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(54) HAUPTWASCHMITTEL

(57) Ein die Rauhheit von Baumwollgeweben herabsetzen-
der, enzymatischer Zusatz flr Hauptwaschmittel basiert
auf Pilzcellulase, speziell auf der Cellulase, die von
Humicola insolens stammt. Das enzymatische Additiv kann
in hohen Ausbeuten produziert werden und zeigt eine au-
Berordentliche Aktivit&dt bei alkalischen pH-Werten, wo-
durch es mdglich ist, den genannten Zusatz einem Haupt-
waschmittel zuzusetzen und die Herabsetzung der Gewebe-
raubheit wihrend des Hauptwaschganges in einem Arbeits-
gang auszufihren.
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Hauptwaschmittel fiir Baumwolle, insbesondere fiir Waschtemperaturen
unter 70 °C, vorzugsweise unter 60 °C, das iibliche Waschmittelbestandteile, wie oberflichenaktive Stoffe,
Builders, Enthérter, Bleichmittel, Enzyme, Aufheller, Schaummodifikatoren, Stabilisatoren, Riickschmutz-
verhinderer, Fiillstoffe enthalt.

Es ist bekannt, daf§ das Waschen von Baumwolle enthaltenden Textilien unter normalen Bedingungen zu einer
ausgepragten unangenchmen Rauhheit der Textilien fiihrt. Bei den heute iiblichen Waschmethoden wird diese
Rauhheit normalerweise durch eine anschlieBende Behandlung der Textilien mit einem Weichmacher
(Weichspiilmittel) reduziert. Der genannte Weichmacher enthilt ein kationisches Waschmittel. Diese Behandlung
geschieht in einem separaten Gang nach dem Hauptwaschgang. Die Behandlung weist jedoch einen wichtigen
Nachteil auf, und zwar dauert der rauhheitsreduzierende Effekt nur eine gewisse Zeit lang. Nach dem nichsten
Waschen ist das Gewebe wieder mit der genannten Rauhheit behaftet und muB erneut mit einem Weichmacher
behandelt werden. Obwohl groie Summen aufgewendet worden sind, um bessere Methoden zur Verringerung der
Textilrauhheit zu entwickeln, verbleibt die Tatsache, daB die bekannten Weichmacher in der Praxis dem Gewebe
in einem vom Hauptwaschgang getrennten Gang zugesetzt werden miissen, um ihren vollen Effekt ausiiben zu
kénnen. Ebenso verbleibt die Tatsache, daB der genannte Effekt nur von temporérer Natur ist.

Es existieren verschiedene vertffentlichte Vorschlige, um das obige Problem zu 16sen. Beispielsweise wird in
der GB-PS Nr. 1 368 599 cine anscheinend effizientere Alternative zur Verringerung der Geweberauhheit von
baumwollhaltigen Geweben beschrieben, welche Alternative die Behandlung des Gewebes mit Cellulase umfaBt.
Es muB} aber darauf hingewiesen werden, daB auch diese Behandlung immer in einem separaten Gang,
beispielsweise beim Vorwaschen oder beim Voreinweichen ausgefiihrt wird. Dies wird detailliert im Folgenden
dargelegt werden. In der Druckschrift wird noch angegeben, daB baumwollhaltige Textilien, die mit Cellulase
behandelt worden sind, ihre Weichheit auch nach mehrmaligen Waschen beibehalten. Es muB aber daranf
hingewiesen werden, da8 das cellulasehaltige Mittel kommerziell nicht erhltlich ist, obwohl die genannte
Alternative schon 1972 (in der BE-Patentschrift Nr. 773 280, einem Aquivalent zur GB-PS Nr. 1 368 599)
veroffentlicht worden war. Daher muB die Lehre der GB-PS Nr. 1 368 599 (oder der BE-Patentschrift 773 280)
eher als eine theoretische Moglichkeit denn als eine realistische, gewerblich anwendbare Erfindung, welche
kommerzialisiert werden sollte, bezeichnet werden.

Es muB auch darauf hingewiesen werden, da von Bakterien stammende Cellulasen gewohnlich sehr teuer
sind, da die Ausbeute davon normalerweise sehr klein ist. Vom kommerziellen Standpunkt aus sind jedoch von
Pilzen stammende Cellulasen die vielversprechendsten Cellulasen. Diese kénnen ndmlich in eher hohen
Ausbeuten erhalten werden. Beispielsweise wird auf Seite 2, Zeilen 84 bis 90 der GB-PS Nr. 1 368 599
ausgefiihrt: "Viele Varianten der von Fungi stammenden Cellulasen haben ein pH-Optimum von ungeféhr 5.
Oberhalb pH 7 ist ihre Aktivitit stark herabgesetzt und die cellulytischen Enzyme der Fungi sollten gemiB der
vorliegenden Erfindung in einem sauren Medium eingesetzt werden." Dies bedeutet, da8 der Waschvorgang,
welcher normalerweise bei alkalischem pH ausgefiihrt wird, nicht gleichzeitig mit der oben genannten
Cellulasebehandlung ausgefiihrt werden kann. Die Cellulasebehandlung wird in einem ersten Gang als saures
Vorwaschen oder Voreinweichen ausgefiihrt und anschlieBend wird der Hauptwaschgang in einem zweiten Schritt
in alkalischem Medium ausgefiihrt. Soweit hier bekannt ist, besteht keine Versffentlichung beziiglich einer
Methode zum Waschen und Weichmachen in einem einzigen Schritt, die praktisch anwendbar wiire.

Daraus ist ersichtlich, daB die obige bekannte Cellulasebehandlung bei einem sauren pH vor dem
Hauptwaschgang ausgefiihrt werden muB und damit auch ein Zwischenspiilen zwischen der sauren Cellulasebe-
handlung und dem Hauptwaschgang nétig ist, auBer man setzt nach der sauren Cellulasebehandlung einen
UberschuB an Alkali zur Neutralisation der Siure ein. Dieser UberschuB an Alkali kann z. B. dem Hauptwasch-
mittel zugesetzt werden.

SchlieBlich wire, falls bei der Cellulasebehandlung schon Waschmittel zugesetzt wiirden, deren
Reinigungskraft bei den niederen pH-Werten in der Cellulasebehandlungsfliissigkeit normalerweise eher gering.

Es besteht daher der dringende Bedarf an einem Hauptwaschmittel, das eine relativ billige Cellulase mit hoher
Aktivitit bei denjenigen pH-Werten enthilt, welche normalerweise in den Hauptwaschgéngen vorliegen.

Die bekannten Methoden weisen nicht auf irgendwelche billigen Cellulasen hin, welche bei den genannten
pH-Werten annehmbar hohe Cellulaseaktivititen aufweisen. Dies trotz der Tatsache, daB eine solche Cellulase
einen hohen kommerziellen Wert darstellt, falls der genannte Bedarf erfiillt werden konnte.

Es ist nun iiberraschenderweise gefunden worden, daB eine spezielle, von Fungi stammende Cellulase,
namlich die Pilzcellulase, die von Humicola insolens (Humicola grisea var. thermoidea) gebildet wird, eine hohe
Cellulaseaktivitit bei denjenigen pH-Werten aufweist, welche normalerweise bei Hauptwaschgéingen vorliegen.
Diese Tatsache steht im Gegensatz zu den Wirkungen, welche aufgrund der bekannten, einschligigen
Vorvertffentlichungen zu erwarten waren. Die genannten Vorverdffentlichungen sind exemplifiziert durch den
oben zitierten Absatz aus der GB-PS Nr. 1 368 599.

Dementsprechend ist das erfindungsgemiBe Hauptwaschmittel dadurch gekennzeichnet, daf es einen Weich-
macher enthilt, dessen wesentliche Komponente eine von einem Stamm von Humicola insolens (Humicola
grisea var. thermoidea) produzierte Pilzcellulase ist.

