der Faserstoffe sinken. Gleichzeitig steigen die
Farbwerte a* und b* an. Durch die Lichtexposition entstehen am Ligninanteil der
Faserstoffe Phenoxylradikale (HEITNER und SCHMIDT, 1991), aus denen sich
farbige Chinone bilden (LEARY, 1994; HEITNER und SCHMIDT, 1991). Aus diesen
kénnen in anschlieBenden Reaktionen komplexere Chromophore entstehen
(ARGYROPOULOQOS et al., 1995). Aromatische a-Carbonylgruppen beschleunigen
dabei auf Grund ihrer photosensibilisierenden Wirkung die Bildung von
Phenoxylradikalen und das AusmaB der Vergilbung (HEITNER und SCHMIDT,
1991). Beim Angriff von Laccase (ISHIHARA, 1980; LUNDQUIST und
KRISTERSSON, 1985; vergl. Kap. 2.4.1) bzw. des LMS (POPPIUS-LEVLIN et al.,
1997 a; CRESTINI et al., 2001; vergl. Kap. 2.4.2.3 & Kap. 2.4.2.4 ) entstehen am
Lignin ebenfalls Phenoxylradikale und aromatische a-Carbonylgruppen, die in der
Folge fir die Bildung farbiger, chinoider Strukturen verantwortlich sind. Dieses
Phanomen ist auch aus der Lebensmittelchemie bekannt. So wird die Braunfarbung
fermentierter Sojaprodukte auf die Entstehung brauner Pigmente zurlckgefihrt,
deren Vorstufen Chinone sind, die aus der Reaktion laccase&hnlicher Enzyme mit
Phenolen entstehen (LERTSIRI et al., 2003). Damit kénnen die beobachtete
Vergrauung und Vergiloung der Altpapier- und DIP-Proben nach Inkubation mit
Laccase bzw. mit dem LMS auf die Ausbildung farbiger Strukturen aus dem
Ligninanteil der Sekundarfaserstoffe zurtckgefuhrt werden. Die Versuche zur
Inkubation unbedruckten Zeitungsdruckpapiers mit Laccase und HBT (vergl. Kap.
4.2.3) bestéatigen dabei, dass der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Effekt von
der Anwesenheit von Druckfarben unabhangig ist und untermauern diese Hypothese.

In der anwendungsorientierten Literatur zur Bleiche von Zellstoffen mit Hilfe des LMS
werden fast immer nur die Ergebnisse nach einer oder mehreren abschlieBenden
Delignifizierungsstufen diskutiert, wobei es sich bei den Delignifizierungsstufen im
Einzelnen um eine alkalischer Extraktion, Peroxidbleiche, sauerstoffunterstitzte
Peroxidbleiche oder Chlordioxidbleiche handeln kann (vergl. Kap. 2.4.3.1 und darin
zitierte Literatur). Untersuchungen, die auf die Ergebnisse einer Behandlung von
Zellstoffen mit Laccase und Mediator ohne anschlieBende Delignifizierungsstufe
eingehen, kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. So kdnnen POPPIUS-LEVLIN
et al. (1997 b) nach einer Behandlung mit Laccase und Mediator bei einem Teil der
Zellstoffe bereits einen WeiBegewinn erzielen, bei den ligninreicheren ist dagegen
die zuséatzliche Durchfihrung einer alkalischen Extraktion notwendig. Um Klarheit
Uber den bei den eigenen Versuchen beobachteten WeiBeverlust zu erlangen, ist es
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daher unerlasslich, in Anschluss an die Flotation des mit Laccase und Mediator
inkubierten Sekundarfaserstoffes eine Bleichstufe anzuschlieBen. Diese wird -
orientiert an die Praxis des Deinkings - als ligninerhaltende Bleichstufe durchgefihrt.
Dabei zeigt sich, dass die durch Laccase bzw. durch Laccase und Mediator
verursachte Vergrauung und Vergilbung des DIP nicht vollstandig rickgangig zu
machen ist.

Um die Ursachen der auch nach einer Peroxidbleichstufe bleibenden Verfarbungen
bei der Inkubation von Altpapier mit Laccase und dem LMS genauer charakterisieren
zu kdénnen, schlieBen sich Versuche mit definierten Zellstoffen an. Durch die Wahl
eines vorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes, einem typischen Substrat fiir das
LMS und durch die Wahl von ligninerhaltend gebleichtem Holzschliff und TMP als
typischem Bestandteil von Altpapier, soll untersucht werden, wie diese Stoffe auf die
enzymatische Behandlung reagieren und ob es dabei Unterschiede gibt. Dabei
werden die Reaktionsbedingungen wéahrend der Behandlung mit Laccase und
Mediator variiert. Da die typischen Reaktionsbedingungen des LMS (pH-Wert im
sauren Bereich, Inkubationsphase unter erhéhtem Sauerstoffdruck) deutlich von den
Praxisbedingungen des Neutraldeinkings (pH neutral bis schwach alkalisch,
Inkubationsphase bei Luftatmosphare) abweichen, ist es denkbar, dass das
Abweichen von den Optimalbedingungen fur ein Versagen des enzymatischen
Systems verantwortlich sein kdnnte. POTTHAST (1998) und KRUUS und VIIKARI
(2001) zeigen jedoch in ihren Untersuchungen auch, dass es deutliche Unterschiede
beziglich des Reaktionsspekirums von Laccasen verschiedener Bezugsquellen gibt,
was unter anderem mit der Anwesenheit oder dem Fehlen verschiedener Isozyme
zusammenhangt. Da es daher auch denkbar ist, dass die in dieser Arbeit fir die
Deinking-Versuche verwendeten Laccasen von M. thermophila und T. villosa unge-
eignet sind, wird ein weiteres Laccase-Praparat eingesetzt (Laccase von Trametes
versicolor), von dem bekannt ist, dass mit ihm Zellstoffe erfolgreich delignifiziert und
gebleicht werden kénnen (FREUDENREICH et al, 1998). Es werden jedoch mit allen
drei Laccasepraparaten nahezu identische Ergebnisse erhalten (vergl. Kap. 4.3.1.1
und Kap. 4.3.1.2), so dass die Frage der Laccasequelle fir die Erklarung der
unbefriedigenden Ergebnisse bei Deinking und DIP-Stoffbleiche ausscheidet.

Zur Untersuchung der Reaktionsbedingungen werden die Parameter der LMS-
Behandlung des zunéachst untersuchten Nadelholz-Sulfatzellstoffs schrittweise von
den Bedingungen des LMS (pH 4,5; 5 bar Sauerstoffdruck; alkalische Extraktion) an
die Ublichen Konditionen des Neutraldeinkings angepasst (pH 8, Atmospharendruck,
keine Extraktion).
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Bei der schrittweisen Erhéhung des pH-Wertes wahrend der Inkubation zeigt sich,
dass die unter sauren Bedingungen nach Extraktion erhaltenen Kappazahlredu-
zierungen, WeiBgradgewinne und Farbortverbesserungen mit steigendem pH-Wert
nur noch in abgeschwéachter Form zu realisieren sind. Die negative Entwicklung des
WeiBgrades und der Farbeigenschaften nach der Inkubation mit Laccase und
Mediator und deren positive Entwicklung nach Durchfiihrung einer anschlieBenden
Extraktionsstufe machen deutlich, dass ein delignifizierender Schritt nach der enzy-
matischen Behandlung prinzipiell unverzichtbar ist (vergl. Kap. 4.3.1.1 —4.3.1.2.1).

Das LMS-System erweist sich auch bei Anwendung unter Luftatmosphére als
funktionstiichtig (vergl. Kap. 4.3.1.2.2). Erst durch eine nachgeschaltete Extraktion
kdénnen Stoffe erhalten werden, deren Ligninanteile reduziert und bezlglich der Farb-
eigenschaften und WeiBgrade verbessert werden. Die Sauerstoffversorgung hat bei
pH 4,5 einen deutlichen Einfluss auf das zu erreichende Ergebnis, was offensichtlich
an der héheren Aktivitat der Laccasen im sauren Milieu liegt. Hier wird, wie in Kapitel
4.1.2 demonstriert, mit erhéhter Substratumsetzung deutlich mehr Sauerstoff als
Cosubstrat verbraucht. Bei neutralem pH-Wert sind dagegen Substrat- und Sauer-
stoffverbrauch deutlich geringer, so dass kein Stadium erreicht wird, bei dem es zur
Einschrankung der Substratumsetzung in Folge von Sauerstoffmangel kommen
wlrde. Anhand dieser Ergebnisse lasst sich zeigen, dass unter den Bedingungen
des Neutraldeinkings die Bedeutung der Sauerstoffversorgung fir das resultierende
Ergebnis unerheblich ist.

Die Inkubation des Zellstoffes mit Laccase ohne Mediator fUhrt zu Ergebnissen, die
weitestgehend mit den Ergebnissen der Versuche lbereinstimmen, die mit dem LMS
durchgefihrt werden (vergl. Kap. 4.3.1.3). Dass der Einsatz von Laccase alleine zu
vergleichbaren Ergebnissen wie beim Einsatz des LMS fuhren kann, erscheint
zunachst ungewdhnlich, da in der Literatur in der Regel nur von der delignifizieren-
den Wirkung des LMS berichtet wird. Doch kénnen auch ALEKSANDROVA et al.
(2001) und DE CARVALHO et al. (1999) zeigen, dass der Einsatz von Laccase ohne
Mediator zu einer verbesserten Delignifizierung und einer Erhéhung des WeiBBgrades
fihren kann. Um erkennen zu kénnen, ob und wo es Unterschiede zwischen dem
Einsatz von Laccase und dem Einsatz von Laccase und Mediator gibt, werden Zell-
stoffproben parallel mit beiden enzymatischen Systemen inkubiert und anschlieBend
eine Probe alkalisch extrahiert und eine weitere einer Peroxidbleiche unterzogen
(Kap. 4.3.1.4). Dabei zeigt sich, dass der Einsatz von Laccase und Mediator HBT nur
bei saurer Fahrweise nach alkalischer Extraktion bzw. Peroxidbleiche in Verbindung
mit einer intensivierten Delignifizierung zu einem WeiBegewinn, glnstigeren L*-, a*-,
b*-Werten und niedrigeren Gelbwerten flihrt. Unter den Bedingungen des Neutral-
deinkings werden dagegen mit Laccase und dem LMS Ubereinstimmende Ergebnis-
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se erzielt. Das heiBt, dass der Mediator HBT mit steigendem pH-Wert an Wirksam-
keit einbiiBt.

Angesprochen werden muss die Frage, warum in dieser Arbeit ausgerechnet HBT
als Mediator verwendet wird. Von ABTS und Violursaure ist bekannt, dass sie zu
sehr starken Verfarbungen neigen (PAICE et al., 1995 a; BOURBONNAIS und
PAICE, 1996; BOURBONNAIS et al., 1998; NELSON et al., 1998; POTTHAST, 1998;
ROMPP, 1995). AuBerdem hat Violursdure ein starkeres Potenzial, die Laccase zu
inaktivieren (KRUUS und VIIKARI, 2001; LI et al., 1999). Phenothiazine und NHAA
besitzen kein reversibles Redoxverhalten, sondern reagieren in stdéchiometrischen,
stets unwirtschaftlichen Mengen (POTTHAST, 1998). Des Weiteren sind erstere nur
bedingt wasserldslich und bilden letztere toxische Abbauprodukte (FISCHBACH et
al., 1984). Erfahrungen utber die Anwendung von TEMPO und anderen Mediatoren
waren zudem sehr spéarlich vorhanden, dagegen ist HBT einer der am intensivsten
untersuchten Mediatoren, zu dem zahlreiche Veréffentlichungen vorhanden sind. Im
Vergleich zu den anderen Mediatoren scheint er die wenigsten negativen Nachteile
zu besitzen. SchlieBlich erlaubt der zeitliche Rahmen der Arbeit keine weiteren
Versuche mit anderen Mediatoren mehr.

