MILIO
Enzymer i bundmaling til skibe

Efter at der blev indfort forbud mod brugen of TBT i bundmalinger til skibe, har man
arbejdet pa at udvikle alternative malinger. En ny lovende metode er at tilsette enzymer
til bundmalingen - og sa er de miljovenlige. Metoden kan videreudvikles til andre »smart

coatings«

Af Knud Allermann og Ib Schneider, Biolocus A/S

Alle overflader i naturen bliver efter kortere eller lamngeretid
begroet af mange forskellige organismer (»biofouling«). |
havet er begroningen af flader under vand saerlig aggressiv, og
specielt begroning (fouling) af skibe er et meget
stort problem, der koster gjerne og dermed
indirekte samfundet meget betydelige bel gb at
begramse og bekaampe. | EU regnes der med, at
omkostningerne ved biofouling pa skibe | @ber op
i ca. 1 mia. euro/ar. Globalt regnes der med 6,6
mia. euro/ar. Kan man ikke begraanse begronin-
gen pabunden af et skib, resulterer det i en
betydelig gnidningsmodstand. Det betyder
nedsat hastighed,
tab af mangvre-
evne og et starkt
aget forbrug af
fossile braandstof-
fer og dermed
@get uddlip af
drivhusgasser.
Desuden fremmer
begroningen
korrosions-
processerne pa
materialerne. Som
mange lystsejlere

ved, savil

skibsbunden

meget hurtigt

blive begroet med

et tykt lag sma Figur 2. _Béd bundmalet med hard enzymholdig maling. Malingen er
krebsdyr (rurer) ikke salig effektiv, idet bunden er begroet med alger og rurer efter 6

. maneder i vandet.
og ager, hvisman

ikke gar noget for at forhindre det. Bevoksningens art og den
hastighed den vokser med afhaanger af, hvor i verden man
sejler. Men en ting er sikker: den kommer, og selv i vores
kelige farvande begroes en lystbad pa fa maneder. Man kan let
forestille sig problemerne for en stor supertanker.

Antifouling
I mange & har man brugt TBT (tributyltin) i bundmaling til
skibe. Det har vezret en effektiv gift mod alle organismer, der

Figur 1. Bad bundmalet med selvpolerende
enzymholdig maling. Der ses kun ganske let
begroning — men malingen er naesten ogsa
poleret helt veek. Bemagrk striben midt pa
baden fra fribord til kel. Det er en kobberba-
seret kontrolmaling, der ikke kan opfylde
Miljastyrel sens 2003 bekendtgerel se om

forsegte at fasthadfte sig pa en skibsbund. TBT
blev i det meste af verden anvendt som
antifouling-middel og indlejret i selvpolerende
bundmalinger. Malingerne fungerer ved, at der
langsomt af ste@des ultratynde lag og dermed til
stadighed frigeres frisk TBT (gift) ved overfla-
den. Malingstypen har i mange ar holdt skibs-
bunde fri for begroning. Men alarmklokkerne gik
i gang, da man ved den franske kyst opdagede, at
TBT blev ophobet i gsters. Siden har man pavist
meget betaankelige hormonlignende effekter pa
flere havdyr. | danske farvande er det pavist, at
TBT kan spores gennem hele fadekaaden op til
fisk og marsvin. Det er derfor muligt, at TBT er
medvirkende til nogle af de hormonlignende
bivirkninger, der observeres. Derfor indfarte
mange lande (herunder Danmark) forbud mod at bruge TBT i
bundmalinger til lystbade. Begrundelsen var, at de kystnaare
farvande farst skulle beskyttes (det er selvfalgelig ogsa nem-
mere at indfare national e begramsninger end internationale).
Imidlertid er man nu i den Internationale Marine Organisation
(IMO) blevet enige om, at TBT er sa skadeligt for
miljeget, at det ber fjernes fraalle skibe.