Es muB darauf hingewiesen werden, daB die genannte Pilzcellulase aus Humicola insolens sowoh! von
regulidren Stimmen von Humicola insolens wie auch von Mutanten und Varianten von Humicola insolens
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stammen kénnen.

Durch die Verwendung des Textilweichmachers fiir ein Hauptwaschmittel geméB dieser Erfindung ist es zum
ersten Mal moglich, im Hauptwaschgang eine Reduktion der Textilrauhheit in einer Operation und zu einem
verniinftigen Preis auszufiihren. Die Reduzierung der Textilrauhheit geschicht im Hauptwaschgang ohne jede
Vorwische oder Vorbehandlung der Textilien,

In Agric. Biol. Chem. 44 (3), 481-487 (1980) und 44 (8), 1721-1728 (1980) wird beschrieben, daB Humicola
Insolens ein cellulaseproduzierender thermophiler Pilz ist. Ebenso wird angegeben, daB der optimale pH der
Cellulasen, die durch Humicola insolens produziert werden, 5,3 und 5,0 ist. Diese Cellulase miifite daher zu
derjenigen Kategorie von Cellulasen gezihlt werden, welche weiter oben im Zusammenhang mit der GB-PS Nr.
1 368 599 erwéhnt worden sind und daher vollsténdig unbrauchbar sind im Rahmen dieser Erfindung.
Uberraschend ist aber dementgegen gefunden worden, da8 Humicola insolens eine Cellulase produziert, welche
die Ziele dieser Erfindung erfiillt.

Humicola insolens fillt in die Gruppe der thermophilen Humicola, welche Gruppe sowohl Humicola
insolens wie auch Humicola var. thermoidea umfafit. Die taxonomische Unterscheidung zwischen den beiden
Stimmen ist anscheinend sehr zweifelhaft.

Die Aktivitit der regulidren C,-Cellulase wird anhand der Tatsache festgestellt, daB Cellulase Carboxymethyl-

cellulose zu reduzierenden Carbohydraten hydrolisiert. Die reduzierende Wirkung der letzteren wird anhand der
Ferricyanidreaktion gem#B Hoffmann, W. S., Journal Biological Chemistry 120, 51 (1937) kolorimetrisch
bestimmt.

Die Aktivitat der reguldren C,-Cellulase wird auch im Zusammenhang zur vorgelegten Carboxymethyl-

cellulose (CMC Hercules, 4 M6F) bestimmt.

Die Standardbestimmungen dazu sind die folgenden: pH 9,50; Pufferlosung 0,1 M Tris(hydroxy-
methyl)aminomethan ("tris"); Substrat 4 g CMC/1 der oben angegebenen Pufferlosung; Inkubationstemperatur
50 °C und Inkubationszeit 20 Min.

Eine Aktivititseinheit der reguldren C,-Cellulase (im folgenden als reguléire C,-Einheit bezeichnet) ist die

Menge an Cellulase, welche unter den oben angegebenen Standardbedingungen diejenige Menge an reduzierendem
Zucker bildet, welche dquivalent ist zu 1 pmol Glukose/min.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform gemiB der Erfindung wird die Pilzcellulase vom Humicolastamm
DSM 1800 erhalten. Es ist gefunden worden, daB dieser Stamm eine alkalische Cellulase mit hoher Cx-Aktivitéit

bei alkalischen pH-Werten bildet. Dieser neue Humicola-Stamm wurde durch das Commonwealth Mycological
Institute, Kew, England, als Humicola insolens identifiziert. Der neue Stamm wurde am 14. April 1980 bei der
deutschen Kollektion von Mikroorganismen (DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen) in Gottingen,
Deutschland, unter der DSM-Nummer 1800 hinterlegt.

Im folgenden werden die morphologischen und physiologischen Eigenschaften des oben angegebenen neuen
Humicola-Stamms DSM 1800 beschrieben.

Oberseite: kurz, Mycelium zuerst weich, spiter dunkelgrau mit weiBen Flecken; Hyphae farblos,
glatt, unterteilt, ungefahr 2,8 um Durchmesser; farblose Wassertropfen gelegentlich
anwesend.

Unterseite: gelblich, spéter braun bis dunkelgrau werdend.

Aleuriosporen: glatt, braun, einzeln, terminal auf einzelnen oder multicellularen Conidiophoren,

normalerweise globos 12,6 - 16,8 um oder auch subglobos 7 x 11,2 - 14 x 16,8 pm im
Durchmesser. Apiculus vorhanden.

Chlamydosporen:  einzeln oder in Ketten; glatt braun, 11,2 - 16,8 pm.

Phialocondia: abwesend.

Temperaturgrenzen: kein Wuchs bei 26 °C; guter Wuchs von 37 - 50 °C. Kolonien von 8 cm im Durch-
messer bei 37 °C wihrend fiinf Tagen.

Die obigen Werte wurden bestimmt nach fiinftagigem Wuchs bei 37 °C auf YPSS Agar mit der folgenden
Nahrl6sung:

Hefeextrakt Difco 40 g
MgSO4.7H20 0,5 g
Iosliche Stirke 150 g
destilliertes Wasser 1000 ml
Agar 150 g

Es ist ebenfalls erstaunlicherweise gefunden worden, daB das Cellulaseprodukt, das vom Humicola insolens-
Stamm DSM 1800 erhalten wird, neben dem Textilerweichungseffekt noch eine starke Schmutzl6ser- und
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Riickschmutzverhindererwirkung zeigt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird der erfindungsgemiB eingesetzte Weichmacher beziiglich
derjenigen Cellulasefraktion angereichert, die bei pH zwischen 6,5 und 7,5 nicht an einen Anionentauscher
gebunden wird.

Wie weiter unten im Detail gezeigt werden wird (Beispiel 6) wurde gefunden, daB diejenige Cellulasefraktion,
welche bei pH-Werten zwischen 6,5 und 7,6 nicht an Anionentauscher gebunden wird (diese Fraktion wird im
folgenden mit ACX I-Fraktion bezeichnet), die signifikanteste Wirkung beziiglich der Herabsetzung der
Textilrauhheit zeigt. Es ist ebenfalls gefunden worden, daB die Temperaturstabilitit der AC, I-Fraktion besser ist

als die Temperaturstabilitit der anderen Fraktionen der Cellulase von Humicola insolens. Ebenso ist die
Temperaturstabilitit der AC,I-Fraktion besser als die Temperaturstabilitit der sauren Pilzcellulase gemaB der

oben zitierten GB-Patentschrift Nr. 1 368 559.
Um den Gehalt an ACXI-Fraktion zu bestimmen, kann die Aktivitit der modifizierten Cx-Cellulase nach der

folgenden Methode bestimmt werden. Eine Phosphatpufferlosung A wird vorbereitet, indem 26,52 g Natrium-
dihydroxyphosphatdihydrat in 1000 ml entionisiertem Wasser geldst werden; die Molaritit von A betrigt also
0,17. 100 ml A werden nun mit ungefahr 800 ml entionisiertem Wasser gemischt und der pH der Lésung wird
auf 7,0 eingestellt. Das Gesamtvolumen der verdiinnten Pufferlésung wird nun auf 1000 ml gebracht, und diese
neue Pufferlsung, im folgenden Pufferlésung B genannt, weist nun eine Molaritit von 0,017 auf. Nun wird eine

Kolonne mit 1 g eines Anionentauschers BEAE-Sepharose C1-6B® beladen und mit B aquilibriert. Das Enzym
wird nun in B gel6st und 25 ml der so hergestellten Enzymlosung iiber die Kolonne gegeben. Die C,-Aktivitat

der Enzyml&sung nach dem Durchgang durch die Kolonne wird gleich bestimmt, wie weiter oben die Aktivit:it
der reguldren C,-Cellulase. Diese C,-Aktivitit wird modifizierte C, -Aktivitt genannt und ist kleiner als die

reguldre C,-Aktivitdt, wenn ein Teil der C, -Aktivitit auf dem Anionenaustauscher unter den genannten Be-
dingungen adsorbiert wird.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung zeigt die Pilzcellulase ein Verhiltnis C modifiziert zu
C, reguldr von mindestens 0,6, bevorzugterweise von mindestens 0,8. Es ist gefunden worden, daB ein
erfindungsgemiB als Bestandteil eines Hauptwaschmittels eingesetzter Textilweichmacher, in dem die AC,I-