Entscheidend fur die Untersuchungen Uber die Anwendbarkeit des LMS-Systems fir
die Behandlung des sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffs ist, dass das
Potential des Systems in Bezug auf Delignifizierung und WeiBgradverbesserung nur
ausgeschopft werden kann, wenn die Inkubation unter Sauerstoffdruck im schwach
sauren pH-Bereich erfolgt und eine nachfolgende Extraktion durchgefihrt wird.
Dieser Verfahrensschritt fuhrt zu einer Entfernung des angegriffenen Restlignins und
vermag die durch die Ligninmodifizierung erfolgten WeiBBgradreduzierungen mehr als
zu kompensieren.

Vergleicht man die mit dem Zellstoff erzielten Ergebnisse mit den Ergebnissen der
Versuche zur Bleichbarkeit des DIP, so scheint es zunachst widersprtchlich, dass es
bei Verwendung des Zellstoffes bei Einsatz von Laccase und HBT zu einer
Verbesserung der Farbeigenschaften kommt, nicht aber beim DIP. Dabei muss man
jedoch bedenken, dass sich der hier verwendete vorgebleichte Nadelholz-
Sulfatzellstoff und der holzhaltige DIP deutlich im Ligningehalt unterscheiden.

Die in Anschluss an die Versuche mit dem sauerstoffgebleichten Nadelholz-
Sulfatzellstoff durchgefihrten Versuche mit Holzschliff und TMP flhren schlieBlich zu
Ergebnissen, die mit den Versuchen zum Deinking und Bleichen der Sekundarfaser-
stoffe Ubereinstimmen. Bei keinem der Versuche mit Holzschliff oder TMP flhren die
Inkubationsversuche mit Laccase oder dem LMS nach alkalischer Extraktion oder
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Peroxidbleiche zu einer Verbesserung des WeiBgrades oder einer Verbesserung der
Vergilbung. Vielmehr das Gegenteil ist der Fall. Gleichzeitig ist es nicht mdglich, mit
Laccase oder dem LMS eine Reduzierung des Ligningehalts zu erzielen.

Dies lasst vermuten, dass die Anwendung von Laccase und Mediator in Kombination
mit einer Extraktions- bzw. Bleichstufe nur dann einen Bleicheffekt bewirken kann,
wenn eine ausreichend hohe Delignifizierung erzielt wird oder dass ein ausreichend
delignifizierter Stoff Voraussetzung fur eine erfolgreiche Anwendung des LMS mit
geringem bleichtechnischem Folgeaufwand ist.

Diese Vermutung belegen Arbeiten anderer Autoren. POTTHAST (1998) behandelte
Kiefern-Sulfatzellstoffe mit Hilfe des LMS. Bei bis zu zwei Stunden Inkubationszeit
muss das Verfahren, das aus Inkubation mit Laccase und Mediator HBT sowie
anschlieBender Extraktion bestand, dreimal wiederholt werden, um einen WeiB3grad
zu erzielen, der Uber dem Ausgangsweil3grad liegt. Die Ausgangskappazahl von 19,3
wird bereits mit der ersten Behandlung reduziert und betragt nach der dritten
Behandlungsrunde 60 Prozent. CHAKAR und RAGAUSKAS (1999 und 2000)
untersuchen die Wirkung einer einstufigen LMS-Behandlung ligninreicher Nadelholz-
Sulfatzellstoffe (Ausgangskappazahlen 34 bzw. 75) bezlglich Delignifizierung und
WeiBe. Dabei vergleichen sie die Wirkung einer alkalischen Extraktionsstufe (E) mit
durch die Zugabe von Sauerstoff (EO), Wasserstoffperoxid (EP) oder Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid (EOP) modifizierten Extraktionsstufen. Wahrend beim mit
Laccase und HBT behandelten Stoff nach Durchfihrung der E und EO-Stufe kein
WeiBegewinn gegendber dem Ausgangszellstoff erzielt werden kann, wird mit den
peroxidunterstitzten Bleichstufen ein WeiBgradgewinn erzielt. Neben dem Bleich-
effekt des Peroxids ist dieser auf die intensivierte Delignifizierung zurtckzufthren.
DE CARVALHO et al. (1999) behandeln ungeblichenen Eukalyptus-Sulfatzellstoff
(Ausgangskappazahl 15,5) mit Laccase alleine und unterziehen den Zellstoff
anschlieBend einer Chlordioxidbleichsequenz (EDEDED). Nach Abschluss dieser
Behandlung besitzen die Laccase-behandelten Proben im Vergleich zur Referenz die
héheren WeiBgrade, die wiederum mit niedrigeren Kappazahlen einhergehen.

Die im Ergebnisteil dargestellten Resultate fugen sich in dieses Bild ein. Die
Versuche zur Bleiche des sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes flhren
einhergehend mit der erfolgreichen Delignifizierung ebenfalls zu WeiBgraden, die
dber der enzymfreien Referenz liegen. Die enzymunterstitzten Versuche mit den
ligninreichen Primarfaserstoffen Holzschliff und TMP flihren dagegen zur Vergrauung
und Vergilbung, weil eine erfolgreiche Delignifizierung nicht stattfindet.
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Das heif3t fir die Versuche mit AP und DIP: Unter den praxisnahen Bedingungen des
Neutraldeinkings kommt es durch die Behandlung mit Laccase und HBT zu einer
unmittelbaren Modifizierung und Verfarbung des Lignins. Die ligninerhaltende
Peroxidbleiche fuhrt nicht zu einer Reduzierung des Ligningehaltes der holzhaltigen
Faserbestandteile, so dass diese Verfarbungen fortbestehen bleiben. Die im Altpa-
pier enthaltenen ligninfreien bzw. ligninarmen hochgebleichten Zellstofffaseranteile
sind fur den Gesamtbleicheffekt einer an eine Laccase- bzw. Laccase-Mediator-
Behandlung anschieBende Peroxidbleichstufe nicht relevant. Sie besitzen nur wenig
Lignin, so dass durch eine Laccase- bzw. Laccase und Mediator unterstutzte Be-
handlung nur ein geringer Bleicheffekt erzielt werden kann. Eine Verscharfung der
Bleichbedingungen in einem Altpapier aufbereitenden Werk zur Delignifizierung der
holzhaltigen Fasern verbietet sich, weil dies zu unakzeptablen Ausbeuteverlusten
und einer Uberlastung der Abwasserreinigungsanlagen filhren wiirde.

Abgesehen davon, dass mit Laccase und Mediator HBT keine Schmutzpunktredu-
zierung erzielt werden kann, ist damit dieses System, fiir dessen erfolgreiche Bleiche
eine Delignifizierung die Voraussetzung ist, fir die Behandlung holzhaltiger Altpapier-
ware keine geeignete Methode.

Es ist damit aber nicht gesagt, dass Laccase bzw. das LMS grundsatzlich far Altpa-
pier ein ungeeignetes System darstellt. Streng sortenreine, holzfreie Altpapierquali-
taten und mit Laccase- bzw. dem LMS angreifbare Farbsysteme vorausgesetzt,
kénnte dieses System im Sinne von FRANKS (2001) immer noch erfolgversprechend
sein.
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5 Zusammenfassung

Laccasen - in Verbindung mit oder ohne Mediator (einem speziellen Katalysator) -
besitzen im Gegensatz zu den meisten anderen Enzymen ein weit gefasstes
Substratspektrum und kdnnen auf Grund des radikalischen Reaktionscharakters eine
Vielzahl von Reaktionen katalysieren, die zu verschiedenen Reaktionsprodukten
fihren. Aus Sicht des Deinkings ist interessant, dass insbesondere veretherte
(oxidierte) Strukturen sowie Fette und Harze abgebaut werden kdnnen. Fette, Harze
und oxidativ ausgehartete Strukturen sind auch Bestandteile von Druckfarben. Diese
kdnnten Substrate fir Laccase bzw. das LMS darstellen. Im GroBteil der Publikatio-
nen wird belegt, dass Zellstoffe unter Verwendung des Laccase-Mediator-Systems
(LMS) im Bereich zwischen pH 4 und pH 6 unter Sauerstoffdruck und nach anschlie-
Bender alkalischer Extraktion effektiv delignifiziert werden kdnnen. Vereinzelt wird
auch Uber Laccase-Applikationen im neutralen bis schwach-alkalischen Bereich ohne
Zugabe von Mediatoren berichtet. Bei der Altpapier-Aufbereitung jedoch sind Bleich-
behandlungen unter Druck sowie alkalische Extraktionen untblich. In dieser Arbeit
sollte geklart werden, inwieweit die oxidierende Wirkung des LMS unter den
abschwachenden Bedingungen des Neutral-Deinkings Verwendung finden kdnnte,
um das Deinking-Ergebnis von holzhaltiger Altpapierware mit Blick auf Druckfarben-
ablésung und Schmutzpunktreduzierung zu verbessern.

Zunéachst wird der pH-Einfluss auf die Aktivierung der Mediatoren ABTS, HBT und
Violursaure unter Atmosphéarendruck durch Laccasen von Trametes villosa L. und
Myceliophtora thermophila L. untersucht. Der mit Hilfe einer CLARK-Elektrode im
neutralen bis schwach alkalischen Bereich gemessene Sauerstoffverbrauch deutete
auf eine Aktivierung der Mediatoren durch Laccase hin, wenn auch die Reaktion
milder verlief als z.B. bei pH 4,5.

Tatséchlich fuhren Laccase- bzw. LMS-Behandlungen von kinstlich gealterten
Drucken zu einer Absenkung des WeiBgrades nach Flotation. Dieser Befund qilt
auch fur WeiBBgrade von ebenso behandeltem DIP und unbedrucktem Recycling-
Papier. Eine signifikante Reduzierung der Schmutzpunkiflachen kann nicht
nachgewiesen werden. Die Entwicklung der Farbkennzahlen L*, a*, b* deutet bei
diesen Stoffen auf eine Vergilbung des Lignins hin. WeiBgradverluste und Vergilbung
sind auch durch eine der Flotation nachgeschaltete alkalische Extraktion, Peroxid-
oder FAS-Bleiche im Vergleich zur enzymfreien Referenz nicht auszugleichen.

AnschlieBende Bleichversuche von Primarfasern unter identischen LMS-
Bedingungen ergeben ein differenziertes Bild: Sauerstoff-delignifizierter Kiefern-
Sulfatzellstoff kann erfolgreich delignifiziert und im WeiBgrad verbessert werden,
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wahrend Holzschliff und TMP im Ligningehalt konstant bleiben, jedoch an WeiBgrad
einbliBen und vergilben. Diese Verfarbungen bleiben auch nach einer alkalischen
Extraktion bzw. einer Peroxidbleiche bestehen.