IMO har indfert et udfasningsprogram for alle skibe:

* EC50 for alger i vakstrateforsgg > 100 mg/|
* EC50 for Daphnia magna > 100 mg/I
* EC50 for zebrafisk > 100 mg/I

* Bionedbrydelighed af enzymer i havvand er 100% indenfor 12 dagn.

fra 2003 métte der ikke mere pafares TBT-holdig
bundmaling pa skibe, og fra 2008 skal det forsegles
eller fjernes fra alle skibe. TBT-sagen har skaarpet
myndighedernes opmaarksomhed omkring biocider og
har medfart en ragkke national e og regionale restriktio-
ner startende med lystbadsomradet, | EU har det

Figur 3. Der sesikke toksiske effekter pa alger, dafnier og fisk, nér disse udsadtes for de

anvendte enzymer. Enzymerne nedbrydes endvidere 100% i havvand efter 12 degn.
Arbejdet er udfert af DHI Vand & Miljg efter OECDs GLP-retningslinjer.
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resulteret i et meget restriktivt biociddirektiv, der
kraever omfattende dokumentation for, at alle »aktiv-
stoffer« er miljovenlige.
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Miljovenlig antifouling

Kravet til branchen er sdledes klart: der skal udvikles alternati-
ver til de eksisterende antifouling-metoder. Som overgangsl @s-
ning bruges der hovedsageligt bundmaling med kobber-
forbindel ser, hvilket regnes for en stakket frist, da myndighe-
derne ogsa gnsker kobberforbindelserne vak. | Sverige og
Danmark er der allerede indfart begraensninger i brugen af
kobber til lystbade. Globalt undersages der mange alternativer.
Som overgangsl gsning til de store skibe er man géet to veje:

1. Der udvikles overflader, som har en meget lav overflade-
energi, hvilket resulterer i en meget glat overflade, en »fouling
rel ease«-overflade. Til disse metoder anvendes silikone- og
teflonforbindel ser. Laangst fremme er silikoneprodukterne. De
har vundet indpas til skibe, der sejler meget hurtigt (15-20
knob), nassten konstant og med meget korte ophold. Det er et
dyrt produkt, og det er vanskeligt at pafare og reparere. Man
regner med, at virkningen af fouling release-produkter skyldes
den lave overfladeenergi, men i safald skulle teflonoverflader
vaae mere effektive. Det viser sig daogsd, at virkningen af
silikoneprodukterne ogsa skyldes en konstant frigivelse af
lavmolekyleare silikoneforbindel ser, som skaber en ultratynd
forsadoningshinde pa overfladen. Disse stoffers pavirkning af
miljget er der endnu ingen, der har undersggt.

2. De fleste andre metoder inden for bundmaling gér pa at finde
»miljgvenlige gifte«, altsd alternative organiske forbindel ser,
der haammer organismerne, men som nedbrydes hurtigt ved
frigivelse og dermed ikke ophobesi miljget som eksempelvis
TBT og kobber.

Enzymer virker

Enzymer er proteiner, der deltager som katalysator i en proces
uden selv at blive forbrugt. F.eks. kan visse hydrolytiske
enzymer specifikt nedbryde andre proteiner eller polymerer
som f.eks. polysaccharider. BioLocus har patenteret en metode,

Figur 4. Ramme (raft) med 15 paneler der har vaae nedsaenket i Marselisborg
havn i 6 maneder.