Fraktion im oben genannten Verhiltnis angereichert ist, eine auBerordentlich gute Wirkung beziiglich der
Verminderung der Rauhheit von Geweben zeigt.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgeméB eingesetzten Textilweichmachers wird die
Pilzcellulase in Form eines nichtstaubenden Granulates beigestellt. Es ist wichtig, daB das Cellulasepraparat
einen niederen Staubanteil aufweist. Mit hohen Staubanteilen kénnen Komplikationen sowohl bei der
Vermischung des genannten Cellulasepréparates mit dem Waschmittel wie auch spiter bei der Anwendung des
cellulasehaltigen Waschmittels auftreten. Ein granulatformiges Cellulasepriiparat kann mittels verschiedener
Methoden gewonnen werden; beispielsweise mittels eine "Marumerizers", wie er in den GB-PS Nrn. 1 362 365
und 1 361 387 beschrieben ist oder mittels einer Granuliermaschine, wie sie in Aufbereitungstechnik Nr. 3,
1970, Seiten 147 bis 153 und 5/1970, Seiten 262 bis 278 beschrieben ist. Das Priparat kann auch mittels des
Verfahrens gem#B der BE-Patentschrift 760 135 erhalten werden. In allen Fillen muB aber das erhaltene Granulat
minimale Verstdubungseigenschaften aufweisen. "Marumerizer” ist eine Handelsmarke.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemiB eingesetzten Textilweichmachers wird das
Cellulasegranulat mit einem WeiBférbmittel, bevorzugterweise TiO,, iiberzogen. Das WeiBfarbemittel wird in

Kombination mit einem Staubbindemittel aufgebracht. Dadurch wird ein gutaussehendes Cellulasegranulat
erhalten, das ein Minimum an Verstiubungseigenschaften aufweist.

In einer weiteren, bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemiB eingesetzten Textilweichmachers wird
das Mittel als Fliissigkeit beigestellt, in welcher die Pilzcellulase als Konzentrat, suspendiert in einem
nichtionischen oberfldchenaktiven Stoff vorliegt. Das Konzentrat wird auf Basis einer Fermentationsbriihe
hergestellt. Wie vorher schon angegeben ist es wichtig, daB das Cellulasepriiparat einen geringen Staubanteil
aufweist. Da gemiB dieser Ausfiihrungsform der Textilweichmacher als Fliissigkeit vorliegt, betréigt der
Staubanteil Null. Die oben genannten Schwierigkeiten fallen also hier vollstindig weg.

Bevorzugterweise enthélt der nicht ionische oberflichenaktive Stoff, in dem der erfindunsgemis eingesetzte
Textilweichmacher suspendiert ist, ein Verdickungsmittel. Dadurch wird die Sedimentation der Cellulase
normalerweise verhindert. Als Verdickungsmittel kann beispielsweise feinverteiltes Siliciumdioxyd verwendet
werden, das in Hochtemperaturprozessen gewonnen wird. Falls solches Siliciumdioxyd eingesetzt wird, betrégt
der Anteil des genannten Verdickungsmittels zwischen 0,5 bis 10 Gew.-%, bevorzugterweise zwischen 1 und
5 Gew.-%. In einer bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgemiB eingesetzten Textilweichmachers ist das
Mittel eine Fliissigkeit und die Pilzcellulase wird als Cellulasekonzentrat in einem wiBrigen Medium gel6st.
Dieses Medium enthilt bevorzugterweise einen Stabilisator. Beispiele solcher Stabilisatoren sind all diejenigen
Mittel, welche sowohl die Sedimentation verhindern wie auch zu keinem Verlust von enzymatischer Aktivitit
fishren.

GemiB der vorliegenden Erfindung wird ein Hauptwaschmittel beigestellt, das iibliche Waschmittel-
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bestandteile und eine die Rauhheit von Textilien herabsetzende Menge des oben angegebenen Textilweichmachers
enthilt, wobei vorzugsweise der pH der Losung eines Gramms des genannten Hauptwaschmittels in 11 Wasser
mit einer - vor der Zugabe des Hauptwaschmittels - Harte von 10° dH, im Bereich von 7 - 10, bevorzugterweise
im Bereich von 7,5 - 9,5 liegt.

Unter Hauptwaschmittel wird hier eine Waschmittelzusammensetzung verstanden, welche normalerweise,
aber nicht notwendigerweise, zur Ausfiihrung der Wische in einem Gang eingesetzt wird. Die genannte Wische
soll nicht von Vorbehandlungen oder Nachspiilungen im Sinne von Waschaktivitdten begleitet sein. Der Vorteil
beim Einsatz des erfindungsgeméBen Hautpwaschmittels tritt vor allem dann zutage, wenn das erfindungsgemiBe
Hauptwaschmittel zur Wische in einem Gang ohne Vor- bzw. Nachbehandlung eingesetzt wird.

Die Waschmittelkomponenten im erfindungsgemaBen Hauptwaschmittel sind nicht kritisch beziiglich der
Erfindung; die einzige Bedingung fiir dic genannten Komponenten stellt ihre Kompatibilitit mit der Pilzcellulase
dar.

Daher konnen die genannten Komponenten und ihre Gehalte beispielsweise die folgenden sein:

1. Oberflichenaktive Stoffe, speziell anionische oder nicht ionische oberflichenaktive Stoffe, in einer totalen
Menge von 1 bis 100 Gew.-%, typischerweise von 5 bis 45 Gew.-%. Typische anionische oberflichenaktive

Stoffe sind lineare Alkylarylsulphonate ("LAS") und o-Olefinsulphonate ("AOS"). Typische nicht ionische ober-
flachenaktive Stoffe sind Alkylphenylithoxylate und Fettalkoholdthoxylate.

2. Builders: speziell alkalische Builders und Enthirter in einer Gesamtmenge 5 bis 80 Gew.-%, typischer-
weise in einer Menge von 25 bis 75 Gew.-%. Typische Builders sind Natriumtripolyphosphat ("STPP"),
Natriumaluminiumsilicate (Zeolithe), Natriumsilicate und Natriumcarbonate.

3. Bleichmittel, speziell Peroxide, in einer totalen Menge von 0 bis 40 Gew.-%, typischerweise entweder
0 oder 15 bis 30 Gew.-%. Typische Bleichmittel sind Natriumperborat und Natriumpercarbonat.

4. Weitere Bestandteile, vor allem Enzyme, optische Aufheller, Geruchsstoffe, Farbstoffe, Schaum-
modifikatoren, Stabilisatoren, Antiwiederablagerungsmittel, bevorzugterweise nicht CMC, da diese zumindest zu
einem gewissen Grad durch die Cellulase zersetzt wird, alle diese genannten weiteren Zusétze in Anteilen von
0 bis 10 Gew.-%, typischerweise in Anteilen von 0,1 bis 5 Gew.-%.

5. Fiillstoffe, speziell Natriumsulphat und Wasser in einer solchen Menge, um die Waschmittelzusammen-
setzung auf 100 % zu bringen.