Auch wenn das oxidative Potential von Laccase bzw. des LMS-Systems im schwach
alkalischen Bereich und unter Atmosphéarendruck eingeschrankt ist, reicht es doch
noch aus, den Ligninanteil in holzhaltigen Fasern zu modifizieren. Dadurch wird die
GrundweiBe von Sekundarfaserstoffen abgesenkt und ihre Bleichbarkeit unter
ligninerhaltenden Bedingungen erschwert. Neben dem fehlenden Effekt auf die
Druckfarbenentfernung ist ein Einsatz von Laccasen infolge der Ligninmodifizierung
fur die Behandlung holzhaltiger Altpapierware nicht geeignet.
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200 Anhang
7 Anhang
Anhang 1 zu Kapitel 4.1 / Seiten 73-75
Aktivitdtsbestimmung dreier Laccasen mit ABTS in Abhdngigkeit von Temperatur und pH-
Wert
Aktivitat von T. villosa-Laccase [U/ml Enzympréparatiésung]
pH-Wert T=35°C T=45°C T=50°C T=55°C
4,5 18763 20298 30308 50215
5,0 14704 16316 24773 29207
5,5 8029 12652 13867 25539
6,0 3378 4899 7605 13194
6,5 600 1127 1751 3701
7,0 93 283 576 490
7,3 20 40 71 147
7,5 0 0 0 110
7,8 0
7,9
Aktivitat von M. thermophila-Laccase [U/ml Enzympraparatldésung]
pH-Wert T=35°C T=50°C T=55°C T=60°C T=66°C
4,5 5100 6897 9846 10078 11700
5,0 4279 6354 8193 8418 9943
5,5 3873 5994 7267 7445 9119
6,0 3560 5342 6317 7149 7855
6,5 2838 4523 4992 5681 7178
7,0 1580 2159 2366 2847 3202
7,5 420 596 621 607 706
8,0 79 95 59 78 87
8,1 0 54 30 49 66
8,2 41 107 0 55 26
8,3 24 0 44 0
8,4 19 0
8,5 0
Aktivitéat von T. versicolor-Laccase [U/mg Lyophilisat]
pH-Wert T=35°C T=50°C T=55°C
45 19,7 24,7 26,4
55 9,1 13,2 14,7
6,5 0,8 1,4 1,9
7,0 0,1 0,2 0,2
7,1 0,1 0,1
7,2 0,1 0,1
7,3 0,0 0,1 0,1
7,4 0,0 0,0
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Anhang 2 zu Kapitel 4.2.1.1.1 / Seiten 79-82

Deinking von AP nach Inkubation mit variablen Laccase- und HBT-Mengen im neutralen pH-
Bereich. Laccase von M. thermophila

Fahrweise [-] alkalisch neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55 55 55 55 55 55
pH [-] 9 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 100 100 1000 1000
HBT [%)] 0 0 0 2 0 2
nach Flotation
Ausbeute [%] 56 48 53 54 58 58
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 83,23 80,64 79,63 78,86 77,56 75,48
griin-rot a* [-] -0,70 -0,40 -0,53 -0,52 -0,45 -0,62
gelb-blau b* [-] 4,64 4,48 4,67 4,63 4,75 4,58
WeiBgrad [% ISO] 58,5 54,1 52,2 50,9 48,7 45,6
Gelbwert [-] 9,2 9,3 9,7 9,8 10,2 9,9

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m2]
SchmutzpunktgréBenklassen [um]

50-100 581 743 673 636 597 559
100-150 393 554 429 430 378 341
150-200 243 370 353 312 264 241
200-250 163 337 237 236 207 136
250-300 141 283 208 223 142 108
300-350 77 221 153 151 127 120
350-400 61 179 131 117 94 115
400-450 35 201 92 130 25 50
450-500 16 92 137 81 69 32
>500 136 845 549 605 303 301
50-150 974 1297 1102 1066 975 900
>150 872 2528 1860 1855 1231 1103

Summe 1846 3825 2962 2921 2206 2003
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Anhang 3 zu Kapitel 4.2.1.1.1 / Seiten 79-82

Deinking von AP nach Inkubation mit variablen Laccase- und HBT-Mengen im neutralen pH-
Bereich. Laccase von T. villosa

Fahrweise [-] alkalisch neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55 55 55 55 55 55
pH [] 9 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 100 100 1000 1000
HBT [%)] 0 0 0 2 0 2
nach Flotation
Ausbeute [%)] 56 48 44 41 54 51
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 83,23 80,64 80,27 79,92 78,13 76,59
grin-rot a* [-] -0,70 -0,40 -0,39 -0,46 -0,47 -0,47
gelb-blau b* [-] 4,64 4,48 4,46 4,53 4,53 5,10
WeiBgrad [% ISO] 58,5 54,1 53,5 52,8 49,8 46,9
Gelbwert [-] 9,2 9,3 9,4 9,5 9,6 11,1

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 581 743 726 890 673 719
100-150 393 554 534 637 472 502
150-200 243 370 374 470 335 337
200-250 163 337 304 390 281 242
250-300 141 283 245 317 146 201

300-350 77 221 196 283 132 169
350-400 61 179 158 251 172 153

400-450 35 201 132 207 56 122
450-500 16 92 164 177 180 94

>500 136 845 762 1240 639 688
50-150 974 1297 1260 1527 1145 1221
>150 872 2528 2335 3335 1941 2006

Summe 1846 3825 3595 4862 3086 3227
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Anhang 4 zu Kapitel 4.2.1.1.2 / Seiten 83-85

Deinking von AP nach Inkubation mit Laccase und variabler HBT-Menge im neutralen pH-
Bereich. Laccase von M. thermophila

Fahrweise [-] alkalisch  neutral neutral neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55 55 55 55 55 55 55 55
pH [-] 9 7 7 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 1000 1000 1000 1000 1000 1000
HBT [%)] 0 0 0 0,1 0,25 0,5 1 2
nach Flotation
Ausbeute [%] 56 48 58 53 55 54 55 58
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 83,23 80,64 77,56 76,76 76,51 76,53 77,98 75,48
griin-rot a* [-] -0,70 -0,40 -0,45 -0,70 -0,68 -0,66 -0,61 -0,62
gelb-blau b* [-] 4,64 4,48 4,75 5,04 4,86 5,10 5,03 4,58
WeiBgrad [% ISO] 58,5 54,1 48,7 47,2 47,0 46,8 49,1 45,6
Gelbwert [-] 9,2 9,3 10,2 10,7 10,3 10,9 10,6 9,9

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m2]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 581 743 597 698 743 636 602 559
100-150 393 554 378 454 488 379 382 341
150-200 243 370 264 291 345 249 257 241
200-250 163 337 207 216 248 185 171 136
250-300 141 283 142 190 183 163 161 108
300-350 77 221 127 140 166 137 108 120
350-400 61 179 94 143 105 71 101 115
400-450 35 201 25 69 106 81 88 50
450-500 16 92 69 81 80 63 64 32
>500 136 845 303 412 477 254 441 301
50-150 974 1297 975 1152 1231 1015 984 900
>150 872 2528 1231 1542 1710 1203 1391 1103

Summe 1846 3825 2206 2694 2941 2218 2375 2003
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Anhang 5 zu Kapitel 4.2.1.1.2 / Seiten 83-85

Deinking von AP nach Inkubation mit Laccase und variabler HBT-Menge im neutralen pH-
Bereich. Laccase von T. villosa

Fahrweise [-] alkalisch neutral neutral neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55 55 55 55 55 55 55 55
pH [] 9 7 7 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 1000 1000 1000 1000 1000 1000
HBT [%)] 0 0 0 0,1 0,25 0,5 1 2
nach Flotation
Ausbeute [%)] 56 48 54 45 48 42 58 51
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 83,23 80,64 78,13 79,03 78,82 77,57 75,75 76,59
grin-rot a* [-] -0,70 -0,40 -0,47 -0,37 -0,48 -0,50 -0,58 -0,47
gelb-blau b* [-] 4,64 4,48 4,53 4,60 4,57 4,68 4,40 5,10
WeiBgrad [% ISO] 58,5 54,1 49,8 51,2 50,9 48,8 46,1 46,9
Gelbwert [-] 9,2 9,3 9,6 9,8 9,7 10,0 9,5 11,1

Schmutzpunkte nach Flotation [mm27m?2]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 581 743 673 691 681 833 821 719
100-150 393 554 472 480 443 546 562 502
150-200 243 370 335 328 298 392 411 337
200-250 163 337 281 233 229 313 330 242
250-300 141 283 146 228 172 252 267 201

300-350 77 221 132 150 129 158 218 169
350-400 61 179 172 109 111 186 191 153

400-450 35 201 56 88 75 152 178 122
450-500 16 92 180 54 47 112 107 94

>500 136 845 639 561 629 667 897 688
50-150 974 1297 1145 1171 1124 1379 1383 1221
>150 872 2528 1941 1751 1690 2232 2599 2006

Summe 1846 3825 3086 2922 2814 3611 3982 3227
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Anhang 6 zu Kapitel 4.2.1.2/ Seiten 86-88
Deinking von AP nach Inkubation mit Laccase und variabler HBT-Menge bei pH 4,5. Laccase

von M. thermophila

Fahrweise [-] alkalisch  sauer sauer sauer sauer sauer sauer sauer
Temperatur [°C] 45 55 55 55 55 55 55 55
pH [-] 9 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 1000 1000 1000 1000 1000 1000
HBT [%)] 0 0 0 0,1 0,25 0,5 1 2
nach Flotation
Ausbeute [%] 52 50 52 48 52 46 57 53
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 79,79 78,45 75,82 75,07 74,14 76,35 73,37 73,80
griin-rot a* [-] -0,75 -0,46 -0,59 -0,42 -0,37 -0,21 -0,14 -0,15
gelb-blau b* [-] 4,66 4,27 4,24 4,93 5,17 5,95 6,04 6,42
WeiBgrad [% ISO] 52,4 50,6 46,4 44,7 43,1 45,9 41,3 41,6
Gelbwert [-] 9,5 9,1 9,1 10,9 11,6 13,2 13,8 14,6
Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m2]]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]
50-100 331 451 341 311 368 246 198 242
100-150 163 221 195 163 224 127 95 130
150-200 95 144 116 113 122 81 44 68
200-250 33 57 62 61 74 46 42 56
250-300 27 73 40 63 66 32 32 39
300-350 18 74 55 29 63 25 23 41
350-400 10 61 25 34 30 24 18 42
400-450 31 62 19 7 19 0 0 31
450-500 16 61 55 49 23 16 7 0
>500 68 197 94 182 98 73 68 45
50-150 494 672 536 474 592 373 293 372
>150 298 729 466 538 495 297 234 322
Summe 792 1401 1002 1012 1087 670 527 694
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Anhang 7 zu Kapitel 4.2.1.2 / Seiten 86-88

Deinking von AP nach Inkubation mit Laccase und variabler HBT-Menge bei pH 4,5. Laccase

von T. villosa

Fahrweise [-] alkalisch sauer sauer sauer sauer sauer sauer sauer
Temperatur [°C] 45 55 55 55 55 55 55 55
pH [-] 9 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 1000 1000 1000 1000 1000 1000
HBT [%] 0 0 0 0,1 0,25 0,5 1 2
nach Flotation
Ausbeute [%] 52 50 58 59 59 58 58 49
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 79,79 78,45 74,33 73,38 72,07 72,48 69,96 71,97
grin-rot a* [-] -0,75 -0,46 -0,59 -0,41 -0,44 -0,14 -0,40 -0,39
gelb-blau b* [-] 4,66 4,27 3,91 5,52 6,16 7,85 6,88 8,25
WeiBgrad [% I1SQO] 52,4 50,6 44,4 41,7 39,4 38,7 36,0 37,7
Gelbwert [-] 9,5 9,1 8,5 12,4 14,0 18,0 16,0 18,7
Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [pum]
50-100 331 451 276 211 124 126 91 242
100-150 163 221 151 93 95 70 49 128
150-200 95 144 73 64 64 61 27 79
200-250 33 57 56 45 46 52 18 61
250-300 27 73 40 19 21 37 10 39
300-350 18 74 28 3 15 18 11 18
350-400 10 61 25 9 23 19 19 9
400-450 31 62 24 6 7 0 13 51
450-500 16 61 0 0 24 15 0 42
>500 68 197 78 0 49 23 12 21
50-150 494 672 427 304 219 196 140 370
>150 298 729 324 147 249 225 110 320
Summe 792 1401 751 451 468 421 250 690
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Anhang 8 zu Kapitel 4.2.1.3 / Seite 89
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Abb. 4.2.9: WeiBgrad- und Schmutzpunktentwicklung von AP nach Inkubation mit T. villosa-
Laccase und 0,25 % HBT bei neutralem pH-Wert sowie nachfolgender Flotation. a =
alkalische Referenz; n = neutrale Fahrweise
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Abb. 4.2.10: WeiBgrade von AP nach Inkubation mit T. villosa-Laccase und 0,25 % HBT bei
neutralem pH-Wert sowie nachfolgender Flotation und Hyperwédsche. a = alkalische
Referenz; n = neutrale Fahrweise
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Referenz 0