QDverste rakke nr. 5 fra venstre: selvpolerende enzymholdig maling

Mellemste ragkke nr. 1 fra venstre: ubehandlet panel (kontrol)

Mellemste rakke nr. 2 fra venstre: selvpolerende enzymholdig maling
Nederste ragkke nr. 3 fra venstre: kobberbaseret kontrolmaling

hvor der bruges hydrolytiske enzymer i bundmaling. Metoden
blev pavist ved forsgg pa det hollandske institut, TNO, der
udfarte »proof of concept«-forsgg for firmaet. Forsggene blev
udfart med larver af den, for skibe, vaarste fouling-organisme,
rur. Forsggene viste klart, at tilstedevaarelsen af proteolytiske
enzymer hindrede de fritsvgmmende larver i at sadte sig fast pa
en overflade. Samtidig skete der ingen skade pélarverne, de
svgmmede blot rundt for at finde et bedre sted at sedte sig. De
indledende forsag blev starten pa et udviklingsprojekt, som
endnu er i gang.
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Enzymer i maling

Det nasste spergsmdl var, om enzymer bevarer deres aktivitet i
maling, og om de virker laange nok. En rakke indledende forseg
viste, a de bevarer aktiviteten og ikke kun i vandbaserede malin-
ger. Faktisk er de bedste resultater opnéet med opl gsningsbaserede
malinger med bestemte typer af bindere. Der arbejdes stadig med
disseforhold, idet et bundmalingsprodukt til store skibe skal veae
aktivt i mindst 2423 &, dadet er det korteste interval mellem
dokninger hos de store rederier. Kan aktiviteten bevares endnu
laengere, er det naturligvis en stor fordel. De stabilitetsforsag, der
er udfert, viser, at enzymerne kan bevare deres aktivitet i malings-
prever i flere &. Maling er et billigt produkt sammenlignet med
mange andre produkter udviklet i bioteknol ogiske virksomheder.
Derfor skal enzymerne ogsdvaaei en prisklasse, der er sammen-
lignelig med andre révarer til malingsproduktion, issa sammenlig-
net med de aktivstoffer, de skal konkurrere med. Derfor koncentre-
rer vi osom brugen af industrielt fremstillede enzymer til f.eks.
vaskepulver i ton-skalaog dermed til relativt lave priser.

BioL ocus har sammen med EnPro ApS, DHI Vand & Miljgog
Dansk Sejlunion modtaget udviklingsstette fra Milj gstyrelsen. Ved
starten af 2004 er stetten blevet forlaanget, og CISMI er indtradt i
samarbejdet. Desuden har BioL ocus sammen med flere partnere
modtaget EU-udviklingsstette gennem CRAFT-programmet.
Sidstnaa/nte projekt har opnaet EU-stette p& 6,3 mio. kr. og |gber i
2003 og 2004. Desuden er der et udviklingssamarbejde med Jotun
A/S, verdens naeststerste bundmalingsproducent. Der forhandles
endvidere med flere andre industrielle koncerner om udviklings-
samarbejde.
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Hvordan virker enzymerne mod begroning?

Udviklingsarbejdet med de forskellige partnere, ikke mindst de
tilknyttede forskningslaboratorier, har givet meget interessante
resultater. Resultaterne understetter den grundlaeggende
hypotese, at enzymerne virker ved at nedbryde de initiale
limstoffer, som larver og zoosporer udskiller, nér de undersgger
en overflade, og som de senere stadier af organismen kitter sig
hérdt fast til. Det biologisk interessante er, at vidt forskellige
organismer som alger og rurer bruger protein som en meget
vigtig bestanddel af den initiale »lim«. Derfor ser det ud til, at
proteinaser er de mest effektive enzymer til at forhindre fast-
hagftning af organismer. | det videre arbejde skal enzymernes
effekt optimeres.

Er enzymer miljovenlige?

De fleste eksperter vil umiddelbart sige, at enzymer meget
hurtigt nedbrydes, nér de undslipper til det omgivende hav-
vand. Det virker indlysende, men pga. indfarelsen af det
kommende EU-biociddirektiv, skal man over for EU-myndig-
hederne pavise, at aktivstoffer er bionedbrydelige og ikke
toksiske over for organismer i vandmiljget. Miljastyrelsen har
stattet en undersogel se af dette for enzymers vedkommende.
Undersggel serne er udfert af DHI Vand & Miljg og viser som
forventet, at enzymer nedbrydes 100% i havvand pa under 12
dage, og at de ikke er akut toksiske for alger, dafnier og fisk.
Disse forsgg skal maske senere felges op af en egentlig »risk
assessment« model beregning, men endnu ved vi ikke med
sikkerhed, hvad EU-myndighederne vil forlange.