In der Broschiire "Novo Enzymes" fiir die Waschmittelindustrie (B 157a-GB 2000, Februar 1977) werden
andere, allgemeine Beispiele fiir Waschmittelzusammensetzungen angegeben, die zusammen mit dem
Cellulasepriiparat verwendet werden kénnen. Diese Zusammensetzungen sind charakterisiert entweder durch
spezifische Verbindungen oder Kategorien von Verbindungen und durch die entsprechenden Gehalte bzw.
Anteilsbereiche,

Auf Seite 5 der DK-Patentanmeldung Nr. 5691/78 vom 12. Dezember 1978 entsprechend der
DE-OS 2 901 339 werden ebenfalls Waschmittelzusammensetzungen spezifiziert, die zusammen mit dem
Cellulasepriparat verwendet werden konnen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform des Hauptwaschmittels gemaB dieser Erfindung liegt der Textil-
weichmacher in einer Menge vor, die 2,5 bis 100 reguléren C - Einheiten/g Hauptwaschmittel oder entsprechend

1,5 bis 60 modifizierten C,-Einheiten/g Hauptwaschmittel entspricht. Die bevorzugten Bereiche der oben
genannten Zusammensetzung sind 5 bis 50 reguldre C, -Einheiten/g Hauptwaschmittel oder 3 bis 30 modifizierte
C,-Einheiten/g Hauptwaschmittel. In dieser Zusammensetzung wird ein befriedigender Effekt beziiglich

Reduzierung der Rauhheit erreicht, wobei zugleich ein UberschuB an Cellulase (welcher das Hauptwaschmittel
untkonomisch werden liefe) verhindert werden kann.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Hauptwaschmittels enthilt das Mittel weiter
eine aus Bakterien gewonnene Proteinase, bevorzugterweise eine Proteinase von Bacillus lichenformis, speziell
ALCALASE. Uberraschenderweise wurde gefunden, daB die Waschmittelzusétze Cellulase und Proteinase
kompatibel sind und daB sie beide einen geniigenden Effekt aufweisen, und zwar auch bei den pH-Werten des
Hauptwaschvorganges. Die gedanklich mégliche Zersetzung der Cellulase durch das proteolytische Enzym tritt
also nicht ein. Die kombinierten Waschmittelzusétze fithren beide zu verbesserten Reinigungseigenschaften und
zu einem verbesserten Effekt beziiglich Reduzierung der Rauhheit, wenn sie dem Waschmittel zugesetzt werden.
ALCALASE ist eine Handelsmarke fiir ein Enzympréparat, das kommerziell erhiitlich ist. Falls ALCALASE
und ein Granulat von Cellulase verwendet wird, kann der gemischte enzymatische Zusatz entweder durch
Vermischen der vorgdngig granulierten beiden Enzyme oder durch Vermischen eines Konzentrats von
ALCALASE mit einem Konzentrat von Cellulase und anschlieBend Granulierung dieses Konzentratgemisches
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erhalten werden.

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform des Hauptwaschmittels gem#8 der Erfindung stellt ein Perborat eines
der Waschmittelbestandteile dar. Unter bestimmten Bedingungen verbessert das Perborat den Wascheffekt und es
wurde iiberraschenderweise festgestellt, daB8 das Perborat und die Cellulase im Hauptwaschmittel gemi8 der
Erfindung kompatibel sind.

Bei einer bevorzugten Anwendungsweise des Hauptwaschmittels gemiB dieser Erfindung wird die
Pilzcellulase in der Waschlauge in einer solchen Konzentration eingesetzt, die 10 bis 100 reguliren C,-Einheiten

pro Liter Waschlauge oder 6 bis 60 modifizierten C, -Einheiten pro Liter Waschlauge entspricht. Die bevorzugten
Bereiche der oben genannten Zusammensetzung sind 20 bis 50 regulire Cx-Einheiten pro Liter Waschlauge oder
12 bis 30 modifizierte C, -Einheiten pro Liter Waschlauge.

Bevorzugt liegt dabei der pH der Waschlauge zwischen 7 und 10, bevorzugtersweise zwischen 7,5 und 9,5. In
diesem Bereich zeigt die Cellulase ihre volle Aktivitit.

Vorzugsweise wird weiterhin ein signifikanter Teil des Hauptwaschganges bei Temperatur unterhalb 70 °C,
insbesondere unterhalb 60 °C ausgefiihrt.

Die folgenden Beispiele illustrieren die Herstellung des im einen Bestandteil des erfindungsgemiBen

Hauptwaschmittels bildenden Textilweichmacher vorliegenden Enzyms durch Fermentation (Beispiel 1, 6 und 8),
das erfindungsgemifie Hauptwaschmittel und seine bevorzugte Anwendung (Beispiele 2 - 8).

Beispiel 1

Der Stamm DSM 1800 wurde bei 37 °C auf einem Agar-Substrat der folgenden Zusammensetzung kultiviert:
Hefeextrakt Difco 4 g

Mg50,4.7 H,0 05 g

Glucose 15 g

destilliertes Wasser 1000 g

Agar 15 g

Eine erste Gruppe von 500 ml Schwenkflaschen wurde vorbereitet; diese Schwenkflaschen enthielten je
100 ml eines Substrates der folgenden Zusammensetzung:

Maislaugenfliissigkeit 24 %

Glucose 24 %
CaCO; 0,5 %
Sojasl 05 %

Der pH wurde vor der Zugabe des CaCO3 durch Zugabe von 4n NaOH auf 5,5 eingestellt und die Sterilisation

wurde durch Erwérmen der Losung auf 121 °C wihrend 20 min erreicht.

Nach siebentdgigem Wuchs auf dem Agar-Substrat wurden die Sporen in die 500 ml Schwenkflaschen der
ersten Gruppe eingefiillt.

Eine zweite Gruppe von 500 ml Schwenkflaschen wurde vorbereitet; diese enthielten je 100 ml eines
Substrates der folgenden Zusammensetzung:

NH,NO; 025 %
KH,PO, 056 %
KoHPO, 044 %
MgS0,.7 Hy0 0075 %
Cellulose 20 %
CaCOq 025 %
Pluronic® 001 %

Der pH wurde vor Zugabe des CaCO5 mitiels Zugabe von 4n NaOH auf 6,8 bis 7,0 eingestellt, und durch

Behandlung der Losung im Autoklav bei 121 °C withrend 20 min sterilisiert.

Nach zweimal 24-stiindigem Wuchs bei 37 °C in den Schwenkflaschen der ersten Gruppe wurden die
Schwenkflaschen der zweiten Gruppe mit je 6 % aus den Schwenkflaschen der ersten Gruppe beimpft.

Nach 140-stiindiger Fermentation in den Schwenkflaschen der zweiten Gruppe bei 37 °C betrug die
Cellulaseaktivitit 4,2 reguldre C, -Einheiten pro ml Kulturbrithe. Nun wurde die Kulturbriihe auf folgende Weise
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gereinigt: die Kulturbriihe wurde iiber Diatomeenerde filtriert (Hyflo-supercell), das Filtrat wurde durch
Ultrafiltration konzentriert und der Riickstand wurde gefriergetrocknet. Das gefriergetrocknete Pulver A zeigte
eine C,-Aktivitit von 745 reguliren C,-Einheiten/g.

Zwei weitere Versuche wurden in genau der gleichen Weise wie oben beschrieben durchgefiihrt. Nach der
Fermentation in der zweiten Gruppe von Schwenkflaschen wihrend 140 Stunden betrug die reguliire
C-Cellulase-Aktivitit bei den Versuchen 2,2 bzw. 6,0 C,-Einheiten pro ml Kulturbriihe. Die entsprechenden

Werte fiir die gefriergetrockneten Pulver waren 558 regulire C, (Pulver B) und 518 C,-Einheiten pro g
(Pulver C).

Beispiel 2

In diesem Beispiel wurde das Cellulasepréparat (Pulver A) aus dem Beispiel 1 hinsichtlich seiner Wirkung zur
Verminderung von Rauhheiten bei gewaschenen Textilien untersucht.