Anhang 9 zu Kapitel 4.2.1.3 / Seite 89
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Abb. 4.2.11: WeiBgrad- und Schmutzpunktentwicklung von AP nach Inkubation mit T.
villosa-Laccase und 1 % HBT bei neutralem pH-Wert sowie nachfolgender Flotation. a =
alkalische Referenz; n = neutrale Fahrweise
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Abb. 4.2.12: WeiBgrade von AP nach Inkubation mit T. villosa-Laccase und 1 % HBT bei
neutralem pH-Wert sowie nachfolgender Flotation und Hyperwédsche. a = alkalische
Referenz; n = neutrale Fahrweise
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Anhang 10 zu Kapitel 4.2.1.3 / Seite 89-94

Tab. 4.2.2: WeiBgrade, Farborte und Gelbwerte von AP nach Inkubation mit T. villosa-
Laccase und 0,25 % HBT bei neutralem pH-Wert sowie nachfolgender Flotation und

Hyperwésche (Daten zu den Abb. 4.2.9 & Abb. 4.2.10)

Laccase [U/g] 0 10 50 100 1000
HBT [%] 0 0,25 0,25 0,25 0,25
nach Flotation

WeiBigrad [% ISOJ] 51,2 50,7 50,9 49,7 47,3
Helligkeit L* [-] 79,33 78,84 79,15 78,44 76,79
grin-rot a* [-] -0,63 -0,54 -0,53 -0,54 -0,48
blau-gelb b* [-] 5,26 4,81 5,16 5,23 4,91

Gelbwert [-] 11,0 10,1 10,9 11,1 10,6

nach Hyperwasche

WeiBigrad [% ISOJ] 52,4 51,4 50,3 50,8 49,4
Helligkeit L* [-] 80,34 79,70 79,13 79,49 78,79
grin-rot a* [-] -0,90 -0,82 -0,80 -0,77 -0,60
blau-gelb b* [-] 6,01 5,88 6,06 6,19 6,37
Gelbwert [-] 12,1 12,0 12,5 12,7 13,3

Tab. 4.2.3: WeiBgrade, Farborte und Gelbwerte von AP nach Inkubation mit T. villosa-
Laccase und 1 % HBT bei neutralem pH-Wert sowie nachfolgender Flotation und Hyper-

wésche (Daten zu den Abb. 4.2.11 und Abb. 4.2.12)

Laccase [U/g] 0 10 50 100 1000
HBT [%] 0 1 1 1 1
nach Flotation
WeiBgrad [% I1SO] 51,2 49,9 51,1 50,7 46,8
Helligkeit L* [-] 79,33 78,52 79,26 79,15 76,60
grin-rot a* [-] -0,63 -0,61 -0,54 -0,55 -0,47
blau-gelb b* [-] 5,26 517 5,15 5,44 5,16
Gelbwert [-] 11,0 10,9 10,8 11,4 11,2
nach Hyperwasche

WeiBgrad [% I1SO] 52,4 51,8 51,0 50,9 48,6
Helligkeit L* [-] 80,34 80,00 79,65 79,60 78,37
grin-rot a* [-] -0,90 -0,86 -0,80 -0,78 -0,60
blau-gelb b* [-] 6,01 6,04 6,20 6,23 6,53
Gelbwert [-] 12,1 12,3 12,7 12,8 13,7
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Anhang 11 zu Kapitel 4.2.1.3 / Seiten 89-94
Deinking von AP nach Inkubation mit niedrig dosierter T. villosa-Laccase im neutralen pH-
Bereich ohne HBT-Zusatz
Fahrweise [-] alkalisch neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 9,5 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP gealtert AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 10 50 100 1000
nach Flotation
Ausbeute [%)] 63 63 62 62 60 66
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 82,74 78,87 78,76 78,77 79,14 76,66
grin-rot a* [-] -0,54 -0,78 -0,57 -0,52 -0,41 -0,43
gelb-blau b* [-] 5,70 4,60 5,18 5,19 5,74 5,14
WeiBgrad [% ISO] 56,6 50,8 50,3 50,3 50,5 46,9
Gelbwert [-] 11,5 9,7 10,9 10,9 12,2 11,1
Aschegehalt WeiBgradblatt [%)] 11,3 9,1 8,3 8,4 6,9 9,0
Ascheaustragsbedingter 2,4 2,6 2,7 2,8 3,0 2,6
Remissionsverlust [% ISO]
WeiBgrad bereinigt um den Aschegehalt 59,0 53,4 53,0 53,1 53,5 49,5
[% 1SQO]
nach Hyperwéasche
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 82,82 80,53 80,00 79,89 80,19 78,96
grin-rot a* [-] -0,74 -1,12 -0,80 -0,77 -0,66 -0,56
gelb-blau b* [-] 6,46 5,64 6,03 6,05 6,30 6,32
WeiBgrad [% ISO] 56,2 53,0 51,8 51,5 51,8 49,7
Gelbwert [-] 12,9 11,2 12,3 12,4 12,9 13,3
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 2,2 2,1 2,2 2,4 2,4 2,8
Ascheaustragsbedingter 55 55 5,4 53 53 5,0
Remissionsverlust [% ISO]
WeiBgrad bereinigt um den Aschegehalt 61,6 58,5 57,2 56,8 57,1 54,7
[% 1SQO]
Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [pum]
50-100 154 211 320 284 287 135
100-150 75 123 223 174 150 77
150-200 37 76 133 114 102 55
200-250 19 50 101 86 54 35
250-300 12 49 71 46 50 23
300-350 11 35 83 54 18 28
350-400 0 20 48 30 35 28
400-450 26 32 31 40 13 20
450-500 23 57 32 40 15 35
>500 63 75 354 273 194 150
50-150 229 334 543 458 437 212
>150 191 394 853 681 481 375
Summe 420 728 1396 1139 918 587
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Anhang 12 zu Kapitel 4.2.1.3 / Seiten 89-94

Deinking von AP nach Inkubation mit 0,25 % HBT und niedrig dosierter T. villosa-Laccase im
neutralen pH-Bereich

Fahrweise [-] alkalisch neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 10 50 100 1000
HBT [%)] 0 0 0,25 0,25 0,25 0,25
Aceton [ml] 0 10 10 10 10 10
nach Flotation
Ausbeute [%] 63 62 65 62 64 70
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 82,74 79,33 78,84 79,15 78,44 76,79
grin-rot a* [-] -0,54 -0,63 -0,54 -0,53 -0,54 -0,48
gelb-blau b* [-] 5,70 5,26 4,81 5,16 5,23 4,91
WeiBgrad [% ISOJ[] 56,6 51,2 50,7 50,9 49,7 47,3
Gelbwert [-] 11,5 11,0 10,1 10,9 11,1 10,6
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 11,3 8,4 9,6 8,5 8,6 10,3
Ascheaustragsbedingter 2,4 2,7 2,6 2,7 2,7 2,5
Remissionsverlust [% 1SO]
WeiBgrad bereinigt um den Aschegehalt 59,0 53,9 53,3 53,6 52,4 49,8
[% 1SQO]

nach Hyperwésche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] 82,82 80,34 79,70 79,13 79,49 78,79
griin-rot a* [-] -0,74 -0,90 -0,82 -0,80 -0,77 -0,60
gelb-blau b* [-] 6,46 6,01 5,88 6,06 6,19 6,37
WeiBgrad [% ISOJ[] 56,2 52,4 51,4 50,3 50,8 49,4
Gelbwert [-] 12,9 12,1 12,0 12,5 12,7 13,3
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 2,2 2,2 2,0 2,2 2,0 2,3
Ascheaustragsbedingter 55 54 5,6 55 5,6 5,4
Remissionsverlust [% 1SO]

WeiBgrad bereinigt um den Aschegehalt 61,6 57,8 57,0 55,7 56,4 54,8
[% 1SO]

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 154 210 252 306 251 181
100-150 75 122 142 178 142 91
150-200 37 77 84 110 87 60
200-250 19 51 69 92 58 42
250-300 12 47 63 57 58 30
300-350 11 40 34 68 21 9,5
350-400 0 24 18 50 28 20
400-450 26 19 35 25 12 20
450-500 23 0 13 54 32 15
>500 63 138 108 283 205 23
50-150 229 332 393 484 393 272
>150 191 396 421 739 501 220

Summe 420 728 814 1223 894 492
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Anhang 13 zu Kapitel 4.2.1.3 / Seiten 89-94

Deinking von AP nach Inkubation mit 1 % HBT und niedrig dosierter T. villosa-Laccase im
neutralen pH-Bereich

Fahrweise [-] alkalisch neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90
Stoff [-] AP AP AP AP AP AP
Aktivitat [U/g otro AP] 0 0 10 50 100 1000
HBT [%)] 0 0 1 1 1 1
Aceton [ml] 0 10 10 10 10 10
nach Flotation
Ausbeute [%)] 63 62 62 64 62 67
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 82,74 79,33 78,52 79,26 79,15 76,60
grin-rot a* [-] -0,54 -0,63 -0,61 -0,54 -0,55 -0,47
gelb-blau b* [-] 5,70 5,26 5,17 5,15 5,44 5,16
WeiBgrad [% ISO] 56,6 51,2 49,9 51,1 50,7 46,8
Gelbwert [-] 11,5 11,0 10,9 10,8 11,4 11,2
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 11,3 8,4 8,1 9,1 7,9 9,4
Ascheaustragbedingter 2,4 2,7 2,7 2,6 2,8 2,6
Remissionsverlust [% ISO]
WeiBgrad bereinigt um den Aschegehalt 59,0 53,9 52,7 53,7 53,5 49,4
[% 1SQ]

nach Hyperwasche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] 82,82 80,34 80,00 79,65 79,60 78,37
grin-rot a* [-] -0,74 -0,90 -0,86 -0,80 -0,78 -0,60
gelb-blau b* [-] 6,46 6,01 6,04 6,20 6,23 6,53
WeiBgrad [% ISO] 56,2 52,4 51,8 51,0 50,9 48,6
Gelbwert [-] 12,9 12,1 12,3 12,7 12,8 13,7
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 2,2 2,2 21 2,3 2,2 2,8
Ascheaustragbedingter 55 5,4 55 54 5,4 5,0
Remissionsverlust [% ISO]

WeiBgrad bereinigt um den Aschegehalt 61,6 57,8 57,3 56,4 56,4 53,6
[% 1SQ]

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [pum]

50-100 154 210 268 219 274 180
100-150 75 122 158 126 152 98
150-200 37 77 80 69 80 41
200-250 19 51 44 43 37 26
250-300 12 47 59 42 42 24
300-350 11 40 24 17 54 7
350-400 0 24 11 29 30 24
400-450 26 19 32 12 6 6
450-500 23 0 16 8 7 8
>500 63 138 130 23 145 84
50-150 229 332 426 345 426 278
>150 191 396 396 243 402 220

Summe 420 728 822 588 828 498
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Anhang 14 zu Kapitel 4.2.2.1 / Seiten 98-101

Deinking von DIP nach Inkubation mit 10, 50, 100 & 1000 U/g T. villosa-Laccase und
Mediator HBT