K tnsil-alga Aur
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Fig- Feshlaring:

Figur 6. Screening af en raskke kommercielle enzymprodukters indvirkning pa vedhadtningen af en alge, en kiselalge og rurlarver pa en overflade. Enzymerne er
fra Novozymes A/S, og screeningen er foretaget pa University of Birmingham og University of Newcastle, begge UK.
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Figur 5. Deltagerne i EU-projektet som BioLocus
koordinerer. Projektet |gber i 2003-2004, og
budgettet er pa 1.7 mio. euro.

Det forste malingsprodukt pé markedet med
enzymer?

BioLocus arbejder pa at fa et prevesalg af et
antifouling-produkt i gang i Danmark og
Sverigei 2005. | 2003 har der med stette af
Miljastyrelsen vezret afholdt forseg i fem
danske havne med testpaneler og af prevnin-
ger pa 22 lystbéde. Forsaget gav bade
darlige resultater og lovende fingerpeg om,

i hvilken retning et produkt skal forbedres.
Det farste produkt bliver en selvpolerende
type, der sikrer, at nye enzymer |gbende
eksponeresi malingens overflade. Samtidig
fortsedtter arbejdet med at videreudvikle den
selvpolerende malingstype til de store skibe,
hvor der allerede er udviklet nye selvpole-
rende bindersystemer og formuleret en
maling, der viser enzymaktivitet i overfla-
den. Det er sandsynligt, at der udtages
supplerende patenter.

Andre enzymprodukter er i stobeskeen?

Det forventes, at andre begronings-
problemer ogsa kan | @ses med enzym-
teknologi. Impraagnering af net til opdraa af

fisk i havbrug foregér i dag med brug af store koncentrationer
af kobberforbindelser. Indledende forsgg er udfert for at finde
en metode med enzymer. Konservering af vandbaserede
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PEATICIDAMALYSER

Antistoffer til immunkemisk maling

Enzym 10 50 100 1000 -ﬂ'f pE.‘.'l‘I{.iﬂE‘r

(ug/ml)

Kontrol 80% 80% 80% 80% 80% Som et alternativ til de konventionelle
pesticidmilinger har Statens Serum Institut

Alcalase 50% 0% 0% 0% 0%

(550} i samarbejde med bl.a. Danmarks og
Cranlands Ceologiske Undersagelse (GELIS)

Figur 7. Forsgg udfert pd TNO, NL viser, at serin proteasen —Alcalase fra udviklet en rekke monoklonale antistoffer :
Novozymes A/S - kan forhindre fasthagtning af rurlarven (Cyprid) 100% ved mad et udvala af herbicider. Disse antistof- =
en koncentration pa 50 mg/ml. g 9 2 et =
fer kan anvendes til kvantitative immun- E‘

. o . : kemiske analyser af herbicider i ppb- LA
malinger er et omrade, hvor der anvendes konserveringsmidier, omradet samtidig med at analyserne kun LA
som risikerer at blive forbudt i fremtiden. Der kunne naa/nes en k P S m
reskke andre tekniske |gsninger, hvor man kan nyttiggere o SRR B E S =
enzymer paoverflader af coatings og membraner. i i >
5351 kan i dag levere antistoffer mod bl.a. =

E-mail-adresse: 2, 6-dichlorbenzamid (BAM) og et udvalg af -
info@biolocus.com iari i WA
triaziner samt nedbrydningsprodukter. -
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Oplysninger kan fas ved henvendelse pa
microbiclogy®@ssi.dk, pa fax: 3268 8179
eller tif.: 3268 B378
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