Der Waschversuch wurde als Einstufenwiische mit einer vollautomatischen MIELE Trommelwaschmaschine
durchgefiihrt. Das ausgefiihrte Waschprogramm war das Programm "Kochwische 95 °C", das in der technischen
Broschiire T-52001 fiir die MIELE Waschmaschine 421 S beschrieben ist. MIELE ist eine Handelsmarke. Das
Programm "Kochwische 95 °C" arbeitet nach ungefihr dem folgenden Temperatur-Zeitprofil:

Zeit (min) 0 6 12 18 24 30 36 42 45
Temp. (°C) 16 27 43 61 76 85 85 82 Spiilen mit kaltem Wasser

Die Waschlauge hatte die folgende Zusammensetzung: ungefahr 16 1 Wasser mit einer Hirte von etwa 20° dH,
die 5 g/l eines handelsiiblichen pulverformigen Waschmittels mit den folgenden Hauptbestandteilen enthielten.
(Die Angaben beziehen sich auf das trockene Waschpulver und sind in Gewichtsprozent angegeben.)

21 % oberflachenaktiver Stoffe (7 % LAS, 11 % Seife, 3 % Nonylphenylithoxylat)
39 % Builders (32 % STPP, 4 % Natriumsilicat und 3 % Natriumcarbonat)

26 % Natriumperborat

13 % Natriumsulfat.

Dieser Waschlauge wurde nun das proteolytisch wirkende Enzym in einer speziellen Verarbeitungsform
zugesetzt, und zwar so, daB die entsprechende Konzentration 0,06 Anson-Einheiten pro Liter Lauge betrug. Die
proteolytische Aktivitit des Enzyms war gemaB der modifizierten Anson-Methode bestimmt worden, die in Novo
Analytical Method No. AF 4.3/5-GB beschrieben ist (die Original Anson-Methode ist im Jounal Gen. Physiol.,
22,79 - 89 (1939) beschrieben).

Zur derart préparierten Waschlauge wurden entweder nichts oder das Cellulasepriparat aus Beispiel 1 zuge-
geben, und zwar in einer Konzentration, welche ungefihr 40 regulirer C,-Einheiten pro Liter Lauge entspricht.

Die Testmaterialien fiir die beiden folgenden Parallelversuche waren:

1. 12 Stiicke eines weiBen Samtgewebes aus Baumwolle mit den MaBen 42 cm x 60 cm, und
2. 12 Stiicke eines weiBen Interlockgewebes aus Baumwolle mit den gleichen Dimensionen.

Zu den obigen Geweben wurde soviel saubere Baumwollwische gegeben, daB fiir beide Versuche je 3 kg
Wiische bereitlagen. Das Testmaterial wurde vorerst 20 Mal gewaschen, und zwar mit einem handelsiiblichen,
perborathaltigen Waschmittel bei hohen Temperaturen.

Nach diesen 20 Wischen war das Material bereit fiir die Versuche mit den Waschmitteln mit bzw. ohne
Cellulasezusatz.

Das Testmaterial wurde nun 6 Mal gewaschen, wobei es zwischen den Waschgingen jeweils iiber Nacht
getrocknet wurde. Nach dem letzten Waschgang wurden alle Testgewebe (12 x 2 x 3) im gleichen Raum
getrocknet.

Die Auswertung wurde von einer Gruppe von 20 Personen vorgenommen. Ohne Kenntnis der verschiedenen
Testgewebe wurden die ersten 10 Personen aus der Gruppe gebeten, sechs Auswertungen vorzunehmen (d. h.
3 fiir die weiBen Samtgewebe und 3 fiir die weiBen Baumwollinterlockgewebe). Aufgrund der genannten
Auswertungen war es dann mdglich, aus den folgenden drei Feststellungen die richtige Feststellung auszuwahlen:

1. Das Gewebe, das mit Cellulase behandelt ist, ist weicher als das Gewebe, das nicht mit Cellulase
behandelt ist;

2. das Gewebe, das mit Cellulase behandelt worden ist, hat den gleichen Grad an Weichheit wie das Gewebe,
das nicht mit Cellulase behandelt worden ist,
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3. das Gewebe, das mit Cellulase behandelt worden ist, ist rauher als das Gewebe, das nicht mit Cellulase
behandelt worden ist.

Drei Teststiicke wurden aus den zwSIf weiBen Samtstiicken aus Baumwolle ausgewihlt, welche mit Cellulase
behandelt worden waren. Ebenso wurden drei Stiicke aus den zw6lf Stiicken weiBer Samtstiicke aus Baumwolle,
die nicht mit Cellulase behandelt worden waren, ausgewihlt. Diese sechs ausgewihlten Stiicke wurden nun in
drei Zweiergruppen aufgeteilt und jede der zehn ersten Personen aus der Gruppe wurde gebeten, alle drei Paare
separat zuzuordnen. Ahnliche Auswertungen wurden mit dem weien Interlock-Baumwollgewebe ausgefiihrt. Die
restlichen zehn Personen aus der Gruppe wurden gebeten, die restlichen Teststiicke auf die gleiche Art und Weise
zuzuordnen.

Jede Person in der Gruppe machte drei Zuordnungen nur beziiglich des weiBen Samtgewebes. Dies entspricht
einer Gesamtzahl/Total von 60 Zuordnungen durch alle Personen in der Gruppe fiir das genannte Testmaterial.

Das weiBe Baumwoll-Interlockgewebe wurde auf die gleiche Art und Weise ausgewertet; auch hier ergaben
sich also 60 Zuordnungen.

Die Resultate der oben beschriebenen Zuordnungen sind in der folgenden Tabelle 1 zusammengestellt. Die
Tabelle 1 zeigt auch den pH der Waschlauge beim Start des Waschganges, 10 min. spiter und 20 min. spiter
(t=0, t=10 und t = 20 min.).

Beispiel 3
Beispiel 2 wurde wiederholt. Die Resultate sind ebenfalls in der folgenden Tabelle 1 zusammengestellt.

Beispiel 4

In diesem Beispiel wurde das Cellulasepriparat (Pulver B) aus dem Beispiel 1 als Textilweichmacher
verwendet. Das Beispiel 2 wurde wiederholt, aber mit den folgenden Anderungen: die Waschmaschine wurde mit
dem Testmaterial wie in Beispiel 2 beschickt, worauf die Maschine mit schmutzigem Baumwollgewebe
aufgefiillt wurde, so daB im gesamten 3 kg Wische vorlagen. Die schmutzige Wische war Baumwollunterwiische
aus einem Militirlager. Die Resultate sind ebenfalls in der folgenden Tabelle 1 zusammengestelit.

Beispiel 5

In diesem Beispiel wurde das Cellulasepréiparat (Pulver C) dem Beispiel 1 als Textilweichmacher verwendet.
Der Versuch nach Beispiel 2 wurde wiederholt, aber mit den folgenden Anderungen: gewaschen wurde nach dem
Programm "Feinwésche 60 °C" aus der Broschiire T-52001. Dieses Programm arbeitet ungeféhr nach dem
folgenden Temperatur/Zeitprofil:

Zeit  (min) 0 6 12 18 24 30 36 42
Temp. (°C) 16 24 35 47 57T 55 54  Spiilen mit kaltem Wasser

Die Waschltsung hatte ein Volumen von ungeféhr 26 Liter. Der pH der Waschlauge wurde durch Zugabe von
Zitronensiure leicht angepaBt. Die Resultate sind ebenfalls in Tabelle 1 zusammengestellt.