Fahrweise [-] neutral neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7 7 8
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90
AP-Qualitat [-] DIP DIP DIP DIP DIP DIP
Aktivitat [U/g otro DIP] 0 0 10 50 100 1000
HBT [%)] 0 0 1 1 1 1
Aceton [ml] 0 75 75 75 75 75
nach Flotation
Ausbeute [%] 90 87 88 86 87 85
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 88,31 88,55 88,32 88,57 87,80 86,87
grin-rot a* [-] 0,27 0,28 0,28 0,34 0,28 0,40
blau-gelb b* [-] 5,61 5,77 5,91 6,05 6,15 6,70
WeiBgrad [% ISO] 67,2 67,5 66,9 67,2 65,6 63,3
Gelbwert [-] 11,5 11,8 12,0 12,3 12,5 13,8
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 10,9 9,2 9,6 8,9 9,1 8,5
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 2,4 2,6 2,5 2,6 2,6 2,7
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 69,6 70,1 69,4 69,8 68,2 66,0

nach Hyperwasche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] 87,73 88,21 87,85 88,01 86,96 86,40
grin-rot a* [-] 0,09 0,03 0,09 0,13 0,06 0,09
blau-gelb b* [-] 6,33 6,46 6,56 6,57 7,02 7,11
WeiBgrad [% ISO] 65,5 66,3 65,4 65,7 63,3 62,5
Gelbwert [-] 12,7 12,9 13,2 12,6 14,1 14,5
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 0,9 1,2 1,3 1,1 1,2 1,7
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 6,7 6,4 6,3 6,5 6,4 5,9
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% I1SO] 72,2 72,7 71,7 72,2 69,7 68,4

Schmutzpunkte nach Flotation [mm?2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 52 42 49 45 52 52
100-150 31 31 31 26 27 35
150-200 17 17 21 21 14 20
200-250 8 6 11 7 4 6
250-300 7 3 5 4 2 7
300-350 12 10 15 3 19 15
350-400 20 19 14 14 5 5
400-450 0 0 6 0 0 7
450-500 0 0 0 0 8 0
>500 0 11 0 9 0 11
50-150 83 73 80 71 79 87
>150 64 66 72 59 52 71

Summe 147 139 152 130 131 158
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Anhang 15 zu Kapitel 4.2.2.1 / Seiten 102-104

Deinking von DIP nach Inkubation mit 200, 400, 600 und 800 U/g T. villosa-Laccase und
Mediator HBT

Fahrweise [-] neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90
AP-Qualitat [-] DIP DIP DIP DIP DIP
Aktivitat [U/g otro DIP] 0 200 400 600 800
HBT [%)] 0 1 1 1 1
Aceton [ml] 75 75 75 75 75
nach Flotation
Ausbeute [%)] 88 88 87 87 86
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 87,49 86,84 86,65 86,66 86,73
grin-rot a* [-] 0,26 0,31 0,32 0,44 0,25
blau-gelb b* [-] 5,98 6,49 6,75 6,69 6,93
WeiBgrad [% ISO] 65,2 63,4 62,8 62,9 62,8
Aschegehalt WeiBgradblatt [%)] 6,1 5,9 5,7 5,4 53
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 3,2 3,3 3,4 3,5 3,5
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 68,5 66,7 66,2 66,4 66,3
Gelbwert [-] 12,3 13,3 13,9 13,9 14,2

nach Hyperwéasche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] 87,23 87,19 87,03 86,99 87,28
grin-rot a* [-] 0,05 0,16 0,15 0,32 0,16
blau-gelb b* [-] 6,42 6,52 6,86 6,67 6,83
WeiBgrad [% ISO] 64,4 64,1 63,5 63,6 64,0
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 1,0 1,3 1,3 1,3 1,4

Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 6,5 6,3 6,2 6,3 6,2

WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 70,9 70,5 69,7 69,9 70,2
Gelbwert [-] 13,0 13,3 13,9 13,7 13,8

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 116 98 110 104 118
100-150 83 90 85 70 81
150-200 56 51 68 48 67
200-250 35 34 47 33 44
250-300 25 18 15 27 32
300-350 13 17 14 11 11
350-400 9 5 0 0 0
400-450 0 0 0 0 23
450-500 7 16 0 7 24
>500 14 10 10 0 0
50-150 199 188 195 174 199
>150 159 151 154 126 201

Summe 358 339 349 300 400
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Anhang 16 zu Kapitel 4.2.2.2 / Seiten 105-107
Deinking von DIP nach Inkubation mit T. villosa-Laccase und varibaler HBT-Konzentration
Fahrweise [-] neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90
AP-Qualitat [-] DIP DIP DIP DIP
Aktivitat [U/g otro DIP] 400 400 400 400
HBT [%)] 0 0,1 0,5 2
Aceton [ml] 75 75 75 75
nach Flotation
Ausbeute [%] 81 81 81 87
Mittelwerte,Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 86,79 86,41 86,65 86,52
grin-rot a* [-] 0,32 0,30 0,32 0,35
blau-gelb b* [-] 6,51 6,63 6,67 6,74
WeiBgrad [% ISO] 63,3 62,5 62,9 62,6
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 5,9 5,7 54 5,7
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 3,3 3,4 3,5 3,4
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 66,6 65,9 66,4 66,0
Gelbwert [-] 13,4 13,7 13,7 13,9

nach Hyperwésche

Mittelwerte,Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] 86,94 87,10 87,14 86,82
griin-rot a* [-] 0,10 0,10 0,15 0,19
blau-gelb b* [-] 6,60 6,65 6,62 6,57
WeiBgrad [% ISO] 63,6 63,8 63,9 63,4
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 0,9 0,9 1,1 0,9
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 6,7 6,7 6,4 6,7
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 70,3 70,5 70,4 70,1
Gelbwert [-] 13,4 13,5 13,4 13,4

Schmutzpunkte nach Flotation [mm?2/m2]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 93 100 107 99
100-150 65 77 89 91
150-200 54 53 61 48
200-250 28 44 39 32
250-300 41 17 14 27
300-350 8 22 16 10
350-400 9 5 18 5
400-450 0 0 6 6
450-500 0 0 0 0
>500 0 0 16 31
50-150 158 177 196 190
>150 140 141 170 159

Summe 298 318 366 349
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Anhang 17 zu Kapitel 4.2.2.3 / Seiten 108-111

Deinking von DIP nach Inkubation mit T. villosa-Laccase-Gaben von 0, 10, 50, 100 und 1000
U/g ohne Mediator

Fahrweise [-] RohweiBe neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90 90
AP-Qualitat [-] DIP DIP DIP DIP DIP DIP
Aktivitat [U/g otro DIP] 0 0 10 50 100 1000
nach Flotation
Ausbeute [%)] - 85 89 89 89 85
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 86,38 88,04 88,12 88,22 87,73 86,88
grin-rot a* [-] 0,49 0,28 0,37 0,44 0,38 0,40
blau-gelb b* [-] 5,14 5,95 5,85 5,95 5,86 6,73
WeiBgrad [% ISO] 63,9 66,4 66,5 66,6 65,8 63,3
Gelbwert [-] 10,9 12,1 12,0 12,3 12,1 13,9
Aschegehalt WeiBgradblatt [%)] 12,5 8,5 10,9 10,4 10,5 8,8
Ascheaustragbedingter 2,3 2,7 2,4 2,5 2,5 2,6
Remissionsverlust [% ISO]
WeiBgrad, bereinigt um den 66,2 69,0 69,0 69,1 68,2 65,9

Aschegehalt [% I1SO]
nach Hyperwéasche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] - 87,10 87,65 87,90 86,68 86,26
grin-rot a* [-] - -0,01 0,23 0,22 0,18 0,17
blau-gelb b* [-] - 6,75 6,64 6,63 6,94 7,46
WeiBgrad [% ISO] - 63,9 65,0 65,5 62,8 61,5
Gelbwert [-] - 13,5 13,5 13,4 14,1 15,2
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] - 1,0 1,2 1,4 1,3 1,1
Ascheaustragbedingter - 6,6 6,4 6,2 6,3 6,4
Remissionsverlust [% ISO]

WeiBgrad, bereinigt um den - 70,4 71,4 71,6 69,1 67,9

Aschegehalt [% 1SO]
Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [pum]

50-100 64 53 45 48 49 55
100-150 36 31 27 29 41 35
150-200 18 21 17 19 25 24
200-250 25 13 15 8 9 13
250-300 16 5 16 5 10 5
300-350 3 14 4 3 11 15
350-400 15 10 14 14 10 9
400-450 0 13 13 7 0 0
450-500 0 0 7 8 0 0
>500 0 21 35 0 15 10
50-150 100 84 72 77 90 90
>150 77 97 121 65 79 76

Summe 177 181 193 142 169 166
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Anhang 18 zu Kapitel 4.2.2.3 / Seiten 112-114

Deinking von DIP nach Inkubation mit T. villosa-Laccase-Gaben von 0, 30, 50 und 70 U/g
ohne Mediator

Fahrweise [-] neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90
AP-Qualitat [-] DIP DIP DIP DIP DIP
Aktivitat [U/g otro DIP] 0 0 30 50 70
nach Flotation
Ausbeute [%] - 87 86 87 87
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 85,98 87,64 87,37 87,44 87,57
grin-rot a* [-] 0,57 0,35 0,41 0,49 0,51
blau-gelb b* [-] 4,34 4,95 4,94 4,98 5,15
WeiBgrad [% ISO] 63,81 66,5 66,0 66,1 66,1
Gelbwert [-] 9,4 10,3 10,4 10,5 10,8
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 12,4 10,2 10,0 10,0 9,8
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 2,3 2,5 2,5 2,5 2,5
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 66,2 69,0 68,5 68,6 68,7

nach Hyperwésche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] - 87,23 86,79 87,03 86,67
grin-rot a* [-] - 0,12 0,13 0,16 0,19
blau-gelb b* [-] - 5,48 5,75 5,58 5,93
WeiBgrad [% ISO] - 65,3 64,2 64,9 64,2
Gelbwert [-] - 11,2 11,7 11,4 12,2
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] - 1,0 1,1 1,0 1,0

Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] - 6,6 6,5 6,6 6,6

WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] - 72,0 70,7 71,5 70,8

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m2]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 - 130 138 132 131
100-150 - 132 120 105 119
150-200 - 83 100 103 90
200-250 - 72 46 61 71
250-300 - 50 41 37 42
300-350 - 25 31 24 31
350-400 - 20 23 9 13
400-450 - 12 6 0 20
450-500 - 0 16 16 7
>500 - 0 0 29 0
50-150 - 262 258 237 250
>150 - 262 263 279 274

Summe - 524 521 516 524
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Anhang 19 zu Kapitel 4.2.2.3 / Seiten 115-117

Deinking von DIP nach Inkubation mit T. villosa-Laccase-Gaben von 0, 200, 400, 600 und
800 U/g ohne Mediator

Fahrweise [-] neutral neutral neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90 90 90
AP-Qualitét [-] DIP DIP DIP DIP DIP
Aktivitat [U/g otro DIP] 0 200 400 600 800
nach Flotation
Ausbeute [%)] 89 89 90 89 89
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 87,23 87,18 86,92 86,71 86,77
grin-rot a* [-] 0,34 0,34 0,43 0,46 0,47
blau-gelb b* [-] 5,85 6,26 6,47 6,48 6,72
WeiBgrad [% ISO] 64,8 64,3 63,6 63,2 63,0
Aschegehalt WeiBgradblatt [%)] 6,9 6,5 6,6 6,7 6,3
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 3,0 3,1 3,1 3,1 3,2
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 67,8 67,4 66,7 66,2 66,2
Gelbwert [-] 12,1 12,9 13,4 13,5 13,9

nach Hyperwasche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] 87,58 87,52 87,17 87,17 87,11
grin-rot a* [-] 0,08 0,17 0,17 0,26 0,34
blau-gelb b* [-] 6,27 6,25 6,73 6,70 6,76
WeiBgrad [% ISO] 65,2 65,1 63,9 63,9 63,7
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 1,1 0,9 1,0 1,0 1,1

Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 6,5 6,7 6,6 6,5 6,4

WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 71,7 71,8 70,5 70,5 70,2
Gelbwert [-] 12,6 12,7 13,6 13,7 13,8

Schmutzpunkte nach Flotation [mm2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [pum]

50-100 100 98 115 119 109
100-150 72 74 84 77 81

150-200 58 64 68 51 72
200-250 35 30 32 43 36
250-300 25 34 29 24 28
300-350 35 14 7 21 3

350-400 16 14 19 22 14
400-450 12 0 14 18 7

450-500 0 0 8 7 23
>500 0 17 13 0 42
50-150 172 172 199 196 190
>150 181 173 189 186 225

Summe 353 345 388 382 415
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Anhang 20 zu Kapitel 4.2.3 / Seiten 118-119

Deinking einer Referenzmischung aus unbedrucktem Zeitungsdruckpapier nach Inkubation
mit T. villosa-Laccase und Mediator HBT

Fahrweise [-] neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90
AP-Qualitat [-] DIP DIP DIP
Aktivitat [U/g otro DIP] 0 1000 1000
HBT [%)] 0 0 1
Aceton [ml] 0 0 75
nach Flotation
Ausbeute [%] 72 72 68

Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 86,90 85,75 85,73
grin-rot a* [-] -0,29 0,14 0,16
blau-gelb b* [-] 6,61 7,76 8,57
WeiBgrad [% ISO] 63,7 60,3 59,5
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 12,5 12,6 8,9
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 2,3 2,3 2,6
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 66,1 62,6 62,1
Gelbwert [-] 13,0 15,8 17,4

nach Hyperwésche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 86,40 85,82 85,64
grin-rot a* [-] -0,42 0,18 0,16
blau-gelb b* [-] 8,13 9,33 9,55
WeiBgrad [% ISO] 61,5 59,0 58,5
Aschegehalt WeiBgradblatt [%] 1,5 1,7 1,4
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 6,1 5,9 6,2
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 67,6 65,0 64,7
Gelbwert [-] 15,9 18,8 19,3
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Anhang 21 zu Kapitel 4.2.4.1 / Seiten 121-123
Deinking von Laccase- bzw. LMS-behandeltem DIP. Laccase von T. villosa
Fahrweise [-] neutral neutral neutral
Temperatur [°C] 55°C 55°C 55°C
pH [-] 7 7 7
Inkubationszeit [min] 90 90 90
AP-Qualitat [-] DIP DIP DIP
Laccase [U/g otro DIP] 0 1000 1000
HBT [%)] 0 0 1
Aceton [ml] 0 0 170
nach Flotation
Ausbeute [%] 87 89 83
Mittelwerte, Nutschblattoberseite
Helligkeit L* [-] 86,92 86,33 86,19
grin-rot a* [-] 0,34 0,52 0,49
blau-gelb b* [-] 5,58 6,75 7,22
WeiBgrad [% ISO] 64,5 62,2 61,4
Aschegehalt WeiBgradblatt [%)] 7,6 7.4 6,0
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 2,8 2,9 3,3
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% 1SO] 67,3 65,0 64,7
Gelbwert [-] 11,6 14,1 15,0

nach Hyperwéasche

Mittelwerte, Nutschblattoberseite

Helligkeit L* [-] 87,02 86,56 86,18
grin-rot a* [-] -0,07 0,12 0,19
blau-gelb b* [-] 6,52 7,31 7,62
WeiBgrad [% ISO] 63,9 62,2 61,1
Aschegehalt WeiBgradblatt [%)] 1,0 1,0 1,0
Ascheaustragbedingter Remissionsverlust [% ISO] 6,6 6,6 6,6
WeiBgrad, bereinigt um den Aschegehalt [% I1SQO] 70,5 68,8 67,7
Gelbwert [-] 13,1 14,8 15,5

Schmutzpunkte nach Flotation [mm?2/m?]
Schmutzpunktdurchmesserklassen [um]

50-100 113 111 112
100-150 67 82 77
150-200 61 58 43
200-250 23 25 28
250-300 27 8 24
300-350 22 17 7
350-400 0 0 5
400-450 0 6 6
450-500 7 0 0
>500 24 0 0
50-150 180 193 189
>150 164 113 113

Summe 344 306 302
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Anhang 22

zu Kapitel 4.3.1.1 / Seiten 130-134

Kappazahlen, WeiBgrade, L*-, a*, b* und Gelbwerte eines sauerstoffvorgebleichten Nadel-
holz-Sulfatzellstoffes nach einer Inkubationsphase (LM) mit verschiedenen Laccasen und
HBT bei 0,5 MPa O. und pH 4,5 sowie nach abgeschlossener alkalischer Extraktion (LM-E)

Behandlung Aktivitdt HBT |Kappazahl WeiBgrad L* ar b*  Gelbwert
-] [U/g otro]  [%] [%] [% 1SO] [-] -] -] [-]
bei Verwendung von T. villosa-Laccase
Referenz 0 0 8,1 40,6 81,25 422 20,97 445
LM 5 2 6,8 38,0 79,98 4,64 22,01 47,2
LM 15 2 6,7 37,9 80,00 4,68 22,18 47,5
LM 1000 1 6,1 39,6 80,84 4,60 21,43 45,8
Referenz-E 0 0 7.1 43,0 82,86 3,88 20,89 43,5
LM-E 5 2 5.6 46,1 84,35 3,46 19,82 40,7
LM-E 15 2 4.8 46,7 84,63 3,41 19,65 40,3
LM-E 1000 1 5,3 48,2 85,12 3,26 18,82 38,6
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 8,1 39,9 81,01 4,37 21,32 45,4
LM 5 2 7,9 39,9 80,90 4,39 21,15 45,1
LM 15 2 7,8 39,0 80,49 4,49 2154 46,0
LM 1000 1 7,6 34,6 78,35 5,47 23,62 51,4
Referenz-E 0 0 7,2 42,4 82,67 4,03 21,30 443
LM-E 5 2 6,9 43,8 83,40 3,85 20,85 43,2
LM-E 15 2 6,9 43,7 83,40 3,88 20,99 43,4
LM-E 1000 1 5,6 441 83,57 3,88 20,75 42,9
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Referenz 0 0 7.8 39,6 80,88 4,42 21,59 45,9
LM 2 2 7.7 35,7 78,22 514 21,92 48,3
LM 5 2 7.3 36,3 78,76 5,17 22,05 48,3
LM 15 2 6,4 35,4 78,55 551 22,92 50,2
Referenz-E 0 0 7.3 42,4 82,68 3,97 21,27 442
LM-E 2 2 6.5 43,8 83,36 3,72 20,80 43,0
LM-E 5 2 5,3 44 1 83,60 3,81 20,82 43,0
LM-E 15 2 47,3 84,86 3,35 19,43 39,8

4,8
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Anhang 23 zu Kapitel 4.3.1.2.1 / Seiten 135-140

Einfluss verschiedener pH-Werte wéhrend der Inkubationsphase einer Laccase-Mediator-
Behandlung auf die Entwicklung des WeiBBgrades, der Farbwerte L*, a*, b* und des Gelb-
wertes eines sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen:
pH 4,5 - 8; Sauerstoffdruck: 0,5 MPa; HBT: 1%, Aktivitdt: 1000 U/g (T. villosa- und M.-
thermophila-Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-Laccase)

Behandlung Aktivitdt HBT pH | Kappazahl WeiBgrad L* a* b* Gelbwert
[] (Ul [%] [ [ [% 1SQ] [ [] [] [
bei Verwendung von T.villosa- Laccase
Rerferenz 0 0 4,5 8,1 40,6 81,25 4,22 20,97 44,5
LM 1000 1 4,5 6,1 39,6 80,84 4,60 21,43 45,8
Referenz-E 0 0 4,5 7.1 43,0 82,86 3,88 20,89 43,5
LM-E 1000 1 4,5 5,3 48,2 85,12 3,26 18,82 38,6
Rerferenz 0 0 7 7,7 39,4 80,70 4,23 21,50 45,7
LM 1000 1 7 7,2 39,1 80,62 4,33 21,71 46,1
Referenz-E 0 0 7 6,8 41,6 82,24 391 21,53 44,8
LM-E 1000 1 7 6,4 43,4 83,15 3,67 21,01 43,4
Rerferenz 0 0 7,5 7,6 39,2 80,64 4,22 21,64 45,9
LM 1000 1 7,5 7,3 38,7 80,49 4,35 22,01 46,7
Referenz-E 0 0 7,5 6,8 42,9 82,75 3,68 20,79 43,1
LM-E 1000 1 7,5 6,8 43,5 83,10 3,63 20,79 43,0
Rerferenz 0 0 8 7.4 39,2 80,54 4,11 21,48 45,6
LM 1000 1 8 7.4 39,3 80,59 4,13 21,38 45,4
Referenz-E 0 0 8 6,8 40,9 81,60 3,86 21,28 44,6
LM-E 1000 1 8 6,7 41,9 82,12 3,70 20,96 43,7
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Rerferenz 0 0 4,5 8,1 39,9 81,01 4,37 21,32 45,4
LM 1000 1 4,5 7,6 34,6 78,35 547 23,62 51,4
Referenz-E 0 0 4,5 7,2 42,4 82,67 4,03 21,30 443
LM-E 1000 1 4,5 5,6 44,1 83,57 3,88 20,75 42,9
Rerferenz 0 0 7 7,7 39,4 80,70 4,23 21,50 45,7
LM 1000 1 7 7.1 39,1 80,74 4,42 21,95 46,6
Referenz-E 0 0 7 6,8 41,6 82,24 391 21,53 44,8
LM-E 1000 1 7 6,4 43,0 82,94 3,81 21,08 43,7
Rerferenz 0 0 7,5 7,6 39,2 80,64 4,22 21,64 45,9
LM 1000 1 7,5 7,2 38,5 80,47 4,47 22,25 47,2
Referenz-E 0 0 7,5 6,8 42,9 82,75 3,68 20,79 43,1
LM-E 1000 1 7,5 6,3 441 83,54 3,66 20,88 43,0
Rerferenz 0 0 8 7.4 39,2 80,54 4,11 21,48 45,6
LM 1000 1 8 7,1 38,7 80,46 4,39 21,95 46,7
Referenz-E 0 0 8 6,8 40,9 81,60 3,86 21,28 44,6
LM-E 1000 1 8 6,2 42,5 82,70 3,83 21,22 44,0
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Rerferenz 0 0 4,5 7,8 39,6 80,88 4,42 21,59 45,9
LM 15 2 4,5 6,4 35,4 78,55 551 22,92 50,2
Referenz-E 0 0 4,5 7,3 42,4 82,68 3,97 21,27 44,2
LM-E 15 2 4,5 4,8 47,3 84,86 3,35 19,43 39,8
Rerferenz 0 0 7 7,7 39,4 80,70 4,23 21,50 45,7
LM 15 2 7 7,2 39,9 81,00 4,21 21,37 45,3
Referenz-E 0 0 7 6,8 41,6 82,24 391 21,53 44,8
LM-E 15 2 7 6,6 42,4 82,61 3,76 21,24 44,0
Rerferenz 0 0 7,5 7,6 39,2 80,64 4,22 21,64 45,9
LM 15 2 7,5 7,3 39,5 80,85 4,20 21,65 45,8
Referenz-E 0 0 7,5 6,8 42,9 82,75 3,68 20,79 43,1
LM-E 15 2 7,5 6,6 43,8 83,24 3,60 20,64 42,7
Rerferenz 0 0 8 7.4 39,2 80,54 4,11 21,48 45,6
LM 15 2 8 7,5 39,7 80,85 4,07 21,41 45,3
Referenz-E 0 0 8 6,8 40,9 81,60 3,86 21,28 44,6
LM-E 15 2 8 6,6 42,5 82,53 3,73 20,97 43,6
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Anhang 24 zu Kapitel 4.3.1.2.2 / Seiten 141-146