Tabelle 1

Beispiel Testmaterial Auswertung
Beispiel 2 Samtgewebe 73 %: weicher mit Cellulase
pH bei 2 %: kein Unterschied
t= 0: 100 25 %: rauher mit Cellulase
t=10: 98
t=20: 97 Baumwoll-Inter- 77 %: weicher mit Celiulase

lock-Gewebe 8 %: kein Unterschied

15 %: rauher mit Cellulase
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Tabelle 1
Beispiel Testmaterial Auswertung
Beispiel 3 Samtgewebe 68 %: weicher mit Cellulase
pH bei 5 %: kein Unterschied
t=0:99 27 %: rauher mit Cellulase
t=10: 9,8
t=20: 96 Baumwoli-Inter- 78 %: weicher mit Cellulase
lockgewebe 2 %: kein Unterschied
20 %: rauher mit Cellulase
Beispiel 4 Samtgewebe 84 %: weicher mit Cellulase
pH bei 3 %: kein Unterschied
t=0:98 13 %: rauher mit Cellulase
t=10: 9,7
t=20: 96 Baumwoll-Inter- 82 %: weicher mit Cellulase
lockgewebe 3 %: kein Unterschied
13 %: rauher mit Cellulase
Beispiel 5 Samtgewebe 93 %: weicher mit Cellulase
pH bei 0 %: kein Unterschied
t= 0:89 T %: rauher mit Cellulase
t=10: 838
t=30:89 Baumwoll-Inter- 93 %: weicher mit Cellulase
lIockgewebe 2 %: kein Unterschied
3 %: rauher mit Cellulase
Beispiel 6

Der Stamm DSM 1800 wurde bei 37 °C auf einem Agar-Substrat kultiviert, der die gleiche Zusammen-
setzung hatte wie das Agar-Substrat im Beispiel 1.

300 1 einer Inokulation oder eines Vorfermentierungssubstrates mit der folgenden Zusammensetzung wurden
dann 45 min lang bei 121 °C sterilisiert:

Maislaugenfliissigkeit 24 %

Glucose 24 %
CaCO3 05 %
Sojacl 04 %

(Vor der Zugabe des CaCOg3 war der pH mittels 4n NaOH auf 5,5 eingestellt worden.)

Nach vierzehntdgigem Wuchs auf dem Agar-Substrat wurden die Sporen in 300 I eines sterilisier-
tenVorfermentationssubstrates g:geben. Sterile Luft wurde durch das Substrat geblasen und die Fermentation
wurde 49 Stunden lang bei 37 °C. unter einem Druck von 0,5 Atmosphéren und einer Luftmenge von 300 Liter
pro Minute ausgefiihrt.

Nun wurden 350 1 des Haupttermentationssubstrates der folgenden Zusammensetzung wihrend 60 min lang
durch Kochen bei 123 °C sterilisiert:

Maislaugenfliissigkeit 10 %

Cellulose 3 %
CaCOg 025 %
NH4NO; 025 %
KH,POy 0356 %
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K,H PO, 044 %
MgSO, 0.08 %

Pluronic® (Polyather) 0,014 %

(Vor der Zugabe des CaCO4 war der pH mitiels 4N NaOH auf 6,8 bis 7 eingestellt worden).

Darauf wurden 35 1 der Vorfermentationsbriihe in das so sterilisierte Hauptfermentationssubstrat gegeben.
Sterile Luft wurde durch die Fermentationsbriihe geblasen, und zwar unter einem Druck von 0,5 Atmosphiren
und bei einer Menge von 300 Liter pro Minute. Der pH in der Brithe wurde unter 7,0 gehalten, was mittels
Zugabe von KHyPO, geschah. Die Fermentation bei 37 °C dauerte 136 Stunden. Nach dem Abschlu8 der

Fermentation bei 37 °C dauerte 136 Stunden. Nach dem AbschluB der Fermentation wies die gewonnene
Cellulase eine Aktivitit von 29 regulirer Cx-Einheiten/mI auf.

Die Kulturbrithe wurde auf folgende Weise gereinigt.

Vorerst wurde die Kulturbriihe iiber Diatomeenerde filtriert (Hyflo-super-cell). Das Filtrat wurde durch
Ultrafiltration konzentriert und der Riickstand (im folgenden Riickstand D) gefriergetrocknet. Das
gefriergetrocknete Pulver D zeigte eine regulire C,-Aktivitit von 1316 C, -Einheiten/g und eine modifizierte

C,-Aktivitit von 953 C,-Einheiten/g.

Zwei weitere Fermentationen und Ultrafiltrationen wurden ausgefiihrt, und zwar in der gleichen Art und Weise
wie oben beschrieben. Die entsprechenden Riickstinde werden mit E und F bezeichnet. Riickstand F wurde
gefriergetrocknet und zeigte eine regulére C,-Aktivitit von 743 Einheiten/g und eine modifizierte C,-Aktivitit

von 580 Einheiten/g.

Das gefriergetrocknete Pulver D wurde durch anionische Austauschchromatographie in die verschiedenen
Komponenten aufgeteilt. Dazu wurden 100 g des genannten Pulvers in 2000 ml destilliertem Wasser bei 4 °C
gelost. Der pH der Losung wurde durch Zugabe von 1 M "tris" auf 7,5 eingestellt. Die Lgsung wurde nun iiber
eine 400 ml Ionentauscher-Saule mit 100 g DEAE-Sephadex A-50 gegeben. Die Figur 1 zeigt die Adsorption
0OD280 bei 280 nm der verschiedenen Fraktionen aus der Kolonne. Die Proteine, die in der Kolonnenfiillung
adsorbiert worden waren, wurden dann mit NaCl Gradientenldsungen eluiert. Die NaCl-Konzentration wurde
gemessen und in Fig. 1 zusammen mit der Adsorption der verschiedenen Fraktionen aufgezeichnet.

Die proteinhaltigen Fraktionen wurden zusammengegeben. Dies ist durch die Klammem in Fig. 1 angedeutet.
Die so erhaltenen Fraktionen Nr. 1 bis 5 wurden gefriergetrocknet.

Die gefriergetrockneten Losungen waren charakterisiert durch ihren Gehalt an Protein, die Zusammensetzung
der Proteine und die regulire C,-Aktivitit; siche dazu Tabelle 2. Der Isoelektrische Punkt der Proteine wurde

mittels eines LKB Multiphorapparatus bestimmt.

Tabelle 2
Gesamtzahl
Proteine regulére pl-Bereich Ausbeute Ausbeute
g C,-Einheiten® an Proteinen an C,
% %
Ausgangs- 53,0 131600 35 - 90
material
Pool 1% 8,6 47400 6 - 90 16 36
Pool 2 0,9 1000 4 -6 2 1
Pool 3 48 9500 4 - 55 9
Pool 4 7.1 11000 35 - 55 13 8
Pool 5 17,7 18600 35 -5 33 14
Total 73 66

X) (= AC,I-Fraktion)

Pool 1 enthélt alle alkalischen Komponenten, d. h. Proteine, die bei pH 6,5 bis 7,5 nicht an das anionische
Austauschharz gebunden werden. Daher ist die Gesamtmenge an nicht modifizierter C,-Cellulaseaktivitdt in

Pool 1 vorhanden, der zugleich die gesamte cellolytische Aktivitit bei pl iiber 6,0 enthalt.

-10-
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Um festzustellen, welcher der 5 Pools diejenige Fraktionen der Cellulase enthilt, die beste Textil-
weichmachungswirkung zeigt, wurden die folgenden Versuche durchgefiihrt.

Ein Baumwollsamtgewebe wurde 20 Mal vorgewaschen, wie dies im Beispiel 2 beschrieben ist. Nach dieser
Vorwaschung wurden daraus Stiicke mit den MaBen 10 cm x 10 cm (ungefihr 4 g) herausgeschnitten und
markiert.

Die Cellulasebehandlung wurde nun in einer Terg-O-Tometer-Laboratoriumswaschmaschine unter den
folgenden Bedingungen ausgefiihrt:

Waschmittel und Dosierung wie in Beispiel 2, mit der Ausnahme der Cellulasedosierung.

pH-Wert beim Start:  ungefihr 9,5

Temperatur: 50°C
Zeit: 30 min
‘Wasserhirte: 20 +dH
Volumen pro Ansatz: 1200 ml
Anzahl Gewebestiicke

Ansatz; 10

Cellulasedosierung: siehe folgende Tabelle; in allen Fillen 100 mg des gefriergetrockneten Pools/1

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5

Dosierung;

mg Protein/l 31 13 28 34 52
regulare C, -Einheiten/l 170 15 56 52 55
modifizierte C,-Einheiten/l 170 0 0 0 0

Die Auswertung wurde durch eine Gruppe von 10 Personen ausgefiihrt, wobei jeder Person verschiedene Sétze
von Gewebe zur Beurteilung gegeben wurden. Jeder Satz von Gewebestiicken bestand aus drei solcher .Stiicke und
die Testperson wurde gebeten, die einzelnen Gewebestiicke gemiB deren Hirte zu beurteilen. Jeder Satz bestand
aus zwei Stiicken, welche mit einem der Mittel der oben genannten Pools gewaschen worden war und ein Teil
diente als Vergleichsgewebe. 9 von 10 Personen fanden, daB die Gewebestiicke, die mit dem Material aus Pool 1
gewaschen worden waren, weicher waren als dasjenige Gewebe, dem iiberhaupt kein solches Material zugesetzt
worden war. Die Materialien aus den andern Pools zeigten keine signifikante Textilweichmacherwirkung.

Aus dem obigen kann geschlossen werden, daB die Fraktion 1 diejenige C,-Aktivitit enthalt, welche die

eigentliche Textilweichmacherwirkung ausmacht. Die C,-Aktivititen in den Fraktionen 3 bis 5 zeigen keine

signifikante Gewebeweichmacherwirkungen bei Dosierungen, welche normalerweise solche Weichmacher-
wirkungen zur Folge haben.

Beispiel 7

Riickstand E aus Beispiel 6 wurde spriihgetrocknet, wodurch ein rohes Konzentrat erhalten wurde.

Dieses rohe Konzentrat wurde durch ein Sieb mit einer Sieboffnung von 0,5 mm gegeben. Erhalten wurde so
ein pulverférmiges Konzentrat mit einem mittleren Durchmesser von 17,4 pm. Die Cellulaseaktivitéit dieses
Konzentrats betrug 650 reguléire C, -Einheiten/g.

Es wurde folgende Mischung zubereitet:

Konzentrat gem#B Beispiel 7 (oben) 2,5 kg
Cellulosepulver (Arbocel BC 200) 1,0 kg
T102 0,2 kg
NaCl (TeilchengréBe < 0,2 mm) 6,1 kg

Die Mischung wurde in einem Mischer (Ldige FM 50/1MZ) bei einer Mischerdrehzahl von 120 Umdr/min
und einer Messerdrehzahl von 3000 Umdr/min gemischt. Zur so vorbereiteten Mischung wurden anschliefend 1
kg einer 20%-igen wiBrigen Lésung von Polyvinylpyrrolidon (PVP K 30) gegeben, wobei die oben angegebenen
Drehzahlen und Messerdrehzahl beibehalten wurden. Die Zugabe der wiBrigen Lésung geschah mittels einer
Druckdiise und dauerte 1 min lang. Die feuchte Mischung wurde nun 3 min lang weiter im gleichen Mischer

-11-
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geriihrt, wobei die Mischerdrehzahl 200 Umdr/min und die Messerdrehzahl 3000 Umdr/min betrug. Dann wurden
zweimal weitere Mengen von Wasser zugegeben, und zwar 200 g und 100 g, beide Male gefolgt von einer
Behandlung im Mischer wéhrend 3 min. Es wurde beobachtet, daB die Temperatur in der Mischmasse wihrend der
Granulierung von 25 auf 30 °C stieg. Das feuchte Granulat wurde in einer FlieBbettanlage getrocknet und zwar
auf einen Restwassergehalt von 1,6 %. "Lédige" und "Arbocel” sind Handelsmarken.

Die reguldren C,-Aktivititen des getrockneten Granulats betrugen

berechnet 164 regulare C, -Einheiten/g
gefunden 136 regulére C,-Einheiten/g

prozentualer
Aktivititsverlust 17 %.

Dieses Produkt lag nun als teilchenférmiges Mittel vor mit linsenférmigen Einzelteilchen. Im folgenden wird

das Produkt mit Granulat E bezeichnet.

Granulat E wies die folgende KorngroBenverteilung auf:

KomngroBe in pm % Teile
> 1180 15
> 1000 28
> 850 43
> 707 62
> 600 76
> 500 87
> 420 94
> 300 1,8

Mittlerer Durchmesser = 790 um

Das Granulat E wurde auf die folgende Weise oberflichenbeschichtet: 4,0 kg Granulat E wurden in einen
Mischer (Lodige, Typ M 20E) gegeben. Die Mischung wurde auf 65 °C erwirmt und dann mit 160 g
geschmolzenem Polyithylenglycol 4000 (Molekulargewicht 4000) versetzt. Die Mischung wurde nun eine
Minute lang geriihrt. AnschlieBend wurde das Granulat mit 360 g pulverférmigem TiO5 und 90 g
Magnesiumsilikat versetzt. Die Mischung wurde weiterhin 5 min lang geriihrt, wobei wiederum 40 g Poly-
dthylenglycol 4000 auf die Mischung gegeben wurde. Nun wurde noch einmal eine Minute lang geriihrt. Die
Masse wurde nun abkiihlen gelassen und anschlieBend 1,5 min lang bei 65 °C auf einem FlieBbett staubfrei
geblasen.

Die Aktivitét des derart erhaltenen Granulats betrug:

oberflichenbe- oberflachenbeschichte-
schichtetes tes und staubfreige-
Granulat blasenes Granulat
AKktivitit,
reguldre C- 137 138
Einheiten/g

Das oben angegebene oberflichenbeschichtete Granulat und das oberflichenbeschichtete und staubfreigeblasene

Granulat sowie das Granulat E sind typische Ausfiinrungsformen des erfindungsgemas als Zusatz fiir Wasch-
mittel eingesetzten Textilweichmachers.

Ein Waschversuch wurde ausgefiihrt unter Verwendung des Granulates E, wie es im Beispiel 6 beschrieben

ist. Die Anderungen waren:

Cellulasedosierung: 333, 667, 1000, 1333 und 1667 mg/l.

-12-
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Die Auswertung wurde gleich ausgefiihrt wie im Beispiel 6, mit den folgenden Anderungen:

Jeder Satz von Gewebestiicken bestand aus zwei solcher Stiicke. Eines davon war mit nicht aktivierter
Cellulase im Waschmittel gewaschen und das andere mit aktiver Cellulase im Waschmittel gewaschen worden.
Das inaktivierte Cellulasepriiparat wurde erhalten, indem 10 g Granulat E in 200 ml Wasser gel6st wurde.

Die Lésung wurde anschlieBend auf 90 °C erwérmt und auf dieser Temperatur 10 bis 15 Minuten gehalten. Im
gesamten wurden 5 Sitze von Gewebeteilen ausgewertet und die Resultate der genannten Auswertungen sind in
der folgenden Tabelle 3 zusammengestelit.

Tabelle 3
Auswertung der Gewebeweichheit (%)

Satz Nr. Cellulasedosierung Cellulase Inaktivierte
(mg/l) Cellulase

Auswertung: weichstes Gewebe
(% der Aussagen der evaluicrenden Personen):

1 333 60 % 40 %
2 667 70 % 30 %
3 1000 70 % 30 %
4 1333 70 % 30 %
5 1667 90 % 10 %

Beispiel 8

In diesem Beispiel wurden unterschiedliche Stamme von Humicola insolens verglichen, beispielsweise CBS
14764 (identisch mit ATCC 22082); DSM 2069 und DSM 2068. Diese Stimme wurden gleich kultiviert wie
im Beispiel 1, mit der Ausnahme, da§ das Substrat fiir die zweite Gruppe von Schwenkflaschen neben den
Bestandteilen laut Beispiel 1 zusitzlich 14 % Maislaugenfliissigkeit enthielt. Gefriergetrocknete Pulver wurden
aus den Fermentationsbriihen hergestellt, wie dies im Beispiel 1 beschrieben ist. Die gefriergetrockneten Pulver
wurden entsalzt, wieder aufgeldst und iiber einer mit Sephadex G 25 beschickten Séule nochmals entsalzt. Das
Produkt wurde darauf wiederum gefriergetrocknet. Diese gefriergetrockneten Pulver zeigten je 1096, 480 und 690
regulire C,-Einheiten/g. Auch ein Teil des gefriergetrockneten Pulvers F aus Beispiel 6 (DSM 1800) wurde in

diesem Beispiel verwendet.