Einfluss der Sauerstoffversorgung wéahrend der Inkubationsphase einer Laccase-Mediator-
Behandlung auf die Entwicklung des WeiBBgrades, der Farbwerte L*, a*, b* und des Gelb-
wertes eines sauerstoffvorgebleichten Nadelholz-Sulfatzellstoffes. Inkubationsbedingungen:
pH 4,5 und 7; Sauerstoffdruck: 0,5 MPa und Luftatmosphdre; HBT: 1%, Aktivitdt: 1000 U/g
(T. villosa- und M. thermophila-Laccase) bzw. 15 U/g (T. versicolor-Laccase). LM = nach
Inkubation mit Laccase und Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion;
Referenz und Referenz-E = Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase und
Mediator

Behandlung Aktivitdt HBT pH O, | Kappazahl WeiBgrad L* a” b* Gelbwert
[l (Ugl  [%] [1 [MPa] [ [% 1SO] [ [ [ [
bei Verwendung von T.villosa- Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 8,1 40,6 81,25 4,22 20,97 44,5
LMS 1000 1 4,5 0,5 6,1 39,6 80,84 4,60 21,43 45,8
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 71 43,0 82,86 3,88 20,89 43,5
LMS-E 1000 1 4,5 0,5 5,3 48,2 85,12 3,26 18,82 38,6
Referenz 0 0 7 0,5 7,7 39,4 80,70 4,23 21,50 45,7
LMS 1000 1 7 0,5 7,2 39,1 80,62 4,33 21,71 46,1
Referenz-E 0 0 7 0,5 6,8 41,6 82,24 3,91 21,53 44,8
LMS-E 1000 1 7 0,5 6,4 43,4 83,15 3,67 21,01 43,4
Referenz 0 0 4,5 0,1 7,9 40,5 81,32 4,27 21,22 44,9
LMS 1000 1 4,5 0,1 6,7 33,6 76,91 6,15 22,38 50,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,1 7,2 41,5 82,20 4,10 21,59 451
LMS-E 1000 1 4,5 0,1 4,9 43,4 82,87 3,91 20,40 42,7
Referenz 0 0 7 0,1 7,7 40,0 80,93 4,25 21,06 44,9
LMS 1000 1 7 0,1 7,6 37,1 78,97 4,84 21,30 46,6
Referenz-E 0 0 7 0,1 71 42,4 82,70 3,89 21,38 44,3
LMS-E 1000 1 7 0,1 6,4 43,4 83,21 3,85 21,08 43,6
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 8,1 39,9 81,01 4,37 21,32 45,4
LMS 1000 1 4,5 0,5 7,6 34,6 78,35 5,47 23,62 51,4
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 7,2 42,4 82,67 4,03 21,30 44,3
LMS-E 1000 1 4,5 0,5 5,6 441 83,57 3,88 20,75 42,9
Referenz 0 0 7 0,5 7,7 39,4 80,70 4,23 21,50 45,7
LMS 1000 1 7 0,5 71 39,1 80,74 4,42 21,95 46,6
Referenz-E 0 0 7 0,5 6,8 41,6 82,24 3,91 21,53 44,8
LMS-E 1000 1 7 0,5 6,4 43,0 82,94 3,81 21,08 43,7
Referenz 0 0 4,5 0,1 7,9 40,5 81,32 4,27 21,22 44,9
LMS 1000 1 4,5 0,1 8,0 31,3 75,02 6,33 22,33 51,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,1 7,2 41,5 82,20 4,10 21,59 451
LMS-E 1000 1 4,5 0,1 6,2 40,6 81,75 4,41 21,81 45,9
Referenz 0 0 7 0,1 7,7 40,0 80,93 4,25 21,06 44,9
LMS 1000 1 7 0,1 7,8 37,2 79,01 4,87 21,33 46,7
Referenz-E 0 0 7 0,1 71 42,4 82,70 3,89 21,38 44,3
LMS-E 1000 1 7 0,1 6,9 43,0 82,89 3,92 20,94 43,5
bei Verwendung von T.versicolor-Laccase

Referenz 0 0 4,5 0,5 7,8 39,6 80,88 4,42 21,59 45,9
LMS 15 2 4,5 0,5 6,4 35,4 78,55 5,51 22,92 50,2
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 7,3 42,4 82,68 3,97 21,27 44,2
LMS-E 15 2 4,5 0,5 4,8 47,3 84,86 3,35 19,43 39,8
Referenz 0 0 7 0,5 7,7 39,4 80,70 4,23 21,50 45,7
LMS 15 2 7 0,5 7,2 39,9 81,00 4,21 21,37 45,3
Referenz-E 0 0 7 0,5 6,8 41,6 82,24 3,91 21,53 44,8
LMS-E 15 2 7 0,5 6,6 42,4 82,61 3,76 21,24 44,0
Referenz 0 0 4,5 0,1 7,9 40,5 81,32 4,27 21,22 44,9
LMS 15 2 4,5 0,1 7,0 33,8 76,81 5,86 21,87 49,5
Referenz-E 0 0 4,5 0,1 7,2 41,5 82,20 4,10 21,59 451
LMS-E 15 2 4,5 0,1 5,6 43,1 82,90 3,97 20,76 43,3
Referenz 0 0 7 0,1 7,7 40,0 80,93 4,25 21,06 44,9
LMS 15 2 7 0,1 7,6 38,7 80,54 4,39 22,05 46,8
Referenz-E 0 0 7 0,1 71 42,4 82,70 3,89 21,38 44,3
LMS-E 15 2 7 0,1 6,9 441 83,45 3,68 20,64 42,6
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Anhang 25

tion (E) bzw. Peroxidbleiche (P)

zu Kapitel 4.3.1.4 / Seiten 147-151

Sauerstoffvorgebleichter Nadelholz-Sulfatzellstoff nach T. villosa-Laccase-Behandlung (L) im
Bleichautoklaven bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck bzw. im offenen Temperiergefdl3 bei
Luftatmosphédre bei pH-Werten von 4,5 und 7 sowie nach anschlieBender alkalischer Extrak-

Behandlung Aktivitdtt pH O | Kappazahl WeiBgrad L* a* b* Gelbwert
[-] [U/g] [-] [MPa] [-] [% 1SQ] -] -] [-] -]
Referenz 0 45 05 8,3 38,9 80,35 4,43 21,57 46,1
L 1000 45 05 8,3 374 79,02 4,88 21,00 46,0
Referenz -E 0 45 05 7,9 39,8 81,24 4,32 21,91 46,2
L-E 1000 45 05 7,2 40,6 81,57 4,20 21,51 45,3
Referenz-P 0 45 05 6,2 51,4 87,39 2,43 19,46 38,2
L-P 1000 45 05 55 55,1 88,92 1,84 18,36 35,4
Referenz 0 45 0,1 8,0 39,3 80,67 4,37 21,58 45,9
L 1000 45 0,1 8,0 37,4 79,16 4,76 21,28 46,4
Referenz-E 0 45 0,1 7,8 40,7 81,72 4,21 21,72 45,5
L-E 1000 45 0,1 7,7 41,7 82,08 4,06 21,08 44,2
Referenz-P 0 45 0,1 6,3 52,1 87,86 2,34 19,62 38,2
L-P 1000 45 01 6,1 54,3 88,78 2,01 18,98 36,6
Referenz 0 7 0,5 8,3 40,0 81,05 4,10 21,32 45,0
L 1000 7 0,5 8,0 39,4 80,22 4,44 20,66 44,6
Referenz-E 0 7 0,5 7,6 40,1 81,45 4,20 21,94 46,0
L-E 1000 7 0,5 7.4 40,8 81,78 4,18 21,74 45,5
Referenz-P 0 7 0,5 6,0 52,1 87,57 2,20 19,04 37,2
L-P 1000 7 0,5 55 55,6 89,11 1,77 18,24 35,1
Referenz 0 7 0,1 8,2 39,0 80,67 4,41 21,99 46,6
L 1000 7 0,1 7,8 38,0 79,54 4,62 21,23 46,0
Referenz-E 0 7 0,1 7,9 40,1 81,44 4,22 21,98 46,1
L-E 1000 7 0,1 7,5 40,5 81,70 4,28 21,88 45,9
Referenz-P 0 7 0,1 6,0 53,2 88,25 2,13 19,16 37,1
L-P 1000 7 0,1 5,9 55,5 89,17 1,75 18,36 35,2
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Anhang 26 zu Kapitel 4.3.2.1 / Seiten 157-161

WeiBgrade, L*-, a*-, b*- und Gelbwerte eines ligninerhaltend gebleichten Holzschliffs nach
LMS-Behandlung. Variiert werden in der Inkubationsphase die eingesetzten Laccase-
Préparate, die pH-Werte und die Sauerstoffversorgung. LM = nach Inkubation mit Laccase
und Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion; LM-P = nach Inkubation
und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden
Fahrweisen ohne Laccase und Mediator

Behandlung Aktivitat HBT pH 0O, WeiBgrad L* a* b* Gelbwert
[ [U/g] [%] [ [MPa] [% 1SO] [ [ [ [
bei Verwendung von T. villosa-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 70,0 93,11 -0,32 12,08 22,0
LM 1000 1 4,5 0,5 47,3 82,92 4,30 16,04 35,5
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 47,4 88,13 -1,20 26,01 45,3
LM-E 1000 1 4,5 0,5 37,7 81,71 1,77 26,06 50,4
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 73,0 94,12 -1,30 11,40 20,0
LM-P 1000 1 4,5 0,5 66,6 92,61 -0,99 14,40 25,6
Referenz 0 0 7 0,5 67,2 91,97 0,07 12,49 23,3
LM 1000 1 0,5 58,9 88,52 1,44 14,03 27,8
Referenz-E 0 0 7 0,5 62,4 88,90 0,13 16,78 31,4
LM-E 1000 1 7 0,5 52,2 86,59 1,19 17,68 34,4
Referenz-P 0 0 7 0,5 68,8 93,07 -0,69 13,20 23,7
LM-P 1000 1 7 0,5 67,2 92,84 -0,58 14,21 25,6
Referenz 0 0 7 0,1 68,5 92,54 -0,38 12,44 22,7
LM 1000 1 7 0,1 58,2 87,77 1,65 13,38 27,0
Referenz-E 0 0 7 0,1 57,1 88,86 -0,01 16,77 31,3
LM-E 1000 1 7 0,1 51,4 86,12 1,17 17,66 34,5
Referenz-P 0 0 7 0,1 71,1 93,51 -1,34 11,99 21,0
LM-P 1000 1 7 0,1 66,0 92,11 -1,24 14,05 24,9
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 70,0 93,11 -0,32 12,08 22,0
LM 1000 1 4,5 0,5 50,0 84,36 3,35 15,75 33,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 47,4 88,13 -1,20 26,01 45,3
LM-E 1000 1 4,5 0,5 40,0 83,27 1,25 26,02 49,2
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 73,0 94,12 -1,30 11,40 20,0
LM-P 1000 1 4,5 0,5 70,2 93,70 -1,23 13,14 23,0
Referenz 0 0 7 0,5 67,2 91,97 0,07 12,49 23,3
LM 1000 1 7 0,5 56,6 87,51 1,94 14,52 29,3
Referenz-E 0 0 7 0,5 62,4 88,90 0,13 16,78 31,4
LM-E 1000 1 7 0,5 52,2 86,57 1,51 17,53 34,5
Referenz-P 0 0 7 0,5 68,8 93,07 -0,69 13,20 23,7
LM-P 1000 1 7 0,5 68,4 93,43 -0,80 14,27 25,3
Referenz 0 0 7 0,1 68,5 92,54 -0,38 12,44 22,7
LM 1000 1 7 0,1 58,6 88,04 1,64 13,45 27,1
Referenz-E 0 0 7 0,1 57,1 88,86 -0,01 16,77 31,3
LM-E 1000 1 7 0,1 55,3 87,87 0,81 16,76 32,2
Referenz-P 0 0 7 0,1 71,1 93,51 -1,34 11,99 21,0
LM-P 1000 1 7 0,1 69,2 93,17 -1,25 13,09 23,0
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Referenz 0 0 4,5 0,5 70,0 93,11 -0,32 12,08 22,0
LM 15 2 4,5 0,5 48,2 83,40 3,84 15,92 34,6
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 47,4 88,13 -1,20 26,01 45,3
LM-E 15 2 4,5 0,5 38,7 82,38 1,44 26,09 49,9
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 73,0 94,12 -1,30 11,40 20,0
LM-P 15 2 4,5 0,5 67,5 92,88 -1,09 14,15 25,0
Referenz 0 0 7 0,5 67,2 91,97 0,07 12,49 23,3
LM 15 2 7 0,5 64,4 90,74 0,51 12,83 24,5
Referenz-E 0 0 7 0,5 62,4 88,90 0,13 16,78 31,4
LM-E 15 2 7 0,5 54,7 87,85 0,52 17,40 33,1
Referenz-P 0 0 7 0,5 68,8 93,07 -0,69 13,20 23,7
LM-P 15 2 7 0,5 68,5 93,10 -0,67 13,51 24,2
Referenz 0 0 7 0,1 68,5 92,54 -0,38 12,44 22,7
LM 15 2 7 0,1 65,4 90,94 0,32 12,29 23,4
Referenz-E 0 0 7 0,1 57,1 88,86 -0,01 16,77 31,3
LM-E 15 2 7 0,1 58,6 89,29 0,05 16,04 30,0
Referenz-P 0 0 7 0,1 71,1 93,51 -1,34 11,99 21,0
LM-P 15 2 7 0,1 70,8 93,46 -1,28 12,15 21,4
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Anhang 27

weisen ohne Laccase

zu Kapitel 4.3.2.2 / Seiten 162-165

WeiBgrade, L*-, a*, b*- und Gelbwerte eines ligninerhaltend gebleichten TMP nach LMS-
Behandlung. Variiert wurden in der Inkubationsphase die eingesetzten Laccase-Prdparate,
die pH-Werte und die Sauerstoffversorgung. LM = nach Inkubation mit Laccase und
Mediator; LM-E = nach Inkubation und alkalischer Extraktion;, LM-P = nach Inkubation und
Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahr-

Behandlung Aktivitat HBT pH Oz WeiBgrad L* a” b* Gelbwert
[ [Urg] [%] [1 [MPa] | [%ISO] [ [] [ []
bei Verwendung von T. villosa-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 65,7 92,31 -0,14 14,64 26,7
LM 1000 1 4,5 0,5 48,8 83,72 3,50 15,94 34,3
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 56,2 89,11 0,18 18,22 33,8
LM-E 1000 1 4,5 0,5 47,2 84,44 1,78 19,31 38,4
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 70,9 94,35 -1,26 13,75 23,9
LM-P 1000 1 4,5 0,5 60,8 91,67 -0,61 18,28 32,5
Referenz 0 0 7 0,1 65,1 92,13 -0,12 14,89 27,2
LM 1000 1 7 0,1 55,2 86,88 1,69 14,89 30,0
Referenz-E 0 0 7 0,1 54,6 89,07 -0,18 19,87 36,2
LM-E 1000 1 7 0,1 50,8 86,77 1,05 19,53 37,3
Referenz-P 0 0 7 0,1 65,3 92,69 -1,06 15,83 27,9
LM-P 1000 1 7 0,1 63,1 91,96 -0,82 16,61 29,5
bei Verwendung von M. thermophila-Laccase
Referenz 0 0 4,5 0,5 65,7 92,31 -0,14 14,64 26,7
LM 1000 1 4,5 0,5 445 81,74 4,04 17,34 37,9
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 56,2 89,11 0,18 18,22 33,8
LM-E 1000 1 4,5 0,5 445 82,99 2,38 19,78 40,2
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 70,9 94,35 -1,26 13,75 23,9
LM-P 1000 1 45 0,5 66,7 93,47 -1,11 15,94 27,8
Referenz 0 0 7 0,1 65,1 92,13 -0,12 14,89 27,2
LM 1000 1 7 0,1 54,7 86,80 1,79 15,18 30,6
Referenz-E 0 0 7 0,1 54,6 89,07 -0,18 19,87 36,2
LM-E 1000 1 7 0,1 51,0 86,90 1,07 19,49 37,3
Referenz-P 0 0 7 0,1 65,3 92,69 -1,06 15,83 27,9
LM-P 1000 1 7 0,1 63,8 92,29 -0,96 16,50 29,2
bei Verwendung von T. versicolor-Laccase

Referenz 0 0 4,5 0,5 65,7 92,31 -0,14 14,64 26,7
LM 15 2 4,5 0,5 40,2 79,31 5,11 18,16 41,3
Referenz-E 0 0 4,5 0,5 56,2 89,11 0,18 18,22 33,8
LM-E 15 2 4,5 0,5 421 81,75 2,82 20,36 42,0
Referenz-P 0 0 4,5 0,5 70,9 94,35 -1,26 13,75 23,9
LM-P 15 2 4,5 0,5 65,5 93,12 -1,03 16,46 28,9
Referenz 0 0 7 0,1 65,0 91,99 -0,08 14,68 26,9
LM 15 2 7 0,1 61,3 89,92 0,53 14,41 27,4
Referenz-E 0 0 7 0,1 54,6 89,07 -0,18 19,87 36,2
LM-E 15 2 7 0,1 52,9 88,06 0,26 19,76 36,7
Referenz-P 0 0 7 0,1 65,3 92,69 -1,06 15,83 27,9
LM-P 15 2 7 0,1 65,4 92,72 -1,01 15,77 27,8
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Anhang 28

zu Kapitel 4.3.2.3 / Seiten 166-168

Ligninerhaltend gebleichter Holzschliff nach T. villosa-Laccase-Behandlung (L) im Bleich-
autoklaven bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck bzw. im offenen Temperiergefd3 bei Luftatmo-
sphére bei pH-Werten von 4,5 und 7 sowie nach anschlieBender alkalischer Extraktion (E)
bzw. Peroxidbleiche (P). L = nach Inkubation mit Laccase; L-E = nach Inkubation und alka-
lischer Extraktion; L-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und
Referenz-P = Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase

Behandlung Aktivitat pH 02 WeiBgrad L* ar b* Gelbwert
[] (U] [] [MPa] [% ISO] [] [ [ [
Referenz 0 4,5 0,5 67,1 92,11 -0,13 12,85 23,7
L 1000 4,5 0,5 60,1 88,77 1,86 13,20 26,7
Referenz E 0 4,5 0,5 56,4 88,25 0,43 16,32 31,0
L-E 1000 4,5 0,5 52,4 86,31 1,27 16,98 33,4
Referenz-P 0 4,5 0,5 70,3 93,34 -1,58 12,43 21,6
L-P 1000 4,5 0,5 69,3 93,19 -1,51 13,04 22,7
Referenz 0 4,5 0,1 69,5 92,98 -0,36 12,30 22,4
L 1000 4,5 0,1 63,9 90,43 1,29 12,60 24,8
Referenz-E 0 4,5 0,1 58,3 89,23 -0,06 16,26 30,3
L-E 1000 4,5 0,1 56,4 88,26 0,46 16,39 31,2
Referenz-P 0 4,5 0,1 70,2 93,24 -1,27 12,31 21,7
L-P 1000 4,5 0,1 69,8 93,31 -1,22 12,74 22,4
Referenz 0 7 0,5 66,4 91,63 0,13 12,63 23,6
L 1000 7 0,5 57,6 87,41 2,18 13,25 27,3
Referenz-E 0 7 0,5 54,0 87,44 0,59 17,38 33,2
L-E 1000 7 0,5 50,6 85,52 1,75 17,41 34,8
Referenz-P 0 7 0,5 67,2 92,30 -1,31 13,36 23,6
L-P 1000 7 0,5 67,2 92,49 -1,27 13,65 24,1
Referenz 0 7 0,1 67,7 92,35 -0,39 12,80 23,4
L 1000 7 0,1 59,2 88,21 1,76 13,11 26,5
Referenz-E 0 7 0,1 56,0 88,42 0,07 17,05 31,9
L-E 1000 7 0,1 53,2 86,95 0,85 17,26 33,3
Referenz-P 0 7 0,1 70,1 93,36 -1,37 12,61 22,1
L-P 1000 7 0,1 68,2 92,76 -1,21 13,19 23,3
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Anhang 29 zu Kapitel 4.3.2.4 / Seiten 169-171

Ligninerhaltend gebleichter TMP nach T. villosa-Laccase-Behandlung (L) im Bleichauto-
klaven bei 0,5 MPa Sauerstoffdruck bzw. im offenen Temperiergefa3 bei Luftatmosphére bei
pH-Werten von 4,5 und 7 sowie nach anschlieBender alkalischer Extraktion (E) bzw.
Peroxidbleiche (P). L = nach Inkubation mit Laccase; L-E = nach Inkubation und alkalischer
Extraktion; L-P = nach Inkubation und Peroxidbleiche. Referenz, Referenz-E und Referenz-P
= Werte der entsprechenden Fahrweisen ohne Laccase

Behandlung Aktivitat pH 02 WeiBgrad L* a* b* Gelbwert
[] [U/g] [1 [MPa] [% ISO] [] [] [] []

Referenz 0 4,5 0,5 66,0 92,49 -0,14 14,63 26,6
L 1000 4,5 0,5 57,9 88,44 1,83 14,97 29,8
Referenz -E 0 4,5 0,5 55,1 88,94 0,13 18,99 35,0
L-E 1000 4,5 0,5 51,3 86,73 1,17 19,00 36,6
Referenz -P 0 4,5 0,5 67,9 93,64 -1,25 15,24 26,6
L-P 1000 4,5 0,5 63,5 92,14 -0,83 16,58 29,5
Referenz 0 4,5 0,1 65,9 92,45 -0,11 14,65 26,7
L 1000 4,5 0,1 59,8 89,42 1,41 14,87 29,1
Referenz -E 0 4,5 0,1 55,4 89,02 0,17 18,92 34,9
L-E 1000 4,5 0,1 52,5 87,31 0,95 18,72 35,8
Referenz -P 0 4,5 0,1 68,1 93,70 -1,18 15,11 26,4
L-P 1000 4,5 0,1 65,9 92,97 -0,98 15,83 27,9
Referenz 0 7 0,5 64,7 91,79 0,05 14,61 26,9
L 1000 7 0,5 55,1 86,88 2,18 14,99 30,6
Referenz -E 0 7 0,5 53,5 88,29 0,33 19,52 36,3
L-E 1000 7 0,5 48,5 85,40 1,81 19,62 38,6
Referenz -P 0 7 0,5 59,8 90,62 -0,37 17,32 31,4
L-P 1000 7 0,5 58,4 90,18 -0,08 17,91 32,7
Referenz 0 7 0,1 65,4 92,26 -0,11 14,79 27,0
L 1000 7 0,1 57,0 87,70 1,51 14,47 28,9
Referenz -E 0 7 0,1 53,8 88,65 0,08 19,94 36,6
L-E 1000 7 0,1 49,8 86,33 1,28 19,86 38,2
Referenz -P 0 7 0,1 61,7 91,34 -0,78 16,79 30,0
L-P 1000 7 0,1 60,5 91,10 -0,57 17,52 31,5
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