Das gefriergetrocknete Material aus Fraktion 1 aus Beispiel 6 wurde durch Kationenaustausch iiber CM-
Sepharose CL. 6B weiter gereinigt. Dazu wurde eine solche Menge aus der Fraktion 1 in einer Essig-
saurepufferlsung bei pH 5,0 aufgeltst, daB die Losung 1,7 g Protein enthielt. Diese Losung wurde nun iiber
eine 1000 ml S#ule mit dem angegebenen Kationenaustauscher gegeben. Das Protein wurde dabei adsorbiert.
Eluiert wurde mit NaCl Gradientenlosungen und bei einer NaCl Konzentration von 250 mM wurde das reine
CMC aktive AC, I Protein eluiert. Das Molekulargewicht dieses Proteins wurde mittels SDS gel Elektrophorese

zu 80'000 bestimmt. Mittels dieses Proteins wurde nun das Antiserum (Kaninchen) hergestellit. Das Antiserum
wurde benutzt zur quantitativen Bestimmung des Gehaltes von AC, 1 Protein durch immunologische Methoden,

d. h. mittels der "rocket immunoelectrophoresis” wie sie durch B. Weeke in Scandinavian Journal Immun.,
2 Suppl. 1, Seite 37 (1973) beschrieben ist.

Das erhaltene Elektrophoreseergebnis ist in Fig. 2 zusammengestellt. Die Elektrophorese wurde iiber Nacht
in einer Trismaleat-Pufferlésung von pH 7 und bei einem Spannungsgradient von 1,0 Volt/cm durchgefiihrt.

In Fig. 2 entsprechen die Zone a dem DSM 2069-Produkt (3 mg/ml), die Zone b dem CBS 14764-Produkt
(2mg/ml), die Zone ¢ dem DSM 2068-Produkt (3 mg/ml) und die Zonen d;, dem DSM 1800-Produkt (n mg/ml).

Die oben angegebenen Cellulasepriiparate, nimlich DSM 1800, CBS 14764, DSM 2068 und DSM 2069
wurden in den folgenden Waschversuchen eingesetzt:

Vorerst wurde ein Baumwoll-Samtgewebe 20 mal vorgewaschen, wie dies im Beispiel 2 beschrieben ist.
AnschlieBend wurden aus dem Gewebe Stiicke der MaBe 10 cm x 10 cm (ungefihr 4 g) ausgeschnitten und
markiert.
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Die Cellulasebehandlung wurde in einer Terg-O-Tometer-Laboratoriumswaschmaschine ausgefiihrt, und zwar
unter den folgenden Bedingungen:

Waschmittel und Dosierung wie im Beispiel 2;
mit Ausnahme der Cellulasedosierung.

pH bei Beginn des Waschganges:  ungeféhr 9,5

Temperatur: 50°C

Zeit: 30 min

Wasserhiirte: 20° dH

Volumen pro Ansatz: 1200 ml

Anzahl der Stiicke pro Ansatz: 10

Cellulasedosierung: siehe folgende Tabelle
Cellulasedosierung DSM CBS DSM DSM
(mg/Liter) keine 1800 14764 2068 2069

0 102 39 96 105

regulire C, -Einheiten/l 76 43 66 50

Das Cellulasepréparat aus DSM 1800 wurde in einer Dosierung von 76 regulirer C-Einheiten/l zugegeben.
Die anderen Cellulasepréparate wurden in solchen Dosierungen zugegeben, daB die gleiche AC, I-Protein-

konzentration in der Waschlauge erhalten wurden, wie beim 1800-Priparat. Die genannte Proteinkonzentration
wurde immunologisch gemiB dem oben beschriebenen Verfahren bestimmt.

Die Cellulasebehandlungen wurden 6 Mal wiederholt. Nach jeder Behandlung wurden die Gewebestiicke mit
Leitungswasser gut gespiilt und iiber Nacht getrocknet.

Die Auswertung wurde nun wiederum durch eine Gruppe von 10 Personen durchgefiihrt. Jede Person erhielt
vier verschiedene Sitze von Gewebestiicken wobei jeder Satz aus drei Gewebestiicken bestand. Die Personen
wurden gebeten, die Gewebestiicke nach Gewebeweichheiten zu klassifizieren. Das weichste Gewebe erhielt die
Note 1, das niichstrauhere Note 2 usw. Die Zusammensetzung der verschiedenen, ausgewerteten Gewebesiitze und
die Resultate der Auswertung (ausgedriickt in Prozent) sind in der folgenden Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4
Weichheitsauswertung in Prozent
SatzNr. | Cellulase Weichheitskategorie
”n 1 " “2" II3 n
weichste

1 keine 0 10 90
Pulver C (aus Beispiel 6) 80 20 0

Pulver aus CBS 14764 20 70 10
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Tabelle 4 tzun
Satz Nr. | Cellulase Weichheitskategorie
"1" "2“ "3"
weichste

2 keine 0 30 70
Pulver C (aus Beispiel 6) 70 30 0

Pulver aus DSM 2068 30 40 30

3 keine 0 20 80
Pulver C (aus Beispiel 6) 30 50 20

Pulver aus DSM 2069 70 30 0

PATENTANSPRUCHE

1. Fliissiges oder komniges Hauptwaschmittel fiir Baumwolle, insbesondere fiir Waschtemperaturen unter 70 °C,
vorzugsweise unter 60 °C, das iibliche Waschmittelbestandieile, wie oberflichenaktive Stoffe, Builder, Enthirter,
Bleichmittel, Enzyme, Aufheller, Schaummodifikatoren, Stabilisatoren, Riickschmutzverhinderer, Fiillstoffe
enthélt, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Weichmacher enthlt, dessen wesentliche Komponente eine
von einem Stamm von Humicola insolens (Humicola grisea var. thermoidea) produzierte Pilzcellulase ist.

2. Hauptwaschmittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pilzcellulase ein Produkt des unter
der Bezeichnung DSM 1800 bei der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen hinterlegten Humicola insolens
Stammes ist.

3. Hauptwaschmittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Pilzcellulase beziiglich
derjenigen Cellulasefraktion, die bei pH-Werten zwischen 6,5 und 7,5 nicht an einen Anionentauscher gebunden
wird, gegeniiber ihrer nativen Zusammensetzung angereichert ist.

4. Hauptwaschmittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Pilzcellulase ein Verhiltnis von
Cy modifiziert zu Cy normal von mindestens 0,6, bevorzugterweise ein solches Verhiltnis von mindestens 0.8,

aufweist.

5. Hauptwaschmittel nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es die Pilzcellulase
als nichtstaubendes Granulat enthélt.

6. Hauptwaschmittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das nichtstaubende Granulat mit einem
Uberzug aus einem WeiBfarbemittel (Aufheller) in Kombination mit einem Staubbinder versehen ist.

7. Hauptwaschmittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das WeiBfarbemittel TiO, ist.
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8. Hauptwaschmittel nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dal es den Weichmacher
in einer Menge entsprechend 2,5 bis 100, vorzugsweise 5 bis 50, Einheiten Cx normal, oder in einer Menge

entsprechend 1,5 bis 60, vorzugsweise 3 bis 30, Einheiten C, modifiziert, pro g Hauptwaschmittel enthalt.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen
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